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"MECANISMO DE REGULACIÓN A LA BAJA DEL GEN TRANSPORTADOR 1 CON 

CASETE DE UNIÓN A ATP (ABCAI) 
EN MACRÓFAGOS PERITONEALES DE 

RATÓN ACTIVADOS CON INTERFERON GAMA" 

Martha Leticia Alfaro León 

Universidad Autónoma Metropolitana, 2006 

Resumen 

El Interferón gama (IFN-y) regula a la baja los receptores asociados al transporte 

reverso de colesterol incluyendo ABCA1. En el presente estudio se determinó la cinética 

de la regulación a la baja de ABCA1 y si esta regulación está mediada por un proceso 

transcriPCiOflal o posttraflScriPci0fla l. En este estudio se utilizaron macrófagos 

peritoneales de ratón, que cuando fueron estimulados con IFN-'y presentaron una 

disminución en la expresión del gen ABCAI detectada después de 1 h de incubación 

con IFN-y, registrándose la máxima reducción a las 3 h. Esta disminución en la 

expresión del gene fue dependiente de la síntesis de proteína de  novo. Cuando se 

realizaron experimentos de ensayo de transcripción iniciada en éstas células tratadas 

con esta citocina, se detectó que la regulación a la baja de  ABCAI mediada por lEN-y 

se realiza por medio de un proceso posttranSCriPCiOnaI En las células tratadas con 

actinomiCina Del mensajero de ABCAI tuvo una vida media de 115 minutos, la cual fue 

reducida a 37 minutos en las células tratadas con IFN-y. La disminución en la 

estabilidad del mensajero también fue asociada con una pérdida rápida de la proteína 

de ABCA1, que fue significativa después de 3 h de activación con IFN-y. El incremento 

en la degradación de la proteína ABCA1 no fue bloqueado por los inhibidores de la 

función proteosomal y lisosomal. Estos hallazgos sugieren una nueva ruta de 

degradación para la proteína de ABCA1. La cinética del mensajero de ABCAI



correspondió a los cambios tempranos que Stat 1 experimentó en su fosforilación y 

translocación hacia el núcleo. Por lo tanto se puede considerar a ABCA1 como un gen 

de respuesta temprana en macrófagos activados con lEN-y y que su regulación a la 

baja se debe a la desestabilización del mensajero.



"MECHANISM(S) OF ABCAI DOWN-REGULATION BY IFN-y IN MURINE 

PERITONEAL MACROPHAGES" 

Martha Leticia Alfaro león 

Universidad Autónoma Metropolitana, 2005 

Abstract 

Interferon gamma (IFN-y) down-regulates receptors associated with reverse 

cholesterol transport including ABCA1. In the present study, the kinetics of ABCA1 

down-regulation and whether these effects were through transcriptional or post-

transcriptional regulation was determined. IFN-y stimulation of mouse peritoneal 

macrophages resulted in decreased ABCA1 rnessage detected 1 hr following lEN-y 

addition and was maximaily reduced by 3 hrs. These effects were dependent on  de 

novo protein synthesis and, based on nuclear run-on experiments, involved post-

transcriptional regulation. ABCA1 message had a T 1/2 of 115 minutes in actinomycin 

treated celis that was reduced to a T  1,4 of 37 minutes by IFN-y. The decrease in 

message stability was also associated with a rapid Ioss of ABCA1 protein that was 

significant 3 hrs foliowing IFN-y addition. The increased degradation of ABCAI protein 

was not blocked by inhibiting proteasome or lysosomal function. This would suggest a 

novel pathway for ABCA1 protein degradation. The kinetics of ABCA1 message and 

protein decrease was consistent with the early IFN-y induced changes in Stati 

phosphorylation and nuclear translocation observed in these cells. Therefore, ABCA1 

can be considered as an early response gene to macrophage activation by IFN-7 with 

down regulation occurring by message destabilization.
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1.0 INTRODUCCIÓN 

1.1 Metabolismo del colesterol 

El colesterol es un componente esencial de la membrana citoplasmática, donde 

sus funciones son modular la fluidez de la membrana y mantener una barrera entre la 

célula y su medio ambiente. El colesterol también provee de material para la 

manufactura de ácidos biliares en los hepatocitos y hormonas esteroides en tejidos 

esteroidogénicos. Una característica del colesterol es que su núcleo no es 

degradable, por lo que el mantenimiento de la homeostasis del de novo colesterol 

celular reside en el balance de la entrada en los alimentos y el sintetizado 

celularmente; requiere de una pérdida de colesterol en el cuerpo, primariamente por 

su transformación en ácidos biliares y eventualmente en la excreción fecal. Tanto el 

colesterol de la dieta, como el sintetizado  de novo son transportados a través de la 

circulación por medio de partículas lipoproteicas, siendo ésteres de colesteril, la forma 

de almacenamiento del colesterol en la célula. A nivel celular la entrada de colesterol 

y su síntesis, así como el almacenamiento y salida debe ser un proceso altamente 

regulado para mantener su equilibrio. Si las células periféricas no tienen la capacidad 

de eliminar el exceso de colesterol libre no degradable (FC), el colesterol es 

esterificado y almacenado como gotas de éster de colesteril en el citoplasma (CE). 

Sin embargo este almacenamiento no es libre de peligro para el organismo; una de 

las primeras manifestaciones de una lesión ateroesclerática temprana es la presencia 

de células espumosas, formadas por macrófagos repletos de CE, los cuales



aumentan cuando los monocitos-macrófagos sanguíneos infiltran el endotelio y 

contribuyen a la patología de la enfermedad cardiovascular (1). 

Las células periféricas obtienen el colesterol que proviene de la síntesis endógena y 

de lipoproteínas de baja densidad (LDL) circulantes. Las [DL son removidas del 

plasma por medio de la unión con los receptores de LDL que se acumulan en 

invaginaciones especializadas cubiertas de clatrina en la superficie celular. El LDL 

unido, es internalizado por medio de endocitosis y degradado en lisosomas para que 

el colesterol se libere (2). La síntesis celular de colesterol endógeno y el número de 

receptores-LDL (LDL-R) expresados en la superficie celular es regulado por un 

mecanismo de retroalimentación negativa por medio de los factores de transcripción 

unidos a membrana, llamados proteínas de unión a los elementos de respuesta a 

esteroles (SREBFs). Estas proteínas poseen un dominio amino terminal, que es 

liberado proteolíticamente por medio de un proceso complejo de translocación nuclear 

sensible al contenido de colesterol en la membrana. Cuando la concentración de 

colesterol en las células se eleva, la transcripción del LDL-R es suprimida para evitar 

la internalización excesiva de LDL; en contraste, cuando los niveles de colesterol 

disminuyen, se induce la transcripción del gen para aumentar la unión e 

internalización de [DL. Este mecanismo regulatorio sirve para mantener un nivel 

constante de colesterol no esterificado (3). Sin embargo, existen otros receptores para 

LDL, los receptores basurero o de recolección para [DL (SR-LDL), que a diferencia 

de los anteriores, no controlan su expresión por medio de los niveles intracelulares de 

colesterol, por lo que siguen internalizando colesterol sin límite alguno (4). 

Las lipoproteínas de alta densidad (HDL) son una importante fuente de colesterol para 

el hígado y tejidos estero idogénicos, además de desempeñar un papel muy 

importante en la salida de colesterol de los macrófagos hacia el hígado, mediante el



transporte reverso de colesterol para su posterior eliminación. Los receptores que 

reconocen estas HDL son los receptores basurero (SR) CD36 y BI (SR-Bl) (5). El 

proceso de captación de HDL, por medio de estos receptores, es un proceso selectivo 

distinto al proceso de captación de LDL. En el caso de las LDL, su componente 

principal proteico, la apoproteína (apo) B100, es degradada en el lisosoma para 

liberar el colesterol, proceso que sigue a la endocitosis. A diferencia, en las HDL, el 

componente proteico principal, apo A-1, no se degrada, sino que se recicla (6). 

Los receptores SR-131 se localizan en la invaginaciones libres de clatrina de la 

membrana celular, llamadas caveolas, cuya función es separar e integrar rutas de 

señalamiento transmembranales, sin pasar por alto su importancia en la homeostasis 

de colesterol. Las caveolas son los sitios aceptores para el colesterol sintetizado  de 

novo, el cual es transiocado desde el retículo endoplásmico (FR), o por captación 

selectiva mediante SR-Bl. Se ha establecido que el dominio extracelular de SR-131 

facilita la transferencia de lípidos HDL (7-8). Varios estudios han sugerido que las 

caveolas se pueden asociar con CE y anexina II en un complejo proteína-lípido que 

puede facilitar el transporte de CE desde las caveolas hasta las membranas internas, 

en este lugar el CE es hidrolizado por esterasas neutras para así liberar el colesterol 

hacia la membrana endosomal; mientras que las partículas de HDL y SR-Bl no son 

recicladas de nuevo hacia la superficie (9). 

Después de la captación de ¡a lipoproteína y la hidrólisis lisosomal de CE, el colesterol 

no esterificado es transferido al RE, pero cuando se presenta en exceso es tóxico 

para la célula, y es entonces cuando la enzima acil-CoA colesterol aciltransferasa 

(ACAT) es activada para promover la esterificación del colesterol y preservar la 

integridad de la membrana. Durante la esterificación se reduce la solubilidad de FC 

por medio de la agregación de largas cadenas de ácidos grasos, causando que CE 

3



forme gotas de lípidos en el citoplasma. El CE citosólico es convertido de regreso a 

FC por la acción de la hidrolasa éster colesterol neutral (nCEH) que es activada por la 

proteína dependiente de AMPc, cinasa A (PKA). El colesterol liberado es transferido a 

la membrana plasmática donde puede ser transportado hacia el ER para otro ciclo de 

hidrólisis y esterificación. Sin embargo, en presencia de aceptores extracelulares de 

colesterol, como son apoA-1 y HDL, este ciclo es interrumpido por la salida de FC de 

la célula (10-11). 

Como se mencionó anteriormente, la regulación de la movilización de colesterol en 

los macráfagos no se autolimita, debido a los LDL-SR de los macrófagos, que 

rápidamente reconocen y engullen los LDL modificados, para la posterior degradación 

de lipoproteínas. El exceso de colesterol es esterificado por ACAT y forma gotas 

lipídicas citosólicas, que le dan al macrófago la apariencia característica de espuma 

en su interior, formándose de esta manera las células espumosas. Para que los 

macrófagos promuevan la salida de colesterol y prevenir así el desarrollo de células 

espumosas, esta célula debe desviar FC de la esterificación catalizada por ACAT as¡ 

como promover la hidrólisis de CE por nCEH y transferir el FC a la membrana celular. 

La interacción de HDL-apo A-1 con las proteínas de la superficie del macrófago parece 

promover cada uno de estos pasos (12-13). 

La salida de colesterol de los macrófagos ha sido relacionada con la movilización de 

colesterol desde una poza de concentración intracelular que es utilizada por ACAT 

hacia otra poza de concentración específica para la salida de FC. Además AMPc, en 

presencia de HDL estimula la limpieza de CE en los macrófagos, posiblemente por la 

activación de la ruta PKA. PKA puede estimular a nCEH para promover la hidrólisis de 

CEs citosólicos, incrementando así la movilización de CE y la salida de FC mediada 

por apo A-l. Además el AMPc induce la expresión del ABCA1 (transportador 1 de 

.1.



membrana con casete de unión a ATP, cuya función es mediar la salida de colesterol 

y fosfolípidos de los macrófagos mediante la interacción con HDL/apoA-1 (14-16). 

1.2 Placa ateroesclerótica 

El inicio de las lesiónes ateroescleráticas suele producirse muy 

tempranamente en la vida de un individuo. Esta placa ateroesclerótica es una lesión 

que se inicia cuando los monocitos se infiltran a través del endotelio vascular, hacia la 

íntima arteria[ respondiendo a la presencia de mediadores lipídicos y no lipídicos. A 

medida que la lesión evoluciona se observa la formación de células espumosas, 

provenientes de macrófagos y de células musculares lisas, deposición de matriz, 

daños a las células endoteliales, formación de trombos o coágulos de colesterol, 

necrosis celular y calcificaciones dañinas. En las lesiones avanzadas del proceso 

ateroesclerótico se observa adherencia del 'rombo (17-19) Este tipo de lesiónes 

comúnmente se encuentran en bifurcaciones curvaturas de las arterias-, es decir, en 

lugares donde el flujo sanguíneo es turbulento, contribuyendo a la disminución de la 

fuerza hemodinámica (20). La estría lipídica es la primera lesión reconocible, y está 

caracterizada por la presencia de macrófagos y de células espumosas derivadas del 

macrófago, así como también de células T y monocitos que se han infiltrado a través 

del endotelio debido a cambios en la superficie celular asociados con la activación y 

adhesión de leucocitos. El aumento de las proteínas de adhesión celular y la 

producción de quirniocinas promueven la infi:tración de células mononucleares. La 

migración de las células de músculo liso de la túnica media de la lámina elástica 

interna al interior de la íntima tiene como resultado el engrosamiento de la misma y la



formación y proliferación de células espumosas derivadas de células de músculo liso. 

A medida que el proceso avanza, la duración y exacerbación de la patología en 

progreso está asociada con la elaboración de numerosos mediadores químicos de 

parte de los macrófagos activados y células T entre los que se encuentran factores de 

crecimiento, monocinas, tromboxanos, factor estimulante de colonias, quimiocinas e 

interferón gama (IFN-y) (21-23). La presencia de lipoproteínas de baja densidad 

oxidadas (LDL-ox) y de peróxidos de lípidos contribuye a la formación de células 

espumosas, derivadas de macrófagos y de células de músculo liso, resultando en un 

aumento en la retención de lípidos y la formación de un núcleo lipídico necrótico (24-

25). El progreso de la estría grasa hacia la formación de una lesión intermedia o 

avanzada se caracteriza por la formación de una cápsula fibrosa donde el colágeno 

sintetizado sustituye la matriz extracelular de la íntima por una capa fibrosa que rodea 

al núcleo lipídico, que en conjunto forma una placa que puede ser estable o en daños 

más avanzados ser inestable, pudiendo ocurrir la ruptura debido a la erosión de esta 

cápsula. Dicha erosión está frecuentemente asociada con la presencia de macrófagos 

localizados sobre esta cápsula que pueden secretar metaloproteinasas (MMP), lo que 

conlleva a su ruptura, seguido de una trombosis luminar, responsable de síndromes 

coronarios agudos, que obviamente se manifiestan clínicamente. 

El progreso de la placa ateroesclerótica se caracteriza por una patología cada vez 

más compleja, asociada con activación de macrófagos, de células T, de células 

endoteliales y de músculo liso (SMC) que producen grandes cantidades de citocinas, 

proteasas y lípidos oxidados, estableciendo un estado inflamatorio crónico que 

progresa hacia la manifestación de eventos clínicamente relevantes (26-28).



1 .3 Participación del macrófago en la placa ateroesclerótica 

El fagocito mononuclear juega un papel crucial en todo el proceso de 

formación de la placa ateroesclerótica, iniciando con la formación de la estría lipídica 

causada por la infiltración de monocitos y la generación de células espumosas en la 

íntima; esta estría se convierte en placa debido a un ambiente inflamatorio crónico 

que se establece a consecuencia de la elaboración de citocinas y cambios en el 

metabolismo de las lipoproteínas. Esta placa se desestabiliza mediante apoptosis 

para formar un núcleo necrótico dentro de la íntima, donde se localizan macrófagos 

que producen MMP y que finalmente provocan su ruptura debido a la erosión de la 

capa fibrosa (25,29). 

Los macrófagos pueden contribuir a las modificación de lipoproteínas mediante su 

oxidación por medio de lipoxigenasas, óxido nítrico sintetasa inducible (¡NOS) y 

NADPH oxidasas, para posteriormente ingerirlas (30-31). 

Dependiendo del punto de vista, el macrófago puede desempeñar un papel pro-

ateroesclerótico o anti-ateroesclerótico (22, 32). Puede ser considerado como 

protector por la elaboración de citocinas tales como el factor de crecimiento de 

fibroblastos (FGF), el cual ha demostrado en estudios con conejos administrándoles 

FGF básico sistémico, una mejora en la función endotelial, reducción en la expresión 

de la molécula vascular de adhesión celular (VCAM-1) y en el número de macrófagos 

en la lesión ateroesclerótica (33). El mismo papel protector se ha observado con el 

factor de crecimiento transformante B (TGFB) el cual incrementa la síntesis de 

ABCA1 y Apo E e inhibe la síntesis de MMP (34-36). La elaboración de TGFI3 y de 
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interleucina (IL) 10 (I1-10) podría funcionar como un sistema de retroalimentación para 

reducir la activación de macrófagos (37). 

A diferencia de lo anterior, el macrófago también puede participar como 

desestabilizador de la placa, por medio de la liberación de una gran variedad de 

productos que secreta, como por ejemplo: oxidantes, ¡¡pasas y citocinas tales como 

IL-1 lL-6, factor necrosante de tumor (TNF), IL-18, quimiocinas, CD40 y su ligando, y 

proteasas, tales como las MMP y las catepsinas D, S, K y L (38-39). Las catepsinas 

D, S, K y L por ejemplo, se expresan en el interior de la lesión ateroesclerótica y 

debido a su actividad elastolítica y colagenolitica pueden estimular la erosión de la 

placa (40-41). Los macrófagos también contribuyen a la evolución de la lesión al ser 

fuente productora de quimiocinas tales como lL-8, MCP-1 y fractalina que promueven 

la entrada continua de monocitos a la lesión ateroesclerótica (42-43), además de la 

participación especial de lL-18 en la progresión de ateroesclerosis debido a su 

habilidad de inducir directamente la producción de lEN-y (44). La producción de 

oxígeno reactivo y de radicales de nitrógeno por parte del macrófago contribuye 

también al progreso de la placa al estimular la lesión vascular mediante la 

modificación de lipoproteínas y la inducción de la síntesis de MMP, mientras que la 

expresión de factor VII y de factor de tejido por parte del macrófago deja la lesión 

predispuesta a eventos trombóticos importantes (45).
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1.4 IFN-y 

El interferán gama (lEN-y) es el único integrante del tipo 2 de interferones y 

desempeña una función importante en todas las fases de las respuesta inflamatoria e 

inmunológica. Por mucho tiempo, se ha reconocido a esta citocina como el factor 

activador del macrófágo producido por linfocitos que facilita la actividad tumoricida de 

estas células (46-47). Además del linfocito ayudador tipo 1 (Thl) CD4-s-, se han 

reportado otros tipos de células que secretan IFN-y , entre ellas el linfocito citotóxico 

CD8+, el macrófago activado, las células naturales asesinas (NK), los linfocitos B y la 

célula del músculo liso vascular (48-49). Sin embargo, en el caso de la placa 

ateroesclerótica, lo más probable es que el linfocito Thl sea la fuente primordial de 

IFN-y. Se ha reportado que las células T comprenden entre 10  y 20 % de la población 

celular en placas avanzadas en humanos y al parecer se acumulan en lugares donde 

hay susceptibilidad de ruptura de la placa y trombosis. Se ha demostrado la expresión 

de FN-y en lesiónes ateroescleróticas, tanto en muestras clínicas como en modelos 

de ateroesclerosis preclínica en ratón. La presencia de macrófagos al lado de 

linfocitos tipo Ihi, la síntesis de lL-12 e lL-18 por parte del macrófago, la cual a su 

vez puede estimular la producción de IFN-y y la producción potencial de lEN-y por 

parte de las células de músculo liso, asegura que haya numerosas fuentes de IFN-y 

en el interior de la placa ateroesclerótica (50-52).



1.4.1 Ruta de señalización de IFN-y 

La señal celular mediada por lEN-y comprende la unión de homodímeros de 

IFN-y al complejo receptor de IFN-y. El receptor es un miembro de la familia de 

receptores de citocinas clase II, consiste de dos cadenas de unión al ligando de 90-

kDa o IFN-yRl, asociadas con dos cadenas transductoras de la señal, o IFN-yR2, que 

no participan en la unión del ligando de 85-kDa. El complejo receptor es ensamblado 

en la superficie celular sin requerir la unión con un ligando para que Rl y R2 se 

asocien. Ninguna de las cadenas del receptor tiene actividad intrínseca de cinasa, por 

lo tanto la transducción de la señal está mediada por secuencias que se encuentran 

en el motivo de unión del dominio intracelular de la cadena Rl, las cuales se unen a 

la tirosina Janus cinasa 1 (Jaki) y a las proteínas transductoras de señales y 

activadoras de la transcripción (Stati). La cadena R2 tiene una secuencia intracelular 

para la unión con la cinasa Jak2 (fig 1). Cuando FN-y se une al complejo receptor, 

Jak2 es autofosforilado (P-Jak2), el cual también fosforila a Jaki en la cadena Rl P-

Jaki, que a su vez fosforila residuos de tirosina críticos en Rl (residuo 440), 

permitiendo así la unión al dominio SH2 de Stati. Cuando el dímero Stati se asocia 

con las cadenas de Rl, es fosforilado en la tirosina 701, probablemente mediante la 

activación de Jak2 Se ha observado también fosforilación adicional de Stati 

mediante la ruta de fosfatidilinositol—cinasa AKT en la seria 727; dicha fosforilación 

contribuye a la transcripción de genes dependiente de Stati (53-59). El dímero P-

Stati se disocia del complejo receptor, se transioca al núcleo y se une a las 

secuencias de activación de IFN-y (GAS) en el sitio promotor del gen.

lo



Además de los sitios donde se une Stati a promotores de activación de los genes que 

responden a IFN-y, en esta ruta de señalización, también se transcriben otros factores 

activadores de transcripción con sus propios sitios de unión en el DNA que generan 

también cambios en la expresión genética. Los factores activadores mejor 

caracterizados son los IRF (factores reguladores de interferón), los cuales se unen a 

un sitio consenso IRF-E (47,60). Se ha demostrado que los factores IRF-1, 8  y 9 

estimulan la transcripción de un subgrupo de genes inducibles por IFN-y, mientras que 

IRF-2 antagoniza los genes inducibles por IRF-1 al unirse también al sitio de 

consenso RE-E (61). La unión de IRF-1 con los genes inducibles de IFN-y ocurre en 

un sitio promotor que no es el de Stati, y se ha mostrado que estos dos factores de 

transcripción cooperan entre ellos resultando en una inducción máxima de los genes 

regulados por FN-y 

Mientras que la fosforilación de Stati y su translocación nuclear juegan un papel 

importante en la activación y represión de genes mediada por IFN-y, los estudios en 

ratones deficientes en Stati revelan que lEN-y puede también activar un subgrupo de 

genes mediante rutas no dependientes de Stati (62-63). 

Se ha estudiado intensamente el mecanismo de señalización del IFN-y vía Jak-Stat, 

sin embargo, lEN-y puede activar otras señales, entre ellas las de cinasas MAP, de 

Src, ERKs y la ruta cinasa IKB(IKK) (64-66). En estudios realizados en fibroblastos 

embriónicos de ratón deficiente en IKK alfa y beta, se reportó que un número 

importante de genes estimulados por lEN-y no se inducían a pesar de
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Fig. 1. La señal celular mediada por FN-y se desencadena por la unión de 
homodímeros de IFN-y al complejo receptor de IFN-y formado por lEN-y Rl y lEN-y 
R2. El complejo receptor es ensamblado en la superficie celular sin requerir la unión 
con un ligando para que Rl y R2 se asocien. La transducción de la señal está 
mediada por la unión del dominio intracelular de la cadena Rl con la tirosina Janus 
cinasa 1 (Jakl) y con las proteínas transductoras de señales y activadoras de la 
transcripción (Stati). Cuando IFN-y se une al complejo receptor, Jak2 es 
autofosforilado (P-Jak2), el cual fosforila a Jaki en la cadena Rl. Jakl fosforilado, a 
su vez fosforila residuos de tirosina en Rl (residuo 440), permitiendo así la unión al 
dominio SH2 de Stati. Cuando el dímero Stati se asocia con las cadenas de Rl, se 
fosforila en la tirosina 701. El dímero P-Statl se disocia del complejo receptor, se 
transloca al núcleo donde se une a las secuencias de activación de IFN-y (GAS) en el 
sitio promotor del gen activando o inhibiendo su transcripción.
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observarse un aumento en la transcripción de Stati (67). De hecho, lo más probable 

es que una citocina que tiene un papel tan importante en la inmunidad innata como lo 

tiene IFN-'y haya desarrollado en el camino de la evolución numerosas vías de 

señalamiento a fin de asegurar la supervivencia del huésped. 

1.4.2 Regulación de la expresión de IFN-'y 

La regulación negativa del mecanismo de señalización de IFN-y parece estar 

modulada por la inducción de la familia de proteínas SOCS (supresores de 

señalización mediada por citocinas), primordialmente SOCS-1, así como ciertas 

proteínas sulfhidrifo tirosina fosfatasas, entre ellas Shp-1 y 2 (68-69). Ambos 

mecanismos tienen como resultado la inhibición del mecanismo de señalización vía 

Stati y en modelos de ratón con delesión de SOCS-1 o Shp-1 se caracterizan por 

respuestas inflamatorias sistémicas severas. Se ha demostrado en estudios  in vitro 

que SOCS-1 se une a Jak2 inhibiendo de esta manera la cinasa y con ello la 

fosforilación de Stati. Es posible que la variante de la proteínaí SOCS-1 interactúe 

con Jak2 después de unirse a la subunidad IFN-yRl, ya que una mutación de la 

tirosina 441 de la cadena IFN-yRl bloquea la unión de SOCS-1 al complejo R1-Jak2 e 

inhibe la activación de Stati. Se puede deducir entonces, que la rápida inducción de 

SOCS-1 por lFNj' sirve como un mecanismo de retroalimentación negativa para 

limitar la activación celular estimulada por el lEN-y (70-71). 

Se ha reportado también que la familia de proteínas tirosina fosfatasas inhibe la 

transducción del mecanismo de señalización de lFN-y. Por ejemplo, se ha demostrado 
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que la Shp-2 se une directamente al complejo lFN-yR1 e inhibe la activación de Stati 

(72). Mientras que en este estudio la Shp-2 no parece modular directamente el nivel 

de fosforilación del complejo IFN-?R1, la fosforilación de Jaki aumentó en células 

carentes de Shp-2. Se ha descrito una proteína inhibidora de Stati (PIAS-1), la cual 

se une a Stati e inhibe la asociación del dímero con DNA (73), este puede ser un 

mecanismo adicional que contribuye a la inhibición del mecanismo de señalización de 

Stati. Por lo tanto, tanto la inducción de la expresión de la familia de las proteínas 

SOCS y la inhibición de la fosforilación de Stati representan formas de 

retroalimentación que inhiben la expresión de un subgrupo de genes inducibles por 

lEN -y. 

A pesar de que la expresión de los genes de las proteínas SOCS-1, 2,  y 3 es inducida 

por IFN-y, al parecer, la proteína SOCS-1 es el inhibidor más potente del mecanismo 

de señalización vía Stati que las proteínas SOCS-3 y SOCS-2, las cuales no tienen 

ningún efecto sobre la fosforilación de Stati inducida por IFN-y (74-75). 

La inhibición del mecanismo de señalización de IFN-y por citocinas asociadas con las 

células Th2, entre ellas la IL-4 y la lL-10, representa un mecanismo compensatorio 

distinto para limitar el proceso inflamatorio- Cuando se trataron monocitos periféricos 

humanos con IL-10 antes de la estimulación con lEN-? se inhibió la inducción de 

ICAM-1 y de la quimiocina IP-10, mientras que no hubo inhibición de IRF-1 mediada 

por IFN-y. Ambos efectos ocurrieron por medio de la inhibición de la fosforUación de 

Stati así como también debido a la inducción de la expresión de SOCS-3 (76). 

Finalmente, mientras que el mecanismo de señalización de IFN-t se debe a su 

interacción con receptores de alta afinidad, el IFN-y también puede unirse con menor 
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afinidad a proteoglicanos de condroitín sulfato en general y de manera específica con 

CD44 en células de músculo liso de tejidos vasculares humanos (77-78). 

1.4.3 Efectos de IFN-y en el tránsito de lípidos y colesterol 

Se conocen alrededor de 500 genes que son regulados por IFN-7, tanto por 

vías dependientes de Stati como por vías independientes del mismo (46). El espectro 

de genes relevantes en la homeostasis de lípidos que se regulan por IFN-y , ya sea 

aumentando o disminuyendo su expresión, incluye genes de marcadores y receptores 

de superficie celular, proteasas, proteínas de la matriz extracelular, mediadores 

secretados, lipasas y oxidasas, así como también enzimas intracelulares y factores de 

transcripción. Estos cambios en la expresión de genes pueden ser considerados en 

dos clases funcionales: aquellos asociados con efectos directos sobre el colesterol o 

el tránsito de lípidos en la lesión ateroesclerótica y aquellos cambios genéticos 

asociados en dirección al proceso inflamatorio. Debe considerarse que esta 

clasificación es artificial y que no existe el límite entre una y otra función genética, ya 

que un mismo gene puede participar en ambos grupos, como es el caso de los 

receptores recolectores que además de desempeñar el papel de ingesta de LDL 

modificados (directamente en la homeostasis de lípidos), también son receptores para 

otros ligandos como células apoptóticas, como el receptor basurero para 

fosfatidilserina y ox-LDL (SR-PSOX) que también funciona como una quimiocina (79). 

Detallando acerca de los genes involucrados en el equilibrio de lípidos, existen 

estudios in vitro que muestran la regulación a la baja de receptores recolectores, entre 

Ur-



ellos SR-A y CD36 en macrófagos tratados con IFN-y (80-82). Dado que el colesterol 

exógeno no disminuye la expresión de estos receptores, se sugiere que el IFN-y 

debería reducir la formación de células espumosas mediante una reducción de la 

expresión de los receptores recolectores resultando así en una disminución también 

en el número de células espumosas en el interior de la placa arteroesclerótica. Esto 

permite plantear la posibilidad de que, mediante la modulación de los receptores 

recolectores, el IFN-y pueda incrementar el número de células espumosas derivadas 

de células de músculo liso a expensas de las derivadas de macrófagos. En contraste 

con Fa regulación a la baja de los receptores recolectores SR-A y CD36, se ha 

reportado un sitio en el promotor de SR-A potencialmente activado vía lEN-y, siendo 

detectado el aumento en la expresión de este receptor en monocitos humanos y 

cultivos de SMC vascular (81 ,83). Por lo tanto, es posible que IFN-y pueda, en base a 

la modulación de receptores recolectores, incrementar la cantidad de células 

espumosas provenientes de SMC a expensas de aquellas células espumosas 

derivadas de macrófagos. 

En contraste con la expresión de SR-A, IFN-y incrementa la expresión de SR-PSOX 

en monocitos humanos y en células THP-1, tanto a nivel de proteína como a nivel de 

RNA mensajero (79). 

Se ha demostrado en estudios  in vitro que IFN-y también tiene un efecto de regulación 

a la baja sobre otros receptores lipoproteicos del macrófago, entre ellos se encuentra 

la proteína relacionada con el receptor [DL (LRP), y el propio receptor de VI-DL junto 

con el receptor de lipoproteína a y apoproteína a (Lpa(a)fapo(a)) (84-86). También se 

ha reportado que el IFN-y causa una disminución en la expresión de ABCA1 en 

macrófagos de ratón y de células espumosas derivadas de macrófagos que 
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corresponde a una disminución de la salida de colesterol de las células (87). Por lo 

tanto, parece ser que el lFN-y tiene un efecto de regulación negativa en el número de 

receptores involucrados en el tráfico de colesterol en la célula espumosa, aunque los 

resultados sean distintos cuando se evalúan estos mismos receptores en células 

vasculares de músculo liso. 

lFN-y causa también una disminución de la síntesis de la liproteína ¡¡pasa, de apoE 

(88-89), de la síntesis de colesterol 27-hidroxilasa en macrófagos y en células 

endoteliales de la aorta en humanos (90-91), pero causa un aumento de la síntesis de 

acil-CoA:co ¡este rol-O-aciltransferasa (ACAT) (82) y de la secreción de la fosfolipasa 

secretora del grupo HA (s-PLA2) en el macrófago y en cultivos de células de músculo 

liso de arteria humana (92). La disminución de la síntesis y secreción de la 

lipoproteína lipasa y de la apoE podría resultar en una disminución en la remoción de 

[DL y de VI-DI- de la circulación o de la lesión, mientras que un aumento en la 

secreción de s-PLA2 podría contribuir en un aumento en la modificación de LDL y que 

el receptor de LDL no actúe como eliminador de estas partículas y en su lugar lo 

hagan los receptores basureros. La disminución de la síntesis de 27-hidroxilasa 

podría reducir la eliminación del colesterol de las células espumosas, ya que la 

hidroxilación de la molécula es el primer paso en el metabolismo del colesterol 

extrahepático (91). Finalmente, se podría esperar que aumentos de la actividad y 

expresión de ACAT estimulados por IFN-y en macrófagos estimulara la acumulación 

de colesterol al aumentar la cantidad de éster de colesterol en la célula espumosa 

derivada del macrófago. 

En cuanto al efecto de IFN--y en los cambios en la expresión de genes asociados con 

inflamación, esta citocina parece tener una actividad más consistente en la respuesta 
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inflamatoria, particularmente en la regulación a la alta de receptores de membrana y 

productos secretados asociados con ella. 

La expresión de lFN-y en la lesión ateroesclerótica parece dirigir la inmunidad 

adaptativa por medio del incremento en la expresión de los antígenos clases 1  y II, así 

como de los componentes necesarios para la presentación del antígeno dependiente 

de las células clásicas presentadoras, como son los monocitos-macrófagos y las 

células dendríticas, así como también de células que no pertenecen al grupo clásico 

de presentadoras de antígeno, como lo son las células endoteliales y las células de 

SMC vasculares (93-94). 

Además de los efectos que provoca en la presentación de antígeno, IFN1' también 

incrementa diferentes componentes de esta misma ruta. La catepsina S, el
. 

transportador asociado con el procesamiento del antígeno (TAP) y la proteína de la 

molécula de la subunidad proteosómica de bajo peso molecular (LMP) (95) son 

algunos ejemplos de la manera en que IFN-y contribuye a la progresión de
u 

ateroesclerosis por medio del reconocimiento de autoantígenos, como ocurre cuando 

las células T de la placa en humanos reconocen a los LDL oxidados como un 

autoantígeno, siendo también reportados en pacientes ateroescleróticos anticuerpos 

contra estos LDL oxidados (96-97). En relación a las células endoteliales, IFN-y puede 

ser considerado como promovedor de cambios pro-inflamatorios de las células 

endoteliales, en estas células IFN-y también induce en forma dependiente de Stati a 

TAP-1 y IRFI y a la clase de antígenos del complejo mayor de histocompatibilidad 

(98) 

Los cambios endoteliales inducidos por lFNj' originan la infiltración de células 

mononucleares a través de la capa endotelial por medio de la inducción de moléculas



de adhesión celular tales como 10AM y VCAM-1. En hallazgos interesantes, se ha 

reportado que IFNj' inhibe la inducción de selectinas E y P, que podría tener impacto 

en el reclutamiento de neutrófilos, así como la inhibición también de molécula de 

adhesión plaquetaria de células endoteliales 1(PECAM-1) (99-100). IFN-y regula a la 

alta quimiocinas como proteína inducible 10 (IP-10), monocina inducible por lEN-y 

(MIG) y quimioatrayente de células T inducido por IFN-y (1-TAC). Cuando alguna de 

estas tres últimas quimiocinas se une al receptor CXCR3 de las células T en la lesión 

ateroesclerótica, provoca una mayor acumulación de células Thl en la lesión (101). 

Se suman a la secreción de las de quimiocinas el aumento de expresión que TEN-y 

promueve en células endoteliales del receptor CD40 y su ligando, así como también 

en células de músculo liso y macrófagos, proporciona comprensión adicional del 

mecanismo por medio del cual IFN-y exacerba una respuesta inflamatoria (102). 

1.5 ABCA1 

El transportador 1 con casete de unión al ATP (ABCA1) pertenece a una gran familia 

de proteínas integrales de membrana conocidas como casete unido a ATP (ABCA1). 

Esta familia está altamente conservada, y está presente en eucariotes y procariotes. 

La función de estas proteínas es fundamental en el transporte de membrana 

translocando una gran variedad de substratos fuera y dentro de la célula, así como 

entre diferentes compartimentos celulares, dentro de estos substratos se encuentran 

aminoácidos, lípidos, lipopolisacáridos, iones, péptidos, sacáridos, metales, drogas y 

proteínas. Estas proteínas utilizan la energía derivada de la hidrólisis del ATP para 
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transportar substratos a través de la membrana en contra del gradiente de 

concentración. Se ha estimado que la hidrólisis de dos moléculas de ATP resulta en el 

transporte de una molécula de substrato (103). 

1.5.1 Estructura 

ABCA1 es una proteína integral de membrana celular formada por 2261 

aminoácidos (104,105). La proteína ABCA1 está formada por dos secciones de 

estructura similar, que se encuentran unidas covalentemente (figura 2). En cada una 

de estas secciones se encuentran dos dominios de unión al nucleótido (unión al ATP) 

(NBD) formados por dos motivos peptídicos que se encuentran en muchas proteínas 

que utilizan ATP, estos dominios se nombran Waiker A y Waiker B (NBDI y NBD2), 

además de estar formado cada uno también por seis hélices transmembranales. En la 

parte central de la proteína se encuentran los dominios reguladores (RD), los cuales 

son segmentos altamente hidrofóbicos que se cree son los que interactúan 

directamente con la membrana plasmática. Se cree que la región amino-terminal (N-

terminal) de la proteína presenta dos grandes hélices extracelulares altamente 

glicosiladas y unidas por enlaces de cisteína, además de estar orientada hacia el 

citoplasma (106-107). Se ha comprobado que el extremo carboxilo (C-terminal) de la 

proteína se encuentra ubicado en el citoplasma donde interactúa con proteínas (108). 

Estudios realizados por Fitzgerald y colaboradores (109), han demostrado que el 

motivo VFVNFA localizado en el carboxilo terminal es esencial para que la proteína 

cumpla con la función de salida de colesterol de la célula.
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La especificidad del substrato para cada transportador está determinada por la 

secuencia de aminoácidos en el dominio membrana¡ (TMD); como resultado, existen 

pequeñas similitudes entre los dominios transmembranales de los transportadores 

ABCA (110). 

En el humano el gen de ABCA1 está localizado en el cromosoma 9 (9q31) y consta 

de 147.5 kb de longitud, mientras que en el ratón está localizado en el cromosoma 

4A5-B3 y consta de 123 kb de longitud. Ambas especies comparten el mismo número 

de exones e intrones siendo 50 y 49 respectivamente, y el marco abierto de lectura 

consiste de 6783 pares de bases (pb). El tamaño de los intrones varía entre 111 pb a 

16 kb para el ratón y de 111 pb a 24 kb para el humano. ABCAI es altamente 

conservado, siendo 95.2% idéntico en estas dos especies (111). Se ha secuenciado 

el gen ABCA1 humano encontrándose 1 153 pb en el promotor, 14 6581 pb de las 

secuencias que codifican además de los intrones y 1 kb de la región terminal 3'. La 

región codificadora en ambas especies inicia en parte del exón 2 y termina en el exón 

49 (112). Cuando se ha estudiado el promotor, se han identificado múltiples motivos 

altamente conservados entre estas dos especies, que podrían ser sitios de unión 

potenciales para factores de transcripción como Stat, c-myb, GATA, SP1, Zinc Finger 

202 (ZNF202), NFKB, proteína reguladora de la union a esteroles (SREB) y proteínas 

activadoras AP-1, 2 y 4 (113). En esta misma región promotora, en el exón 1 del 

extremo 5', se han detectado secuencias de elementos DR4, que responden a 

esteroles (114). 

Los exones 49 y 50 se han secuenciado y se ha encontrado que codifican 127 

aminoácidos (aa 2135-2261) en el carboxilo terminal que, como se indicó 
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anteriormente, parte de ella se encuentra localizada en el citoplasma y que interactúa 

con proteínas participando en procesos intracelulares (108). 

Generalmente ABCA1 es expresado en tejidos involucrados en transporte y utilización 

de colesterol, en células inflamatorias incluyendo al macrófago, células T y células B. 

Los órganos donde ABCAI está altamente expresado en el humano y en el ratón son: 

placenta, hígado, pulmones, glándulas adrenales, tejido fetal, corazón, bazo, intestino 

delgado y cerebro; la alta expresión de  ABCAI en estos tejidos es debida a los 

macrófagos residentes. El RNAm de ABCAI es detectado en macrófagos convertidos 

en células espumosas, en lesiónes ateroescleróticas tempranas (115). La distribución 

celular de ABCA1 ha sido reportada en la membrana plasmática y en compartimentos 

intracelulares, en donde es transportado mediante endosomas tempranos (116). 

Aunque ABCA1 ha sido reportado como mediador del transporte de diversos tipos de 

proteínas, tales como promotor de la secreción de a-tocoferol, apo E, e interleucina 

1 í3 (117-118), el papel más importante es el de mediar el transporte de colesterol y 

fosfolípidos a través de la membrana por medio de apolipoproteínas pobres en 

lípidos, específicamente apoA-l. Se han identificado varias mutaciones en el gen 

ABCAI que son responsables de la enfermedad de Tangier (TD). Esta mutación 

puede presentarse en individuos homocigotos o heterocigotos, siendo más severa en 

los primeros. Las personas que padecen esta enfermedad presentan desde niveles 

bajos de HDL (40-45%) hasta niveles no detectables de la lipoproteína, acumulación 

de células espumosas y la predisposición a enfermedades cardiovasculares (112-

119).
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Figura 2. Modelo topológico de ABCA1. Las letras Y indican posibles sitios de 
glicosilación, S-S indica un posible enlace disulfuro. NBD-1 y NBD-2 indican los 
posibles dominios de unión al nucleótido que contiene las secuencias altamente 
conservadas Waiker A y Walker B (Oram y cols, 2003).
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1.5.2 Mecanismo de salida de colesterol mediado por ABCA1 

Por medio de estudios realizados en microscopia electrónica y cristalografía de 

rayos-X de otros transportadores ABC, se han generado modelos que pueden ser 

aplicables a ABCA1 (120), siendo la proteína de resistencia a multidrogas (MDR) ya 

caracterizada y, dada su homología con ABCA1, es la que se ha tomado como 

prototipo para explicar el mecanismo de transporte sugerido para ABCA1. Este 

modelo propone que las dos porciones simétricas transmembranales se juntan para 

formar una cámara que detecta los substratos de la cara interna de la membrana, los 

incorpora dentro de la cámara y los transioca hacia la cara externa para que la célula 

los pueda eliminar. Este mecanismo involucra una serie de cambios conformacionales 

en la proteína ABC, que probablemente están dirigidos por su dominio NBD (121). 

Trabajos recientes sugieren que el exceso de colesterol, junto con los fosfolípidos, se 

acumula en los dominios de la cara citosólica de la membrana o de las vesículas 

membranales intracelulares. Este colesterol no es accesible a las apolipoproteinas y, 

por eso, debe ser translocado a la superficie celular o dentro de la luz vesicular para 

poder ser removido (122). 

Estudios realizados en transportadores de lípidos ABC en bacterias (MsbA) sugieren 

que la cámara transmembrana es inicialmente abierta en la parte intracelular (fondo), 

entonces los lípidos en la cara interna de la membrana son lateralmente 

transportados dentro de la cámara por medio de un proceso que es facilitado por 

sitios de alta afinidad de unión a fosfolípidos. Este reconocimiento de fosfolípidos 

induce la unión de ATP a los NBDs, los cuales promueven su dimerización y cierran 

así la cámara. Esta interacción de los grupos polares con los aminoácidos provoca la 

translocación de los lípidos atrapados en la luz hacia la cara externa de la membrana. 
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En este proceso la hidrólisis de ATP por los NBDs forma una unión de ADP 

intermedia que cambia la conformación de los dominios transmembranales 

provocando la apertura de la cámara en la cara externa de la membrana, seguido de 

una reducción en la afinidad por los fosfolípidos unidos. Los lípidos son, entonces, 

lanzados de la cámara hacia los dominios ricos en colesterol de la superfice celular, 

donde son unidos y solubilizados por apolipoproteínas para formar partículas 

nacientes de HDL. La estructura de la cámara de ABCA1 revierte su conformación 

para la siguiente entrada de substrato después de la disociación del ADP de los NBDs 

(120). 

En estudios se ha mostrado que ABCA1 forma oligómeros en las membranas 

plasmática e intracelular y que el homotetrámero es la unidad de mayor funcionalidad 

(123). También se ha postulado que la interacción de apolipoproteínas con cada una 

de estas unidades pueden ser las responsables de la generacion de partículas de 

HDL nacientes conteniendo 4 ó más moléculas de apolipoproteína por partícula. La 

unión de apolipoproteínas con ABCA1 no parece ser requerida para su 

oligomerización. La estructura oligomérica funcional de ABCA1 es consistente con la 

observada para otros transportadores ABC (124). 

1.5.3 Regulacion del gen ABCAI 

La transcripción y expresión del gen ABCA1 en la superficie celular es 

controlada finamente y está marcadamente inducida en macrófagos con alto 

contenido de colesterol. Esta inducción ocurre exclusivamente a través del receptor 

nuclear receptor X de hígado  (liver X receptor) (LXR) y del receptor X retinoide 

(retinoic X receptor) (RXR), y es revertida cuando las células agotan su colesterol por 
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medio de la incubación con HDL. Los receptores nucleares son factores de 

transcripción intracelulares que cuando son activados por medio de la unión de 

pequeños ligandos hidrofóbicos encienden genes blanco, entre estos ligandos se 

incluyen metabolitos generados por la misma célula. El LXR solamente estimula 

promotores cuando se encuentra en forma de heterodímero con RXR. Los 

oxiesteroles, tales como 1 4-epoxicolesterol y 22-hidrocolesterol son ligandos 

fisiológicos para LXR. Ellos permiten al heterodímero LXR-RXR el reconocimiento del 

motivo en el promotor de ABCA1 para aumentar su expresión (125-126). Este motivo 

está constituido por dos secuencias repetidas de 6 nucleótidos y espaciadas una de 

otra por 4 nucleótidos conocidos como DR4, encontrándose estas repeticiones en una 

región cercana al promotor de gen ABCA1 (127). El LXR y el RXR son activados 

mediante la unión con oxiesteroles y ácido retinoico, respectivamente; la 

transcripción, resultado de esta activación, comienza con la unión de cualquiera de 

uno o ambos ligandos. Las células tratadas con oxiesteroles o con 9-cis ácido 

retinoico expresan ABCAI, pero la combinación de ellas tiene un efecto sinérgico en 

la expresión de este gen. El promotor del gen LXR en macrófagos humanos presenta 

un elemento de respuesta a LXR, indicando que  LXR puede regular su propia 

expresión. El colesterol debe convertirse en oxiesterol antes de activar la expresión 

de ABCAI, actuando este oxiesterol como segundo mensajero en la señalización de 

la acumulación del exceso de colesterol en la membrana. Muchos de estos 

oxiesteroles son generados por enzimas del citocromo P450 que se ubican en el 

hígado y que tienen un papel importante en la síntesis de la bilis. Además de los 

esteroles, los metabolitos de lípidos pueden modular la expresión de ABCAI por 

medio del sistema LXR. Los ácidos grasos poliinsaturados actúan como antagonistas 

27



de la unión de los oxiesteroles a los elementos de respuesta del gen  LXR, 

interfiriendo en la inducción de ABCA1 mediada por oxiesteroles (128). 

Además de la regulación de esteroles en la expresión génica de  ABCA1, otros 

metabolitos, como AMPc y agonistas del receptor nuclear de proliferación del 

peroxisoma (PPAR), también modulan este proceso. Células RAW264 tratadas con 8-

Br-AMPc presentaron también un incremento paralelo del RNAm y de la proteína de 

ABCA1, así como también la unión de ABCA1 con apo-Al y la salida de colesterol 

mediada por apo-Al. Estos efectos reflejan un aumento en la transcripción de RNAm, 

más que estabilización del mensajero de  ABCAI (129). Sin embargo no se ha 

identificado el motivo regulador en el promotor del humano. 

En macrófagos normales, los agonistas de PPARc y PPARI3 incrementan la expresión 

de RNAm de ABCA1 y la salida de colesterol es realizada por medio de apo-Al; sin 

embargo este mecanismo no se observa en pacientes con la enfermedad de Tangier. 

Estos agonistas también inducen la expresión de RNAm de LXR, y como el promotor 

de ABCAI carece de elementos de respuesta a PPAR, parece que los agonistas de 

PIPAR regulan a la alta la transcripción de ABCA1 indirectamente, por medio de la 

activación de la ruta de LXRa (130). 

Recientemente se ha identificado entre el exón 1  y el 2 del gen de ABCAI un 

segundo sitio de inicio de la transcripción, con un promotor que contiene sus propios 

elementos reguladores (131). Quizá en el futuro se pueda manipular este promotor, 

influyendo así en la expresión de  ABCA1.

28



También existen mecanismos transcripcionales regulatorios, que pueden determinar 

la actividad funcional de ABCA1. En los diferentes tejidos existe una considerable 

discrepancia entre el RNAm y los niveles de proteínas de ABCAI (132). 

Existen mecanismos de estabilidad de la proteína ABCA1 como el conferido por 

apoA-1, la cual la protege de la degradación proteolítica, así también como la mediada 

por diferentes metabolitos y el sistema de calpaina (133-134). 

Existe un mecanismo de regulación de RNAm y proteína de ABCA1 relacionado con 

mediadores del proceso inflamatorio. Se ha reportado la regulación a la alta del 

mensajero y la proteína, mediada por el factor de crecimiento transformante í 3 (TGFF3) 

(35), a diferencia de la regulación a la baja dependiente de lipopolisacárido (LPS) 

(135) y de IFN-'y. Experimentos realizados en macrófagos peritoneales de ratón y 

células espumosas activados con lFN-y, han reportado una regulación a la baja en la 

expresión del RNlAm de ABCA1, que fue acompañada también de reducción en la 

salida de lípidos mediada por apoA-l. En este estudio se observó también reducción 

en la proteína (87). Este último mecanismo de regulación de la expresión de  ABCAI 

es el motivo principal de estudio de esta tesis.
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2.0 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

En macrófagos existe un gran número de genes regulados por lEN-y; esta 

regulación es dependiente del tiempo de incubación, así como de la dosis utilizada. 

En estudios realizados con microarreglos se demostró que del 80% de los genes que 

presentaron cambios en su expresión, este cambio fue a la baja, a diferencia del 20% 

restante en que su cambio de expresión se manifestó a la alta (Alfaro, datos no 

publicados). 

Estos genes que presentaron cambios en su expresión genética se pueden dividir en 

dos grupos dependiendo de la función desempeñada en el proceso ateroesclerótico: 

Aquellos genes cuya función está asociada directamente con el proceso inflamatorio y 

no asociada con lípidos, y los genes que tienen una función directa en el tránsito de 

colesterol o lípidos en la lesión ateroesclerótica. El gen ABCAI forma parte de éste 

último grupo, el cual codifica una proteína que regula la salida de lípidos de los 

macrófagos hacía las HDL, para su transporte hacia el hígado y su posterior 

excreción en forma de bilis, en un proceso llamado transporte reverso de colesterol. 

En trabajos previos se ha demostrado que ABCAI es regulado a la baja en 

macrófagos de ratón activados con IFN-y (87), y en estudios posteriores en 

macrófagos de ratones Stati knockout, se encontró que esta disminución en la 

expresión de ABCA1 ocurre a través de la vía de señalización Jak-Stat (136). La 

regulación de ABCAI mediada por IFN-y requiere de estudios más profundos para 

comprender el mecanismo por medio del cual este proceso se lleva a cabo y en un 

futuro poder manipularlo en pro de la disminución de la lesión ateroesclerótica o para 

evitarla en su fase inicial.
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Este estudio tuvo como objetivo la determinación del mecanismo involucrado en la 

regulación a la baja del gen ABCA1 mediada por lEN-y, para lo cual los experimentos 

se dividieron en dos grupos: estudios relacionados con la expresión del gen y 

estudios en dirección a la expresión de la proteína. Al inicio del proyecto, se 

plantearon una serie de interrogantes, que al darles respuesta nos conduciría a 

alcanzar nuestro objetivo. Este orden fue o no modificado dependiendo de los 

resultados de cada experimento. Iniciamos los estudios de la expresión del gen con 

una cinética de expresión para determinar si ABCA1 es un gen de respuesta 

temprana o tardía, así como para conocer los tiempos óptimos en los cuales se 

realizarían los siguientes experimentos.
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cIsZs1!L*IkTk. 

Definir el mecanismo de regulación a la baja del gen ABCA1 mediado por lEN-y. 

Determinar la cinética de la regulación a la baja del gen ABCA1. 

Definir si la regulación a la baja de gen ABCA1 mediada por IFN-y es un proceso 

transcripcional o post-transcripcional. 

Determinar si la proteína de ABCA1 está regulada a la baja mediante cinéticas 

similares.
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4.0 HIPOTESIS 

La regulación a Ja baja de ABCA1 mediada por IFN-y es a través de la combinación 

de ambos mecanismos; transcripcionales y post-transcripcionales.

33



5.0 MATERIAL Y MÉTODOS 

La mayoría de los compuestos y reactivos utilizados fueron de Invitrogen (Life 

Technologies CA, USA), el resto es especificado cuando es mencionado. 

Cultivos Celulares: 

Para todos los experimentos realizados durante el desarrollo de esta investigación se 

usaron ratones BALB/c (Taconic Germantown, NY) hembras de 45 días de edad, 

alimentados con alimento estándar (Purina) y agua ácida ad libitum. Los ratones 

estuvieron mantenidos en cajas con filtro en una habitación con luz y temperatura 

controladas. 

Para obtener los macrófagos, los ratones fueron inyectados intraperitonealmente con 

2 ml de medio de tioglicolato (Sigma-Aldrich St. Louis MO, USA) para promover la 

diferenciación y movilización de los macrófagos hacia el peritoneo. Los ratones fueron 

sacrificados a las 72 horas post-inyección con bióxido de carbono y los macrófagos se 

obtuvieron por medio de lavado peritoneal con 10 ml de medio de cultivo RPMI 1640 

(Gibco BRL. NY) suplementado con 2% de suero fetal bovino (Hyclone lab), Logan, 

UT). 

La cuenta celular se realizó por medio de una cámara de NJeubawer 11400 mm 2 y 

111OOmm de profundidad (Hausser & Son. Phil.). Una vez contados los macrófagos se 

sembraron en placas de 6 o 24 celdas o en frascos de cultivo con ventilación en la 

tapa de 75 o 150 cm 2. La densidad por frasco o placa fue dependiente del 

experimento a realizar. Antes de los tratamientos los macrófagos se incubaron por 24 

h. a 37 3C en una atmósfera con 5% de 00 2 para permitir su adherencia.
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Los cultivos celulares siempre se incubaron con IFN-7 (Biosource International CA) a 

una concentración de 10 ngfml. 

En los experimentos realizados en macrófagos convertidos a células espumosas, se 

siguió el mismo protocolo, que consistió en incubar los macrófagos con LDL 

acetilados a una concentración de 25 pg/ml en medio de cultivo RPMI 1640  y se 

incubaron por 48 horas, tiempo en el cual se verificó la transformación por 

microscopía. 

5.1 Estudios basados en RNA 

5. 1.1 Cinética de ABCAI 

Para el estudio de la cinética de expresión del gen ABCA1, se sembraron los 

macrófagos en placas de 6 celdas, a una densidad de 2X10 6 células por celda. Las 

células se incubaron con IFN-'y en los tiempos 0, 1, 3, 6, 24  y 48 h. a 37 00 al término 

de cada incubación las células se usaron con el estuche RNeasy (Qiagen, CA) para 

aislar RNA total. A continuación se eliminaron los restos de DNA que pudieron haber 

permanecido en la muestra usando el estuche DNA-free (Ambion TX). Se sintetizó a 

partir del RNA total el DNA complementario (cDNA) usando el estuche  First Strand 

Synthesis System for RT-PCR. Este cDNA se utilizó para la identificación y 

cuantificación de la secuencia correspondiente al gen  ABCAI. La detección y 

cuantificación se realizó por medio del procedimiento tiempo real transcripción reversa 

cuantitativa de reacción en cadena de la polimerasa (Taqman RT-PCR). Este método 
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permite cuantificar en tiempo real los productos de la POR por medio de la medición 

de la fluorescencia emitida por una sonda específica de transgén marcada con un 

fluorocromo no radioactivo. Para llevar a cabo la reacción se utilizó la reacción de 

TaqMan Universa! Master Mix y el RNA ribosomal (RNAr) 18S como control 

endógeno. Los cebadores ABCA1 F (ggtttggagatggttatacaatagttgt), ABCA1 R 

(ttcccggaaacgcaagtc) y la sonda (6 FAM cgaatagcaggctccaaccctgacc TAMRA) fueron 

diseñados mediante el uso del programa Primer Express Software de la compañía 

Applied Biosystemss (Foster city, CA) y construidos por Operon Biotechnologies 

(Hunstville, AL. La señal fluorescente fue monitoreada por el instrumento detector de 

secuencias Prisma modelo 7700 (PE Applied Biosystems Foster City, CA). Para el 

análisis de datos se utilizó el programa detector de secuencias SDS2. (Applied 

Biosystems Foster city, CA). De cada muestra se generó un esquema de 

amplificación y se calculó el valor del ciclo de umbral (Ct) como el número de ciclo al 

cual la emisión fluorescente del reportero es mayor que la emisión del nivel del umbral 

y es desplegada en una gráfica como el punto de intersección de la curva de 

amplificación con el umbral. El valor Ct es inversamente correlacionado con el nivel 

del RNA blanco y es automáticamente calculado por el programa SDS. Se graficó una 

curva estándar usando cantidades definidas de RNA de preparaciones control. Los 

datos de ABCAI fueron expresados como la proporción de la cantidad del mensajero 

de ABCAI contra la cantidad de RNA del mensajero del RNAr 18S, basados en sus 

respectivos valores Ct. 

Para confirmar mediante otro método los resultados obtenidos en la cinética, se 

hicieron transferencias Northern. Para ello se sembraron macrófagos en frascos de 

cultivo de 150 cm2 a una densidad de 2.6 X 106 células/frasco con medio de cultivo



RPMI1640 (2% FBS). Los frascos fueron tratados con lEN-y, a los tiempos 0, 1  y 3 

horas. Posteriormente se aisló RNAm con el estuche FastTrack 2.0. Inmediatamente 

se separó lp.g de RNAm por medio de un gel al 1.2% de agarosa-formaldehído y se 

transfirió a una membrana de nylon Nytran, usando el sistema semiseco (Turboblotter 

Schleicher & Schuell Inc.). Terminada la transferencia, la membrana fue fijada con luz 

ultravioleta reticulada (crosslinked) (Strategene) y posteriormente hibridada con la 

sonda marcada. Esta sonda fue marcada con [a- 32 P]dATP (ICN Biomedical, lrvine, 

CA.) usando para ello el estuche Random Primers DNA labeling System. La 

membrana fue pre e hibridada con amortiguador para hibridización (0.75 M NaCI, 

0.1M Na 2 HPO4 , 0.1M Na H 2 PO4 , 0.1% Na4 P207 .10H 20, 0.151VI Tris-HCL pH 7.5, 5x 

solución Denhardt, 2% SDS, 100 mg/ml DNA fragmentado de esperma de salmón, 

50% formamida) a 42 °C durante toda la noche. Al término de la hibridación las 

membranas se lavaron en solución de 1xSSC y SDS al 1% a 42 °C. Posteriormente 

se expusieron en una pantalla para fósforo (Phosphoscreen Molecular Dynamycs, Inc. 

Sunnyvale, CA) y se cuantificó por medio de un analizador de fósforo y el programa 

Imagen Quant 5.2 (Molecular Dynamycs, Inc. Sunnyvale, CA). La normalización fue 

realizada como la proporción del valor de la señal de ABCA1 contra el valor de la 

señal de S29. Los cebadores diseñados de ABCA1 y S29 para las sondas fueron: 

sentido
57GGCCAGTCTGTGTMCGGATCAA3'	y
antisentido 

5'GATGCGGGACACTGCCTGGTAGAT3'. Sentido 57CTGAAGGCAAGATGGGTCACCA3' y 

antisentido 5'TTTGTGTACAAAGACTAGCATGAT3' respectivamente, los cuales fueron 

utilizados en el estuche Advantage DNA polymerase y purificados por medio de la 

columna de cromatografía CHROMA SPIN-200 DEPC-1-1 20 (Clontech), Palo Alto, CA) 

antes del proceso de hibridación.
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5.1.2 Estabilidad del RNAm del gen ABCAI 

Para llevar a cabo este experimento se sembraron macrófagos en placas de 6 

celdas a una densidad de 2X10 6 células por celda. Los macrófagos fueron tratados 

con 5.tg/ml de actinomicina D, seguido de la activación o no con IFN-y durante 0, 1 3, 

6, 24 y 48 horas. 

El aislamiento de RNA y la cuantificación del mensajero se realizó por medio de POR 

cuantitativo en tiempo real de la manera anteriormente descrita. 

5.1.3 Participación de síntesis de proteína de novo en la regulación a la baja de 

AB CA 1. 

Antes de ejecutar el experimento se hizo un ensayo con diferentes 

concentraciones de cicloheximida (Sigma-Aldrich St. Louis MO, USA) para tener la 

certeza de inhibir la síntesis de proteína. Este ensayo consistió en medir la 

incorporación de leucina marcada (3H-leucine (lmCifml) (Sigma-Aldrich St. Louis MO, 

USA) en macrófagos incubados en un medio carente de este aminoácido. Las células 

se usaron y se precipitaron las proteínas con ácido tricloracético en un microdisco de 

fibra de vidrio (Millipore Billerica, MA) y se les midió la radioactividad por medio de un 

contador de centelleo (Beckman Coulter, Fullerton CA). El resultado obtenido fue que 
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con una concentración de 5tM de cicloheximida se inhibió el 95% de la síntesis 

proteica. 

Conociendo la concentración adecuada, los macrófagos fueron sembrados en placas 

de 6 celdas a una densidad de 2X106 células/celda. La celdas se trataron con 

cicloheximida (5j.tM) o dimetil sulfáxido (DIVISO) para el control (Sigma-Aldrich St. 

Louis MO, USA), seguidos de la activación con FN-y e incubados por O  y 3 horas. El 

aislamiento de RNA total y la cuantificación del mensajero por medio de PCR 

cuantitativo en tiempo real, fue realizado de la manera anteriormente descrita.

r

u 

O 

51.4 Ensayo de transcripción iniciada (nuclear ron on transcription assay). 

Se uso este procedimiento para conocer con precisión si la regulación a la baja 

del gen ABCAI mediada por IFN-y es un proceso transcripcional o post- 

transcripcional. Los macrófagos se cultivaron en frascos de 150 cm 2 con tapa 

ventilada a una densidad de 10 células por frasco. Las células se incubaron con IFN-

' durante 3 y 6 horas. Terminada esta incubación, las células se enjuagaron dos 

veces y se suspendieron en PBS frío y se procedió al aislamiento del núcleo 

centrifugando la suspensión para obtener un botón a 1500 rpm (JOUAN GR 412, 

France) por 10 minutos a 4°C. El botón se resuspendió y centrifugó nuevamente bajo 

las mismas condiciones. Inmediatamente después el botón se resuspendió en 5 ml de 

amortiguador de lisis NP-40 (10 mM Tris Hcl pH 7.5, 10 mM Na CI, 3mM MgCl 2 1 % 
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NP 40), y se incubó en hielo durante 10 minutos para centrifugarse nuevamente a 

1500 rpm por 10 minutos a 4°C. Se verificó por microscopia la integridad de Tos 

núcleos (sin rompimiento). Posteriormente se llevó a cabo la reacción de transcripción 

iniciada, incubando 5X10 7 núcleos en 300 pd de 2X mezcla de transcripción 

conteniendo 180 mM KCI, 50 mM DTT, 20 mM Tris, 10  MM MgCl2 , 30 pil de 1OX 

nucleotide mix (10 mM dATP, 10 mM dCTP, 10 mM dGTP)  y 500 pCi a 32 UTP a 37°C 

por 10 minutos. Los núcleos se usaron con 1.5 mi de 6M de cloruro de guanidina y se 

fragmentó el DNA pasando varias veces la muestra a través de una jeringa con aguja 

del número 19. A continuación se extrajo el RNA con fenol: cloroformo: alcohol 

isoamílico (25:24:1) seguido de centrifugación por 30 minutos a 12000 rpm (JA-21 

rotor Beckman Coulter, Fullerton CA) a 4°C, y se precipitó con 5 ml de etanol frío 

centrifugando la muestra en las mismas condiciones. El botón se resuspendió en 300 

tl de solución DNAasa conteniendo 50 mM NaCI, 10 MM, MgCl 2, 10 mM Tris pH 7.5, 

2 unidades/ml de DNAasa libre de RNAasas a 37 °C por 15 minutos. Se procedió 

nuevamente a la extracción y precipitación del RNA de la misma forma descrita 

anteriormente. 

Se resuspendió el botón en 300 pl delO mM tris y se le adicionó 1 ml de etanol frío 

para nuevamente precipitarlo con etanol por medio de centrifugación a 14000 rpm en 

una microfuga (Brinkmann lnstruments Westbury, NY) a 4°C por 20 mm. Se disolvió el 

botón en 250 .il de 20 mM HEPES, pH 7.5  y se procedió con la hidrólisis alcalina de 

los transcritos adicionando a la muestra 63 il de 1M NaOH e incubando en hielo por 

15 minutos. Terminada esta incubación se le agregó 125 Til de 1M HEPES libre de 

ácido, 50 Tu' de 3M NaOAc, y 1 ml de etanol seguido de centrifugación a 12000 rpm en 
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un rotor JA-21 a 4°C por 20 mm. para precipitar el ácido nucleíco. El botón fue 

resuspendido en 50 pi de ddH 20 para su posterior hibridización. 

La preparación de los filtros se hizo inmediatamente antes de la hibridación usando la 

técnica de siot biot, la cual consiste en fijar el DNA a una membrana por medio de 

presión negativa usando para ello el aparato  siot biot manifold (Schleicher and 

Shuell). Para ello se remojaron las membranas de nitrocelulosa (Hybond ECL 

Amershan Pharmacia Biotech, UK), previamente recortadas al tamaño del aparato, 

con 0.4 M de Tris, pH 7.0 por 30 minutos, y se colocaron entre las dos placas del 

aparato. Posteriormente 5 pg de DNA correspondiente a ABCA1, S29,  P actina y 

GAPDH se colocaron en cada una de las ranuras, haciendo dos grupos: uno para el 

control y otro para el tratamiento con IFN-y. Este DNA fue previamente suspendido en 

40 iii de 10 mM Tris pH 7.0, posteriormente se le agregó 4 pi de 3M NaOH y se 

incubó por 10 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se le agregó a la 

muestra el mismo volumen de 2M acetato de amonio, pH 7.0  y se vertió en cada una 

de las ranuras del aparato. Se aplicó vacío al aparato hasta que el líquido 

desapareció de las ranuras y finalmente se enjuagaron con unas gotas de acetato de 

amonio al 1 M. Se fijó el DNA a la membrana por medio de luz ultravioleta usando un 

Stratalinke (Strategene, Emeryville, CA). 

Previa a la hibridación, se le agregó a los RNA transcritos 100 pg/ml de fragmentos de 

DNA de esperma de salmón y se desnaturalizó calentando los ejemplares a 100°C 

por 2 minutos. Terminado lo anterior se agregaron a los frascos de hibridízación que 

previamente contenían 2 ml de amortiguador de hibridización (1% SDS, 25 mM 

fosfato de sodio, pH 7.0, 5X SSC, 0.1% pirofosfato de sodio, forrnamida al 50%  y 5X 

solución de Denhardt) y se incubaron a 42 0C por 48 horas. Terminado el tiempo de 
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hibridización las membranas se lavaron 3 veces por 45 minutos a 65  oc con la 

solución de SDS al 1% SDS y 2X SSC. Al término de los lavados, la membrana fue 

envuelta en plástico y expuesta en una pantalla para fósforo (phosphoscreen 

Molecular Dynamycs, Inc. Sunnyvale, CA) y cuantificada por medio de un analizador 

de fósforo usando el programa Imagen Quant 5.2 (Molecular Dynamycs , Inc. 

Sunnyvale, CA) y el instrumento Storm 860 (Molecular Dynamycs , Inc. Sunnyvale, 

CA). La normalización fue realizada como la proporción del valor de la señal de 

ABCA1 contra el valor de la señal de S29, 0 actina y GAPDH. 

Los cebadores para la identificación de los genes ABCA1, S29, 3 actina y GAPDH 

fueron diseñados con el programa VECTORNTI (NCBI) y sintetizados por Integrated 

DNA Technologies, Inc (IDT Coralville, lA) con las siguientes secuencias: ABCA1: F-

57GGCCAGTCTGTGTMCGGATCAA3, 

R-5'GATGTCTTGGGCAGTCCAATCTA-3' 

S29: F- GATGGGTCACCAGCAGCTCT-3' 

R-5'CCATTCAAGGTCGCTTAGTC3'. 

í3-actin: F-5'ATGGGTCAGAAGGACTCCTA-3' 

R-5'GTCTTGGCATAGAGGTCTTT-3'. 

GAPDH: F-5'ACAAAATGGTGAAGGTCGGT-3' 

R-57AGCCCAAGATGCCCTTCAG-3'. 

Estos oligor,ucleótidos inicialmente se utilizaron en el estuche  First Strand Synthesis 

System for RT-PCR (Invitrogen lite technologies CA) con la enzima Taq DNA 

polimerasa. Posterior a la amplificación se verificaron los fragmentos en un gel al 2% 

de agarosa, usando al mismo tiempo un marcador de peso molecular y también 

cuantificando cada uno de los fragmentos, usando para ello el marcador  High DNA 
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Mass Iadder (Invitrogen Life Technologies CA). Con la certeza del tamaño y la 

cantidad de cada uno de los fragmentos; éstos se purificaron usando el estuche 

QlAquick (Qiagen CA) y se mantuvieron a 20 °C hasta el momento de la hibridación. 

5.2 Estudios basados en proteínas 

5.2.1 Inmunotransferencia 

Para los estudios de cinética de la proteína ABCA1, se cultivaron los 

macrófagos en placas de 6 celdas a una densidad de 5 x 106 células/celda. 

La expresión de la proteína ABCA1 en macrófagos en estado basa¡ es muy pequeña, 

de tal manera que este experimento se realizó en macrófagos y en macrófagos 

convertidos en células espumosas para poder identificar las bandas con mayor 

facilidad. Terminado el periodo de incubación para permitir la adhesión celular, las 

células se activaron con lEN-y y se incubaron en los tiempos 0, 3,  y 6 horas. 

Terminado cada una de las incubaciones las células se lavaron con PBS y se lisaron 

con amortiguador de urea-SDS (5 ml de 1M Tris pH 7.8, 2g SDS, 10 ml glicerol, 446 

mg Na4 P207, 36 g urea, y 2 ml 0.5 M EDTA). El DNA se fragmentó y las proteínas se 

solubilizaron por medio de sonicación por 15 segundos a una fuerza de 15%. Las 

proteínas se separaron por medio de un gel de tris acetato al 3 - 8%. Posterior a la 

electroforesis las proteínas fueron transferidas e inmovilizadas en una membrana de 

nitrocelulosa (Hybond ECL, Amersham Pharmacia Biotech, UK) por medio del sistema 

semiseco usando un polyblot (Polyblot ABN, Ca.). La membrana se bloqueó con leche 

43



en polvo al 4.5% en PBS por una hora y al término se incubó durante la noche con 

anticuerpo de conejo purificado contra ABCA1 (1 378Glu-1 566Val) (35) y también con 

IgG policlonal de conejo Anti-I-Ieat Shock Prof em 70 (HSP70) (UPSTATE Lake Placid, 

NY) como control de cantidad de proteína en cada línea. Las bandas inmunopositivas 

fueron visualizadas usando el anticuerpo secundario conjugado de peroxidasa 

anticabra y anticonejo (Sigma-Aldrich St. Louis MO, USA) seguido del aumento de 

intensidad de quimioluminescencia usando como sustrato  Supersignaf West Femton 

(Pierce Chemical, Rockford, IL). Finalmente las membranas fueron expuestas a la 

película (Kodak Biomax- MS film) para detectar las bandas correspondientes a cada 

una de las proteínas. 

5.2.2 Cinética de expresión de la proteína Stati y Stati fosforilada 

Este experimento se realizó con los extractos nucleares y citosólicos de 

manera separada. Los macrófagos fueron cultivados en frascos de 75 cm 2 a una 

densidad de lOxiO 6 Los macrófagos fueron activados con IFNj' por 0, 5, 10, 15 y 45 

minutos. Posterior a la incubación se separaron los extractos nucleares y citosólicos 

siguiendo el método descrito por Waite K. et al, 2001 (137). Ya separados los 

extractos las proteínas se separaron en un gel de Bis-Tris al 4  -12% (NuPage) y se 

transfirieron siguiendo el mismo procedimiento anteriormente mencionado, Los 

anticuerpos usados fueron anti Stati- HRPO, Anti-phospho-Statl (S727) (Upstate, cell 

signaling solution Lake Placid, NY) y ATF 3 (C-19) (Santa Cruz Biotechnology, Inc. 

CA). Este útimo como control de la cantidad de proteína en cada uno de los carriles. 
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5.2.3. Expresión de la proteína ABCA1 con diferentes bloqueadores de la proteólisis 

mediada por el sistema ubiquitina-proteosoma 

Estos experimentos se realizaron en macrófagos convertidos en células 

espumosas. Las células se sembraron en placas de 6 celdas a una densidad de 5 x 

células/celda. Se trataron las células con leupeptina a una concentración de 500 

mg/mI, inhibidor 1 de calpaina (ALLN) a una concentración de 10 pM y epoxomicina a 

una concentración de 1pM (Sigma-Aldrich St. Louis MO, USA) y se incubaron por 30 

minutos, seguida de la activación con IFN-y por 24 horas a una temperatura de 370C. 

Terminado el tiempo de incubación, las células se lisaron y se procesaron con el 

mismo procedimiento y materiales descritos en la cinética de la proteína de ABCA1. 

Los anticuerpos utilizados fueron ABCAI, ERK, HSP70 y ubiquitina, los tres últimos 

adquiridos de UPSTATE (Lake Placid, NY). 

5.2.4 Expresión de la proteína ABCA1 con diferentes bloqueadores de la proteólisis 

mediada por los lisosomas 

Para realizar este experimento se siguió el mismo procedimiento y con el 

mismo material que en los experimentos anteriores. El gel utilizado fue Bis-Tris al 4-

12% (NuPage) y los bloqueadores utilizados fueron NH 4CL en tres diferentes 

concentraciones: 10, 5 y 2.5 mM y cloroquina, también en tres concentracione: 200, 

100 y 50 tiM, ambos compuestos de Sigma-Aldrich (St. Louis MO, USA).
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5.2.5 Análisis estadístico 

En todos los experimentos se compararon las diferencias entre los 

tratamientos con lEN-y y el vehículo particular para cada experimento. 

La mayoría de los experimentos se analizó por medio de análisis de varianza 

(ANOVA) de una o dos vías. La significancia de la comparación emparejada de 

grupos fue determinada por los valores ajustados de p utilizando el ajuste de 

Bonferoni. La significancia fue definida como p< 0.05. 

Para la evaluación de los niveles de RNAm en los tres primeros tiempos de 

incubación se utilizó un modelo ajustado de decaimiento exponencial usando el 

método de regresión lineal con un intervalo de confianza de 95%. 

Los estudios con actinomicina D de la estabilidad de RNAm de ABCA1 se analizaron 

por medio de un modelo de decaimiento exponencial usando un método de regresión 

no lineal con un intervalo de confianza de 99.5%  y una significancia de p<0.01. La 

vida media del mensajero se calculó con el mismo método y parámetros y se calculó 

la vida media como el tiempo en el cual el mensaje fue reducido al 50%. 

Para todos los análisis estadísticos se utilizó el programa JMP (SAS lnstitute, Cary 

NC).
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6.0 RESULTADOS 

El estudio de la cinética de expresión de ABCA1 incubando macrófagos con 

lFN-' a 0, 1, 3, 6, 24 y 48 h se muestra en la figura 3 (A). Los resultados mostraron 

una rápida disminución del RNA mensajero detectada una hora posterior a la 

activación. En este tiempo se observó una disminución alrededor del 30%, registrando 

a las 3 horas una caída en la expresión de cerca del 60% y alcanzando su máximo 

decaimiento a las 6 horas. La diferencia entre 3  y 6 horas no fue significativa, además 

de que este bajo nivel de expresión se mantuvo constante hasta el último tiempo de 

incubación. Todos los tiempos tuvieron diferencias significativas (p<0.05) en la 

expresión cuando fueron comparados con la expresión del tiempo cero. El análisis de 

regresión lineal con los valores obtenidos en la cinética de los tiempos 0, 1,  y 3 horas 

(figura 3-13) para el coeficiente de correlación (r 2) fue de 0.9878. Dada la importancia 

del rápido descenso del RNAm de ABCA1, se comprobaron los resultados obtenidos 

de los tres primeros tiempos de incubación con RT-PCR por medio de transferencia 

Northern de RNAm enriquecido con poli A (3-C). Una hora después de la adición de 

IFN-'y el descenso en la señal de expresión fue drásticamente reducido y muy difícil de 

detectar 3 horas después de la activación con IFN-y. El histograma de los resultados 

de éste último experimento se presentan en la figura 3-D. Utilizando RNAr S29 (S29) 

como control interno, los valores presentados son el resultado de la proporción de la 

señal emitida por ABCA1 contra la señal emitida por S29. 

Para tener certeza de que la regulación a la baja del gen ABCAI es un proceso 

transcripcional o post-transcripcional, se realizó un ensayo de transcripción iniciada 

donde el objetivo fue permitir que la transcripción se iniciara en los cultivos de 
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macrófagos activados por 6 horas con IFN-y. Después de la incubación, los núcleos 

de los macrófagos se aislaron y se permitió continuar con la transcripción en un medio 

óptimo y con los componentes necesarios, además del nucleátido UTP marcado con 

fósforo radioactivo para su posterior cuantificación. Como se muestra en la figura 4-A, 

no hubo diferencia en la intensidad de hibridación de Ja sonda de ABCA1 control o 

ABCA1 tratado con IFN-y, así como tampoco se presentan diferencias en intensidad 

de hibridación de las sondas de 13-actina y S29; éstos dos últimos fueron utilizados 

como control interno para la posterior normalización. Esta normalización se realizó 

como la proporción de la intensidad de señal ABCA1 contra la intensidad de señal de 

3-Actina o S29. La gráfica de los resultados obtenidos después de la normalización en 

los diferentes experimentos realizados con los dos controles anteriores, adicionando 

los resultados obtenidos también con GAPDH como un tercer control interno, se 

muestra en la figura 4-B, no siendo significativa ninguna de las diferencias entre 

tratamientos. El resultado de estos experimentos sugiere que la regulación a la baja 

de ABCA1 por IFN-y no es un proceso transcripcional. 

La síntesis de proteínas de novo tiene una participación importante en algunos 

procesos de reducción del mensajero. Para determinar esta participación se 

incubaron macrófagos con vehículo, lEN-7, cicloheximida y la combinación de 

cicloheximida más IFN-y durante 3 horas; posterior a la incubación se cuantificó la 

expresión de ABCA1 con la técnica de RT-PCR, usando como control interno 18S.
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Figura 3. Cinética de la regulación a la baja de la expresión de  1ABCAI mediada por 
IFN-y (A) Macrófagos peritoneales de ratón tratados con long/ml de lEN-y por 0, 1, 3, 
6, 24 y 48 horas. Al término de cada una de las incubaciones las células fueron 
usadas, RNA aislado y RNAm de ABCA1 fue cuantificado por medio de RT-PCR. El 
RNA 18S fue utilizado como control interno y normalización. Las barras indican el 
SEM, n=3. La significancia fue calculada por medio de la prueba de ANOVA de dos 
vías. El valor de P fue calculado por medio de ajuste de Bonferroni. *significancia p< 
0.05 relativa al tiempo O. (B) Análisis de regresión lineal de la disminución del RNAm 
de ABCAI de los tiempos 0, 1, 3 horas de incubación con IFN-y. r=0.9878. (C) 
Macrófagos lisados después de 0, 1, y 3 horas de incubación con lEN-y y con su 
RNAm enriquecido con poli A y fueron realizadas transferencias Northern hibridando 
con las sondas para identificar ABCA1 y S29. Se muestra el resultado de tres distintos 
experimentos. (D). Cuantificación de las bandas marcadas radioactiva mente por 
medio de un analizador de fósforo y el programa  Imagen Quant 52 La expresión fue 
ajustada por la diferencia entre la cantidad de muestra de cada uno de los 
tratamientos usando para ello S29 como control interno.
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Fig 4. La disminución de ABCAI no es regulada transcripcionalmente. Los 
macrófagos fueron lisados después de 6 horas de estimulación con vehículo (control) 
o IFN-y; se realizó un ensayo de transcripción iniciada y cantidades comparables de 
RNA marcado con P 32 hibridado en filtros de nitrocelulosa conteniendo 5  .tg de cDNA 
de ABC1, GAPDH, J3-actina y S29. (A) Transferencia representativa de tres 
experimentos independientes. (B) La intensidad de señal de las bandas fueron 
cuantificadas y expresadas como la proporción de GAPDH, J3-actina o S29. Las 
bandas representan el error estándar de la media (SEM) de 2 o 3 repeticiones.
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En la figura 5 se muestran los resultados de estos experimentos, donde se puede 

apreciar que la regulación a la baja de ABCA1 mediada por IFN-y se inhibió cuando 

los macrófagos se incubaron con cicloheximida, mientras la expresión del mensajero 

se redujo alrededor de 40% en los macrófagos activados con IFN-y, mientras que en 

aquellos incubados con ambos, IFN-y y cicloheximida, se identificó un aumento en la 

expresión del RNAm de ABCA1, lo que sugiere la participación de síntesis de 

proteínas de novo en el proceso de regulación a la baja de  ABCA1 mediada por lEN-y. 

En la misma gráfica se puede observar también que el tratamiento con cicloheximida 

resultó en una elevación de la expresión del RNAm del gen en estudio, pudiéndose 

explicar por la existencia de síntesis de proteínas que tiene un efecto negativo en la 

expresión de ABCAI y que además son independientes a la actividad de IFN-y. En 

este experimento se tuvo una diferencia significativa (p< 0.05) en todos los 

tratamientos cuando se compararon con el control (DIVISO). 

La habilidad de la cicloheximida de inhibir la regulación a la baja de  ABCAI nos hizo 

pensar que lEN-y podía incrementar el índice de degradación del RNAm de ABCA1, 

reduciendo de esta manera su estabilidad. Para contestar esta incógnita se llevaron a 

cabo experimentos con un inhibidor de la síntesis de RNA (actinomicina D), por lo que 

se incubaron macrófagos peritoneales de ratón únicamente con actinomicina D (5 

uglml), o en combinación con IFN-y, en diferentes intervalos de tiempo que fueron 

entre O y 8 horas. Al término de cada incubación las células se usaron y se cuantificó 

el RNAm de ABCA1 y 18S por medio de la técnica de Taqman. En la figura 6 se 

muestran los resultados de estos experimentos en donde se puede apreciar que las 

células con ambos tratamientos, actinomicina D o actinomicina D combinada con lEN-

y, presentaron un descenso exponencial del RNAm de ABCAI. Cuando se 
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compararon los dos tratamientos entre sí se encontró que IFN-7 incrementa el nivel 

exponencial de degradación observándose una vida media (t 112 ) de 115 minutos en las 

células tratadas sólo con actinomicina D, contra 37 minutos en la presencia de IFN-y. 

Esta diferencia en la vida media con ambos tratamientos se observó a los 30  y 60 

minutos, no presentando ya ninguna diferencia entre tratamientos a partir de los 90 

minutos. Estos resultados sugieren un mecanismo pos-transcripcional que involucra la 

desestabilización del mensajero en la regulación a la baja de RNAm de  ABCA1 

mediada por lEN-y. 

Se ha demostrado que la expresión de la proteína ABCA1 también se ve disminuida 

como respuesta a la activación de macrófagos con FN-y cuando los macrófagos se 

incuban durante 48 horas (87). En el presente trabajo se realizaron estudios similares, 

pero en intervalos de tiempo cortos para determinar si la proteína tenía un 

comportamiento similar a la disminución de la expresión observada en el RNAm de 

ABCA1. Este experimento se realizó en macrófagos y en macrófagos convertidos en 

células espumosas, ambos activados con IFN-y. 

Los tiempos utilizados fueron 0, 3 y 6 horas. Terminada cada incubación las células 

se lisaron y las proteínas se separaron para posteriormente realizar una transferencia 

Western. En ambas células se observó una disminución en la expresión de la proteína 

a las 3 horas, siendo más pronunciada la disminución a las 6 horas. Para tener la 

certeza de que esta disminución sólo ocurre en la expresión de la proteína ABCAI, se 

probó la misma membrana con anti HSP70, que se usó como control interno y el cual 

no presentó ningún cambio (figura 7).
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Figura 5. La reducción de RNAm de ABCAI es dependiente de síntesis proteica de 

novo. Los macrófagos fueron estimulados con IFN-y durante 3 horas en presencia o 
ausencia de 5 p.M de cicloheximida. Las células fueron lisadas y el RNAm se 
cuantificó por medio de RT-PCR normalizado con RNAm del 8S. Las barras indican el 
SEM de 3 experimentos por separado. * indica significancia p< 0.05 relativa a DIVISO 
(control), que fue calculada por medio del ajuste de Bonferroni determinado por el 
análisis de ANOVA de dos vías.
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Figura 6. El IFN-y incrementa el índice de degradación de RNAm de  ABCAI. Los 

macrófagos fueron incubados con 5 .tg/mI de actinomicina D anterior a la adición de 
IFN-y o vehículo. Las células fueron usadas a los tiempos de O a 480 minutos y el 
RNAm cuantificado por medio de RT-PCR y normalizado con la expresión de RNAm 
de 18S. La cinética de degradación de RNAm de ABCA1 fue un modelo de 
decaimiento exponencial. 
* Diferencia en el índice de degradación entre las células tratadas con vehículo y las 
células tratadas con lEN-y.
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Es claro entonces que así como se observa una disminución del RNAm de ABCAI 

como respuesta a la activación de los macrófagos con IFN-y, también se observa una 

disminución en la expresión de la proteína en tiempos similares. 

El resultado obtenido en la cinética del RNAm de  ABCA1 y su correspondiente 

disminución de la proteína, así como la dependencia de esta regulación a la baja de la 

ruta de señalización Stat, requiere de otros estudios en macrófagos activados con 

IFN-y que permitan evaluar el comportamiento de Stati, particularmente la cinética de 

fosforilación y su subsiguiente translocación hacia el núcleo. Como las circunstancias 

lo requirieron, se realizó un experimento incubando macrófagos con IFN-y en 

intervalos que comprendieron entre O y 45 minutos, posteriormente las células se 

lisaron y se separaron en extractos nucleares y citoplásmicos. Las proteínas de cada 

una de estas fracciones se separaron por medio de electroforesis para posteriormente 

fijarlas por medio de una transferencia Western. Las membranas fueron retadas 

contra los anticuerpos Stati, Stati fosforilado (P-Statl) y contra el factor de 

transferencia ATF3 como control de cantidad de proteína en cada carril y también 

como control interno. Como se muestra en la figura 8, la adición de IFN-y resultó en 

una rápida fosforilación y translocación de Stati hacia el núcleo, el cual fue detectado 

en los dos compartimentos a los 10 minutos después de esta activación; no fueron 

observados incrementos posteriores a los 15 y 45 minutos. También se observó que 

la transiocación máxima de P-Statl del citoplasma hacia el núcleo ocurrió a los 10 

minutos después de la activación con IFN-y. Para asegurarnos que esta fosforilación y 

translocación hacia el núcleo de Stati es un evento particular de este factor de 

transcripción, la membrana se probó bajo las mismas condiciones con otro factor de 

transcripción llamado ATF3, el cual no presentó cambio alguno en presencia de lEN-y. 

55



Por lo tanto, la rápida degradación tanto del RNAm como de la proteína de ABCA1 en 

macrófagos activados con ¡FN-y, fue consistente con la rápida fosforilación y 

translocación de P-Statl hacia el núcleo. 

La rápida reducción que mostró la proteína ABCA1 es un indicador de su degradación 

temprana mediada de alguna manera por IFN-y. Este pensamiento nos condujo a la 

creación del siguiente experimento donde se pretendió comprobar la participación de 

la ruta de degradación proteica dependiente de ubiquitina (proteosoma). Para 

alcanzar este objetivo, macrófagos convertidos en células espumosas se incubaron 

durante 6 horas con ¡FN-y, un inhibidor de la degradación de proteosoma, leupeptina 

(500ugIml), y la combinación de ambos, con su correspondiente control. Al final de 

este periodo de tiempo, las células se lisaron y se separaron en un gel, el cual 

posteriormente se inmovilizó en una membrana de nitrocelulosa por medio de una 

transferencia Western. La membrana fue probada con los anticuerpos anti-ABCA1 1 y 

anti ERK, como control de cantidad de muestra en cada carril y anti-ubiquitina, para
= 

comprobar que se realizó la ubiquitinación que precede a la degradación proteosomal. '-

Como se puede observar en la figura 9-A el resultado de este experimento mostró - 

que la combinación de leupeptina con ¡FN-y no inhibió la degradación de la proteína 

ABCA1 cuando se comparó esta intensidad de banda con la observada en las células 

tratadas solo con IFN-y. También, se puede apreciar en esta figura que efectivamente 

se está bloqueando la degradación proteosomal mediada por ¡FN-y, por la 

acumulación de ubiquitina en las células tratadas con ambos agentes.

56



Macrófagos	Células espumosas 

ABCAI 

H SP 70

036	036 

(h)	 (h) 

Figura 7. Disminución de la proteína ABCA1 en macrófagos activados y en células 
espumosas activadas con IFN-y. Los macrófagos y los macrófagos convertidos en 
células espumosas fueron incubados con 10 ng/ml de lEN-y a los tiempos 0, 3  y 6 
horas, las células se usaron, y las proteínas se separaron por medio de electroforesis 
y se fijaron en un filtro de nitrocelulosa. Las membranas fueron desafiadas con 
antisuero policlonal contra ABCA1 y HSP70 como control interno. Se presenta una 
transferencia representativa de 3 experimentos separados.
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Figura 8. IFN-y induce la fosforilación y translocación hacia el núcleo de Stati. 
Macrófagos incubados con lEN-y en intervalos de tiempo de O a 45 minutos. Al 
término de cada una de las incubaciones las células se usaron y separaron en 
fracciones nucleares y citosólicas, estas fracciones fueron separadas por medio de un 
gel SDS y trasferidas en una membrana de nitrocelulosa donde se desafiaron con 
anticuerpos policlonales contra Stati, P-Statl y ATF3. Las bandas inmunopositivas 
fueron detectadas con anticuerpo secundario conjugado de peroxidasa anticabra-
anticonejo. Se presenta una transferencia representativa de 3 experimentos 
independientes.
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Siguiendo con el mismo objetivo se realizaron experimentos similares, pero ahora con 

dos inhibidores potentes de la degradación dependiente de ubiquitina-proteosoma; 

epoxomicina (0.01 iM) y calpaina proteasa 1 (ALLN, lOuM); este último componente 

también inhibe la degradación mediada por la proteasa calpaina, que es una de las 

rutas de degradación normal de la proteína ABCAI. 

La ruta de degradación proteica ubiquitina-proteosoma no es la ruta que se activa 

cuando las células son incubadas con IFN-'y. Como se muestra en las figuras 9-13 y 9-

C, ninguno de estos inhibidores logró bloquear la rápida degradación proteica que es 

mediada por lEN-y, no obstante que la ubiquitinación de la proteínas se observó por 

medio del aumento en la intensidad de las bandas correspondientes a las células 

tratadas con estos compuestos. Así mismo el resultado en la figura 9-C muestra que 

la ruta de degradación mediada por la secuencia PEST, la cual es reconocida y 

degradada por medio de la proteasa calpaina, tampoco es la ruta que media la rápida 

degradación de la proteína activada por IFN-y. 

Con el conocimiento de que IFN-y no desencadena la ruta de degradación de 

proteínas ubiquitina-proteosoma en el mecanismo de la rápida degradación de la 

proteína en estudio, se planteó un nuevo experimento para conocer si la ruta de 

degradación proteica dependiente de los lisosomas, es la ruta responsable de la 

disminución de esta proteína. Para ello, se efectuó un experimento usando dos 

bloqueadores de esta ruta, ambos con actividad en diferentes fases de este proceso. 

Se incubaron macrófagos convertidos en células espumosas con cloroquina (200, 100 

y 50 p.M) y cloruro de amonio (10, 5 y 2.5 mM) (figura 10) en presencia o ausencia de 

lEN-y, el resto del experimento se realizó bajo las mismas condiciones que los 

experimentos anteriores. En ambos casos el resultado fue similar: cuando se comparó 
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la intensidad de las bandas de las células coincubadas con lEN-y, más cada uno de 

los bloqueadores de la degradación lisosomal contra la intensidad de las bandas 

obtenidas en las células tratadas sólo con IFN-y, la señal de las bandas se mantuvo 

disminuida, indicando que la rápida degradación de las proteínas que IFN-y 

desencadena no es tampoco la vía de la degradación lisosomal, dado que ninguna de 

las concentraciones usadas logró alcanzar una intensidad similar a la obtenida en las 

células control.






J\.
 Leupeptina 

control
FN7 500 uglml L +1 




ABCA1
 - 

ERK 

Ubiquitina

1 

B
Epoxomicina 

control IFNI	OluM	E +1 

ABCA1 

ERK

1 

Ubiquitina  

C
ALLN AUN + 

control
IFNy lOuM	IFPJ7 

ABCAI :

ERK  

Ubiquitina

Figura 9. La ruta de degradación 
ubiquitina-proteosoma no participa en la 
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correspondiente control. Al término de la 
incubación, las células fueron Usadas y 
las proteínas separadas e inmovilizadas 
en una membrana de nitrocelulosa por 
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donde se desafiaron con el suero 
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ERK (A) Resultado obtenido con el 
bloqueador de proteosoma leupeptina 
(500.tgIml), (B) epoxomicina (0.01 j.iM), 
y (C) ALLN (10tM).Se presenta una 
transferencia representativa de 3 
experimentos distintos para cada uno de 
los inhibidores.

(. 
•:
' - 



NH4CI 

lEN-y + 




200 100 50
200 100 50 
control INFy piM liM
iM
iM tM p.M 

ABCA1

INFy +

Cloroquina 

Fig 10. La ruta de degradación lisosomal no participa en la rápida degradación de la 
proteína de ABCA1 desencadenada por IFN-y. Macrófagos convertidos en células 
espumosas fueron incubados durante 6 horas con vehículo,  IFN-y, cloroquina o NH4CI 
y la coincubación de cada uno de ellos con IFN-y. Al término de la incubación, las 
células fueron usadas y las proteínas separadas e inmovilizadas en una membrana de 
nitrocelulosa por medio de una tranferencia Western, donde se desafiaron con el 
suero policlonal contra ABCA1 y ERK como control de cantidad de proteína de 
muestra utilizada en cada uno de los carriles.
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7.0 DISCUSION 

La ateroesclerosis es considerada como una respuesta inflamatoria crónica, 

que se inicia como respuesta a la acumulación de lipoproteínas modificadas en la 

arteria. Las células inflamatorias en esta área sintetizan una gran variedad de 

moléculas, entre las que se encuentran las citocinas; que están presentes en todos 

los estados del desarrollo de la lesión ateroesclerótica. Una de las citocinas que está 

presente en infiltrados de la lesión ateroesclerótica es el IFN-y, el cual ha emergido 

como un factor clave en la patogénesis de esta enfermedad (138), ya que su 

presencia altera el patrón de expresión genética en las células localizadas en el área, 

pudiendo ser este cambio un aumento, disminución o completa anulación de su 

expresión durante el proceso ateroesclerótico. De esta manera lFN- ,í regula genes 

que afectan negativamente procesos celulares asociados al transporte reverso de 

colesterol, mecanismo importante en la eliminación del exceso de colesterol. Entre los 

cambios provocados por esta citocina, se pueden mencionar el aumento en la 

expresión de ACAT que IFN-y promueve en macrófagos de ratón, lo que conlleva a 

una acumulación de ésteres de colesterol en el citoplasma celular, formando así las 

células espumosas. En contraste, al aumento de la expresión de ACAT; IFN-y, 

disminuye la expresión de colesterol 27 hidroxilasa, enzima que cataliza la 

hidroxilación del colesterol libre, forma en la que puede ser removido eficientemente 

por la albúmina, además de las HDL. También se ha reportado la disminución de 

lipoproteína lipasa y apoproteína E, cuya función es la hidrólisis de los triglicéridos y la 

limpieza del colesterol del área hacia su transporte al hígado. Se ha observado 

también la reducción en la expresión de los receptores de recolección SR-A y CD36, 
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que se unen a LDL oxidados o eterificados (81,82, 139) . En macrófagos, lEN-y ha 

demostrado regular a la baja otros receptores de lipoproteínas incluyendo en este 

grupo a la proteína relacionada con el receptor LDL (LRP) y con el receptor de VI-DI-

(140-141); ambos poseen un dominio de reconocimiento a apoE, cuya unión 

promueve la remoción de lipoproteínas remanentes y triglicéridos, con su posterior 

transporte hacia el hígado. Asimismo, IFN-y reduce la internalización y degradación 

M receptor de la lipoproteína aterogénica conocida como lipoproteína (a) (Lpa(a)) y 

su correspondiente dominio proteico ( r-Lpa (a)/apo(a) ), participando ambos en la 

remoción local de lipoproteínas remanentes en los tejidos (86). En estudios previos se 

ha reportado que IFN-y reduce la salida de colesterol de las células espumosas, al 

menos en parte por su acción inhibitoria en la expresión de ABCAI (87). Este 

transportador es de suma importancia en la disminución de la lesión ateroesclerótica, 

ya que promueve la salida de colesterol en las células espumosas. En experimentos 

realizados con macrófagos peritoneales procedentes de ratones  knockout (KO) para 

la expresión de Stati, se observó que la regulación a la baja de  ABCA1 fue 

dependiente de la ruta de señalización mediada por Stati, debido a la incapacidad 

que IFN-y presentó para disminuir la expresión de  ABCA1 en estas células, 

disminución que se observó en macrófagos de los ratones control (136). Estos 

cambios fueron evidentes en macrófagos incubados con IFN-'y por un periodo de 48 

horas. En el presente estudio se investigaron las cinéticas de expresión del gen 

ABCA1 así como el mecanismo de esta regulación, para en un futuro poder incidir en 

él y modificarlo con el fin de eliminar los riesgos que la enfermedad ateroesclerótica 

desencadena. En los resultados obtenidos en la cinética de expresión del RNAm de 

ABCAI, se detectó una reducción significante a una hora posterior a la activación con 
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IFN-y, lo cual nos indica que este gen presenta una respuesta temprana a lEN-y. Esta 

rápida disminución, fue asociada con síntesis de proteína  de novo, así como con una 

regulación post-transcripcional, la cual involucra desestabilización del RNA 

mensajero. 

También se ha reportado que IFN-y regula a la baja otros receptores de membrana 

que no están directamente relacionados en el tránsito de lipoproteínas, pero que sí lo 

están con el proceso inflamatorio. Tal es el caso del receptor de la proteína 

quimotáctica CCR2 en monocitos/macrófagos tratados con IFN-y, donde se mostró 

una vida media corta de su UNAM, cuando se comparó con la vida media de las 

células control; sin embargo, se detectó que el índice del RNAm transcrito no se 

afectó. Otro receptor de la misma familia, CXCR4, mostró el mismo comportamiento 

como respuesta a la activación con IFN-y en monocitos y células endoteliales. La 

cinética que se ha observado en estudios previos es similar a la cinética observada en 

este estudio de ABCA1, ambos presentaron una disminución significativa del 

mensajero a las 3 horas posteriores de incubación con ¡FN-y; de la misma forma, la 

regulación a la baja de estos dos receptores fue por medio de un mecanismo post-

transcripcional. Estos receptores para las quimocinas CCR2 y CXCR4 representan un 

ejemplo de genes regulados a la baja rápidamente por IFN-y, en los cuales los 

elementos repetidos de adenina y uracilo (ARE), que están ubicados en la región no 

codificadora del extremo 3' del RNAm son motivos blanco para la degradación (142-

143). 

Cinéticas similares de regulación a la baja se han demostrado en la expresión del 

proto- oncogen c-fos (144), y también en la expresión del gen de la quimocina 

KC/GRO (145). La regulación a la baja de c-fos en macrófagos peritoneales de ratón 
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fue detectada una hora posterior a la activación con lEN-y y los experimentos 

realizados en este estudio con actinomicina D demostraron un rápido coeficiente de 

degradación. Sin embargo, en el RNAm de c-fos se encuentran secuencias 

desestabilizadoras ARE, las cuales como se mencionó no se encuentran en el RNAm 

de ABCAI (144). La regulación a la baja de ABCA1 no está limitada a IFN-y. Esto se 

demostró cuando la línea celular de macrófagos murinos RAW264 se estimuló con 

lipopolisacárido (LPS) y presentó una marcada reducción en la expresión de ABCAI 

observada a las 6 horas de incubación, desapareciendo totalmente a las 24 horas. A 

la fecha, no se ha dilucidado si esta regulación a la baja de  ABCAI es debida a la 

degradación del mensajero o no (135). La reducción de la expresión de  ABCAI, se ha 

observado también con estímulos no asociados directamente con la respuesta 

inflamatoria. Por ejemplo, cuando la línea celular de leucemia monocítica humana 

(THP-1) fue incubada con el metabolito mevalonato pirofosfato de geranilgeranil 

(GGPP), se observó una reducción de RNAm de ABCA1 del 40% a las 3.5 horas, 

detectándose a las 16 horas la reducción máxima. Esta reducción parece ocurrir 

mediante un antagonismo directo a LXR que GGPP promueve, dado que los niveles 

de LXR no sufrieron ningún cambio (146). 

Los ácidos grasos insaturados, los acetatos y las cetonas han demostrado también 

tener un efecto reductor en la expresión tanto del mensajero como de la proteína de 

ABCA1 en las líneas celulares HepG2 y RAW264. En este estudio se trasformaron 

células con el gen reportero luciferasa, construido con 968 bases del promotor 

humano de ABCAI y se estimularon con 22-hidroxico ¡estero l y ácido 9-cis retinoico. 

La actividad de la luciferasa fue reducida en un 50 y 80 % en las células activadas por



ácido linoleíco y acetoacetato, respectivamente, quedando pendiente la determinación 

M mecanismo (147). 

En células HepG2 y RAW264.7 con inducción de la expresión de  ABCAI por medio 

de 20 (S) colesterol y 9-cis ácido retinoico, se reportó regulación a la baja de  ABCAI, 

debido a la unión del factor de transcripción ZNF202m al promotor, reprimiendo de 

esta manera su actividad. (148). 

Finalmente, también se ha reportado regulación a la baja de ABCAI en macrófagos 

peritoneales murinos, en las líneas celulares RAW264.7 y THP-1, así como en 

macrófagos primarios humanos  in Vitro tratados con inhibidores de la enzima clave en 

el metabolismo del colesterol, HMG-CoA reductasa. En este estudio, el RNAm de 

ABCAI fue reducido en 3 horas e inhibido a las 12 horas posteriores a la incubación 

con fluvastatina, presentando un efecto reversible cuando las células se incubaron 

con L-mevalonato exógeno (149). La magnitud de la reducción del mensajero de 

ABCAI fue mayor que la esperada dada la modesta reducción en la actividad del 

promotor de ABCA1. Estudios adicionales sugirieron que parte del efecto de las 

estatinas sobre ABCA1, fue la inhibición de la síntesis del ligando de los oxiesteroles 

24 (sOS), 25-epoxicolesterol comprometiendo por lo tanto la estimulación mediada por 

LXR para la transcripción de ABCA1 (150). Como se puede ver, existen diversos 

mecanismos de regulación a la baja de ABCA1, provocados también por distintas 

moléculas, que en parte coinciden con nuestro modelo en los tiempos, o, que es un 

proceso post-transcripcional, pero no en su totalidad, por lo que hace suponer en un 

mecanismo específico y delicado que mediador de este proceso. 

Abordando ahora los resultados obtenidos en la síntesis proteica, éstos mostraron 

una disminución de la proteína a las 3 horas posteriores a la incubación con lEN-y. El 
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mecanismo por medio del cual lEN-y conduce a la proteína ABCA1 a una rápida 

degradación permanece desconocido. Los ensayos realizados en este estudio usando 

los inhibidores de proteosoma, epoxomicina, ALLN y leupeptina, no lograron inhibir 

esta rápida degradación inducida por lFN-', no obstante el significativo aumento en la 

ubiquitinación de la proteína total observada en las transferencias Western. También 

se tuvo el mismo resultado negativo en los experimentos realizados con dos 

diferentes inhibidores de la degradación lisosomal, específicamente NH 4CI y 

cloroquiria. Contrario a estos resultados, se ha reportado una disfunción de la ruta de 

salida de colesterol de células espumosas mediada por ABCA1 en células incubadas 

con colesterol libre; esta disfunción fue ocasionada por la inducción de degradación 

de esta proteína (151). De la misma forma, cuando los macrófagos convertidos en 

células espumosas se incuban con ácidos grasos insaturados se suprime la excreción 

celular de colesterol realizada a través de ABCAI, debido a su rápida degradación 

(152). En ambos estudios no se sabe la naturaleza de esta degradación. 

En este estudio, la incapacidad que resultó de inhibir la disminución de la proteína de 

ABCA1 por medio de tres bloqueadores que actúan en tres diferentes sitios catalíticos 

de la degradación proteosomal, así como de dos diferentes inhibidores lisosomales, 

sugiere que la degradación de ABCA1 mediada por lEN-7 se lleva a cabo por medio 

de una ruta independiente a las grandes rutas degradativas proteicas. 

Estudios realizados en el laboratorio del Dr. A. Tal¡ (153), en macrófagos primarios 

murinos y hepatocitos, demostraron que la degradación normal de la proteína de 

ABCA1 es regulada por dos mecanismos, uno de ellos es por medio de la 

ubiquitinación y degradación proteosomal y la segunda es regulada por medio de una 

secuencia conservada PEST (prolina, glutamina, seria y treonina), la cual es 
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reconocida, fosforilada y degradada por la proteasa tiol conocida como calpaina. De 

acuerdo a los resultados obtenidos en esta investigación con ALLN, el cual además 

de ser un potente inhibidor de La degradación protesosomal, también tiene la 

capacidad de neutralizar la actividad de la proteasa calpaína, podemos sugerir que 

esta vía de degradación tampoco está presente en el proceso desencadenado por 

1 FN-y. 

Es evidente que la regulación a la baja de ABCA1 depende de la naturaleza del 

estímulo, pudiendo éste ser de naturaleza inflamatoria o no inflamatoria. Estos 

estímulos provocan una disminución en la expresión del mensajero pudiendo deberse 

esta reducción a modificaciones tra nscripcionales o post-transcripciona les. Los 

resultados de nuestro estudio evidencian la importancia de los procesos post-

transcripcionales que median este mecanismo, donde se sugiere la participación de 

factores desestabi liza dores de RNAm, activados por IFN-y. A la fecha existen 

numerosasa proteínas, cuya activación y función no es conocida en su totalidad, una 

o varias de ellas podrían ser nucleasas que son expresadas o activadas rápidamente 

por IFN-y y que se unen a sitios específicos de respuesta en el RNAm de  ABCA1 

para su posterior degradación. Otro mecanismo podría ser opuesto al anterior, donde 

lEN-y activa un factor proteico, cuya función es desestabilizar la actividad de proteínas 

inhibidoras de RNAasas que le brindan estabilidad, ocasionando que cuando el 

mensajero queda sin esta protección es vulnerable a ser degradado por ribonucleasas 

presentes en el núcleo. 

Se han realizado estudios manipulando la regulación negativa de la ruta de 

señalización de IFN-y, usando para ello la proteína SOCS-1, que de forma natural 

parece ejercer esta función (154-155). Se ha demostrado ¡n vitro que SOCS se une e



inhibe la actividad cinasa de Jak2, inhibiendo por consecuencia la activación de Stat 1 

(156-158). Por lo tanto, la inducción de la expresión de esta proteína repercutiría en 

una retroalimentación negativa para la inducción de la expresión de un subgrupo de 

genes inducibles por lEN-y regulados por medio de la ruta de señalización 

dependiente de Stati (63), pudiéndose encontrar entre ellos ABCAI. Sin embargo, 

estudios realizados en ratones deficientes en Jak2, demostraron que esta mutación 

causó letalidad embrionaria debido a Ja ausencia definitiva de eritropoyetina (159). 

Estos cambios letales en el individuo se observarían con cualquier bloqueador de 

algún punto de la ruta de señalización de IFN-y. Por lo anterior, se debe continuar el 

estudio de este proceso, con un enfoque en la determinación y caracterización de la 

proteína o proteínas que intervienen en él. La determinación minuciosa de este 

mecanismo, brindaría la posibilidad futura de su manipulación, diseñando una 

molécula bloqueadora de la proteína o proteínas causantes de la degradación del 

RNAm de ABCA1, sin bloquear así los efectos benéficos que IFN-y desencadena en 

los procesos inflamatorios y de defensa del huésped.
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8. CONCLUSIONES 

Los resultados obtenidos en este estudio demostraron que lEN-y media la 

regulación a la baja de ABCAI, con cinéticas consistentes de un proceso dependiente 

de Stati. La regulación a la baja de RNAm de ABCAI es a través de un proceso post-

transcripcional, dependiente de síntesis de proteína. Los resultados fueron 

consistentes con el efecto general que se ha reportado para IFN-y en la regulación a 

la baja de receptores involucrados en el tránsito de colesterol en el macrófago. La 

cinética observada en la expresión de la proteína de ABCA1 corresponde a la 

observada en la expresión del RNAm, sugiriendo una rápida degradación de la 

proteína mediada por IFN-y, donde la participación de las grandes rutas de 

degradación proteicas no están presentes. 

Estos datos sugieren la continuación de estudios que permitan profundizar en el 

mecanismo y caracterizar a sus componentes para acercarnos a la posibilidad en el 

futuro de manipular el proceso por medio de moléculas farmacológicas específicas sin 

tener efectos colaterales adversos para el huésped. 

Claramente los resultados de las cinéticas del RNAm y de la proteína de ABCA1 

requieren de una perspectiva diferente de regulación dirigida hacia un gen de 

respuesta rápida a IFN-y y presuntamente a otros mediadores del proceso 

inflamatorio implicados en la placa ateroesclerótica.
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A!,tract 

1 nlerfcl'oe1-7 1FN-yl down-rcgulates reccptors associatcd vith re cre cholesterol transport includen .-\B(:\ 1. In the present 

tud y . the kinetics'ind mechanism of ABCAI down-regulation ivere determined in mouse peritoneal rnacrophages. IFN- decreased 
ABCAI niRNA 1 h foliowing IFN-y addition asid vas maxirnaily reduced by 3 h. Down-regulation was protein synthesis dependent 
and involved post-transcriptional processes .ABCA 1 rnessage had a TI/2 of 115 mm in actmnomycin treated celis that vas reduced lo 

a T i ,., of 37 jilin by IFN-y. The decrease in message stability was also associated with a rapid mss of ABCAI proicmn. signmficant 3 h 
fohiowing lFN-' addition. The kineties of ABCAI message and protein decrease xvas consmstcnt with the earlv IFN--(-induced 

chan ges in Stat 1 phosphorylation asid nuclear transiocation observed in thesc celis. Therefore, ABCA 1 can he conmdered e an earl\ 
response gene tú macrophage activation hv 1 FN-: with do\vn-rcuIatlon occurrin g h\ rncssage detahilization. 

© 2005 Elsevier Inc. Afl rmghts reserxcd. 

e - /.: 1 ritcrtcron-'. .\ RCA 1: N-Iacrophage: 1 nflanini,e: i 

:\thcrtlsclei'O'O ' rcllccts the ccenvergencc of both innate 

an:l adaptive immunity withmn the microenvironment of 
ti-mc atherosclerotic plaque[1--3]. The presence ofactivated 
macrophagcs and T celis provides the background for a 
chronic inílainmatory process resulting in plaque progres-
sion and destabilizatiomi. The Th 1 derived cytokine. inter-
feron--( (1 FN-y), contributes to cehlular changes mn 
macrophages. rnacrophage derived foam celis, and codo-
thelial and smooth muscie celis associated with plaque 
pathology. Thcse clTects include but are not himited to 
thc induction of adhesion molecules, Fas, C'D4() and 
CD4I) ligand. class 11 antigeris. and the chemokine recep-
tor CXCL 16 [4 9]. 1 FN-y has also been demonstrated to 
inluhit reverse cholesterol transport b y decreasing apo E 

rcpoimdng ieuthor. Fax: +11 317 433 2815. 

Luckcrnman_Stcvcn(i--h_mil.corn i s.l 1. Zuckcriim:mn). 
-dac moral st udeni -

secretion. ocr sino ac y l coen© me A:chocsterol-O-

acy Itransicrase (ACAT), modulating iype A and ¡3 sca-

en ger rcceptors, and decreasing ATP-binding cassette 
transporter Al, (ABCA 1) expression [10- 14]. 

The importance of ABCAI in mediating cholesterol 
elTlux to lipid-poor apo A-I is evidenced, both by ihe 
phenotype of patients with Tangier disease vhere muta - 

tions j o the ABCA1 gene have heen dcmonstrated and 
pre-clinically jo ABCA 1 gene knockout mice [15 171. 
The up-regulation of ABCAI expression is mediated 
by the hiver X receptor (LXR) and retinoid X receptor 
(RXR) nuclear receptor heterodimners, as xc1l as 
cAMP elevation [18.19]. or íohlowing transformino 
growth factor-[ (TGF-) stimulation of macrophages 
[20]. Down-regulation ofARC.Al expression is observed 
foliowing macrophage exposure to mulammatory stimuli 
including IFN-7 [14] and LPS [211 although lile mecha-
nismi s) mnvolvcd remamn unclear. 

u0-0l XIS - ec Iranm ne,etler -c 20(15 Ekcier Inc. Al! r:clet rc'rcd.



Al L li/iíj-ti Lesi e! al. / Biocluni/cal md Biopi:rdcai Rt'searu (wnnn,nua'io,is $33 20)5 juiÓ /,o' 

Previous studies from this laboratory reported that 
the IFN-y mediated decreases in rnacrophage ABCAI 
cxpression were apparent 48 h after 1FN^j stimulation 

and dependent on the Stati pathwav [[4,221. The pres-
cnt study vas designed tú determine the kinetics of 
.\RCAI message and protein down-rcgulation. in an at-
tcmpt lo determine whether ABCAI regulation could be 

iewed asan "earl y response gene." Wc now report that 

both ABCAI mRNA and protein are rapidly Iost fol-
lowing IFN-y addition ith maxinial losses of ABCA ] 
mRNA apparent by 3 h. ABCA] mRNA down-regula-

tion by IFN-y involved post- transCniptiOflal regulation 
resulting in message destabilization as the half-life vas 
dccreased ['núm 115 to 37 rnin and was dependent on 
de novo protein synthesis. There was no evidence, in nu-
clear run-on experiments. that down-regulation of 
A BCA 1 message involved transcriptional regulation. 
The down-regulation of ABCA1 mRNA vas also asso-
ciated vith reduced lev eis of ABCAI protein 3 h follow-
ing IFN-y addition. These changes were consistent with 
ihe rapid phosphorylation and transiocation of Stati in 
ihese celis induced by IFN-'. Therefore. down-regula-
tion of ABCAI by, IFN-' is a post-transcript ion al 

response thai occurs early in the proccss of IFN-y-in-
duced macrophac activation. 

1aterials and methods 

tItiopioige cultures. Thioglyeollate elicited murine peritoneal 
irtcraphagesand macrophage derived foam cells were prepared and 
itaintained as previously described [12]. Unless speciíied, all reagents 
ocre from Sigma (Si. Louis. NIO1 and Invitrogen Life Techuologies 
Rockt Ile. MD). Animal care \vas in compliance with IACUC rules 

an.) resulations. and with institutional guidelines. 
R.\'h sial/es. Macrophages ocre treated with lO ngintl oí re-

ccuhinant lEN-» (Biosource International, Camarillo. CA) and al 
intcrvals between O and 48h celis were lssed. total RNA isolated 
:RNe:i kit). ¿oid reverse transcnplion quantitative polvrnerasc chain 
rcTicliofl (Taqman RT-PCR) svas performed as previolLsly describcd 
2J Norihern blot analysis svas performed on poly(A( enriched 
mRNA isolated al 0, 1. and 3 h fohiowing IFN--1 addition usin g con-
cuinos and probes as previously described [14]. In studies designed lo 

determine the stability oí AI3CAI mRNA. maerophuges were treated 
with 5 sg/ml actinomycin D and l ysed from O lo 8 h post-1 FN- 

ddjnnn. The requirement for de novo protein synthesis itt ABC.A 1 

mRNA down-regulation was determined in ccloheximide treated 
celis. Briclly, monoliiyers were incubated with 5 iM cycloheximide, a 
concentratinil determined lo inhibit greater tItan 95% oí total protein 
O nthesis (dala not shown), lysed al O and 3 Ii. aud ABCAI and ¡SS 

cuantilied b\ RT-PCR. 
Nuclear run-on assass were períormcd on macrophages 6 h after 

IFN-'1' addttion. Briefly, nuclei .5 x lo, were incuhated oiih 300 sl oí 

2x transcription mix (180 mM KCI. 50 mM DY f. 20 mM Tris. and 
II) mM MgCl). 30 al oí lOx nucleotide mix 110 mM dATP. 10 mM 
dCTP. and lO mM dGTP). and 500 LLCi [-P32 ]UTP al 37 'C for 
1' min. Nuclei were lvsed svith 6 Ni guanidinium chlorxde, RAex-
tracted. ¿oid hvhridized lo inimobilized probes for ABCA 1. S29. ami 
(i\ i'l)H. 

U 'istern Nnt.v. Macropliage or macrophage derived foam ecos ocre 
stituulatcd o ah IN E-: nr 0 6 It and Western blots prohed as prev:-

ously described with anlisera against murine ABCAI (1378Glu-
1566Val) [20] or heat shock prolein 70 (HSrO) (Upstate Biologictik. 
Lake Placid, NY ). Tite kinetics oí Stati phssphorylation and trata.-
location into tite nucleus were determined 0-45 min after IFN-

addition. Western blots un nuclear and evtosolic preparations ocr: 
prohed oith anti-phospho-Statl (P-Statl o. anO Stati (Upstate Bm-
lo gieals,. and activating iranscription factor 3 (ATF3) (C-19) (Santa 
Cruz Biotechnology. CA) antibodies. 

Siotistiml ana/isis. Ac ross mtiltmple exeriments. difl'erenccs O':- 
tocen ihe lEN-y treated and vehicle treated nacrophage cultures ocr: 

evaluated by one- or Iwo-way ANOVA. Stgnifmcance oí pairo a: 

comparisons oí groups was determined Hs Bonferroni adjusied P 

values. Significance was deflned as P < 0.O 5 . ABCAI messagc lvc 

ocre evaluated by a linear regressmon anal sis for the early time pomnts 
following IFN-'/ addition. ABCAI mcssage .tabilily was evaluated mo 
actinomrcin treated cells h an exponential Jecay model using a (eat-
squares regression on mean cxpressmon. Confldence mntervmils ocre 
comnputed '231 and the tinte by whtch messs:e is redticed h 

cutmt:d a. he 

Results 

ABC.\ 1 mcssage artd protein have prevtously heen 
dernonstrated to decrease in murtne niacrophagcs and 
macnophage denived foam cells 48 h after IFN-'y addi-
tion [14,20]. In the present study, the kinetics ofABCAI 

down-regulation by, IFN-,1 were i mestigated. Macro-

phages were incubated with IFN-y for 0-48 h. lysed. 
and ABCAI mRNA vas quantitated by RT-PCR and 

nonmalized lo 18S RNA. As demonstrated (Fig. lA). 

down-negulation of ABCAI mRN.A was detected 1 h 
following 1FN-y addition. ABCAI mRNA leveis were 
further reduced by 3 h and remained depressed at 4$ h. 
The decrease in ABCAI mRNA from O to 3 Ii vas lincar 
by regression analysis (Fig. 1B). The rapid decrease tu 
ABCAI mRNA was also evaluated by, Nonthern biot 

analvsis of poly(A) enriched mR\A. Consistent witli 
the Taqman analysis. ABCA 1 mRNA vas significantly 
decreased 1 h following IFN-'i 'addition and approachcd 
the limits of detectioni by 3 h (Figs. [C and D). This de-
crease occurred without anv reduction in S29 messagc 
level s. 

Nuclear run-on experiments were then performed on 
niacrophages incubated with IFN-h' or 'ehicle for 6 h to 
determine whether the reduction in ABCAI message 
vas due to transcriptional regulation. As demonstrated, 
nuclear RNA isolated from control or IFN-'f treated 
macrophages had similar hyhridtzation intensities lo 
ABCAI when normalized to either S29 or GAPDFI 
cDN\ prohes (Fig. 2j. Therefore. .ABCA1 transcription 
\s'as not reduced with macrophage activation suggesting 
thai the decnease in ABCAI mR\-\ jo IFN-y activated 

macrophages invol cd post-transcriptional regulation. 
In ,in attempt tú determine whether the rapid loss of 

ABC.-\l niRNA was dependent on de novo protein syn-
thesis. rnacrophages were incubated with IFN-y in the 
presence or absence of cycloheximide. Followinz 3 h 
treatmcnt, macrophages were lvscd and ABC." 1 in  ['\T\
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mounts of °P-laheled RNA were hvhridized lo .ABCAI, GAPDH. 

and S29 eDN.. ..ABCAI band inlensities were quantified and 
espressed as a ratio lo GAPDH and S29. Brackets indicate the 
SEM. o = 3. 

vas quantitated by RT-PCR and normalized as a ratio to 
ISS RNA in the same sample. As demonstrated (Fig. 3), 
ihe decrease in ABCAI mRNA b y IFN-'1 was inhibited 
by cvcloheximide. Whereas dic IFN-y treated celis dem-
onstrated an approximate 2-foId reduction in ABCA 1 
mRNA. dic level of ABCA1 rnessage in IFN-' activated 
macrophages co-incubated with cycloheximide was aclu-
allv increased relative to the vehicle control. Thcse results 
suggested that dic down-regu]ation of ABCAI mRNA 
liv IFN--1 vas dependent on de novo protein synthesis. 
Of interest was dic cycloheximide control that demon-
stratcd a clear increase in ABCA 1 mRNA relativo to

he vehicle control. Tuis suggests the presence of a 
tein. expressed in non-induced celis, that negatively rcg-
ulates the level of ABCA1 rnessage. 

Thc abilitv to inhibit the down-regulation of AB(. 
mRNA bv cycloheximide suggested that IFN-y might 
mercase the rate of ABCAI rnRNA decay by messaoe 
destabilization. In an atternpt to determine whether 
lFN-' induces ABCA1 rnessage destabilization, macro-
phages were incubated in the presence of 5 j.igjrnl of acti-
nomycin D just prior to IFN-y addition and at intervais 
between O and 8 h, celis were lysed. and ABCAI mRNA 
and 18S RNA were quantitated by Taqman. As derncii-
sirated (Fig. 4). both the actinomycin D treated celis arid 
those treated with actinomycin D plus IFN-y exhibited 
an exponential decay of ABCAI mRNA. IFN-7 in-
creased the rate of exponential decay with a T112 of 
115 min in the actinornycin D treated cells to 37 mm 
in the presence of IFN-y. These dilTerences were appar-
cnt at hoth 30 and 60 min and by 90 mm. the rate of de-
cay in both groups was similar. Therefore, the rap:d 
decrease detected in ABCAI mRNA by IFN-y occurs 
through post- transcriptional proccsscs irivolving mes-
sage destabilization. 

Previous studies had also demonstrated that ABCAI 
protein expression was reduced at 48 h foliowing IFN-
addition [20]. Therefore, similar studies were performeci 
at the earlier time points to determine whether the rapid 
loss of ABCAI mRNA Nvas also associated with an 
equally rapid decreasc in ABCAI protein. Iii ihese stud-
ics. hoth priniary niacrophages as vcl1 as inacrophaoe
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dcri cd foam celis were used for Western biot analysis, 

]ti both instances. the addition of IFN-'1 resulted in a 
significant loss of ABCA 1 protein at hoih 3 and 6 h 
¡Fig. 5). There were no changes in the amount of 
FISP70 detected, which ser\'ed as the normalization 0011-

trol. Western blots at 1 h foliowing lEN--y addition 
exhihited a trend towards a decrease in ABCA 1 protein 
(data fl0t shown hut tilo ' ariahilitv aL this time point 

Macrophages	Foam Celis 

ABCA 1 

I!SP 70
• -" $1 4	 1L j. 

	

0	3	6	0	3	6 
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lic 5. Dccrctscd ABCAL prolein in LEN-y actiated macrophages 
ini focos celLs. Macrophages and foam ceLis were incuhated wttLi 

lÇi ng/ml 1 FN- and it 0. 3. and 6 h ecOs were Lysed. electrophoresed. 
aud nitrocellulose blots ocre prohed with polycloncl snhtseri againsi 


	

,-\li(.\l and IISP ' i	RcprCsCimimlm\e bInÉ, o = 3

precluded any significance to this decrease. Thcrefore, 
as with ABCA1 mRNA leveis, the activation of primary 

mouse peritoneal macrophages hy, IFN-'y svas associated 
with a rapid decrease in ABCAI protein expreSSiofl. 

The kinetics of ABCAI mRNA and protein loss with 
IFN- treatment, as well as the dependence of this 
down-regulation on the Stati pathway necessitated 
studies to evaluate the kinetics of Stati phosphorylation 
and nuclear transiocation with IFN-7 activation. 
Accordingly, macrophages were incubated with IFN-'y - 
and at intervais hetween O and 45 mm, nuclear and cyto-

solic fractions were probed with antibodies against 
P-Statl. total Stati, and an irrelevant transcription íac-'-
tor ATF3 on Western blots. As demonstrated (Fig. 6).L 
IFN-y resulted in a rapid phosphorylation of Statl 
which was detected both in the nucleus and cytoso 
5 niin after cytokine addition. A further increase in 
amount oí' P-Statl detected in both cytosol and the n 
elcus was observed by 10 min with no additional


	

creases detected at subsequent time points. Ja contrasl	- 

to the IFN- I, - induced translocation of P-Statl, AT 
as a control, did foL demonstrate a similar IFN 
induced translocition. Therefore. tilo kinetics - ol' 
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Fig. 6. Sial 1 phosphorylation and nuclear transLocation :ducd fo 
¡FN-y. Macrophages were incubated ith LO nglmL ¡FN-y and al 1 

45 mio reOs were Lysed, and nuclear sud cytosolmc e\tracts ocre 
eLectrophoresed, nitrocellutose blotted. md prohed with polvclon:tI 
ir1ticr:m a gainsi StiO. P-Stmtl. and Ali-) Rerrc-cnm.mi\e blnt. n	3
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.-\ BC'\ 1 mcsalc ai'cLl pFOtCln degradatioii in 1 FN-y 

ac.1i\ ated microphagcs \\ere consisteni with ihe rapid 
phosphorvlation and transiocation oí' P-Stat 1 nito thc 

:ucle. 

Discussion 

IFN-y has been demonstrateci lo have a negative role 
in cholcsterol irnIlicking b y inhibiting cellular proccsses 

associated with reverse cholesterol transpon. Cholesterol 
esteriflcation, for example, is increased ni 1 FN-y treated 

foam celis by increased expression of ACAT while choles-
terol 27 hvdroxylase, lipoprotein upase, and apo E syn-
thesis and secretion are decreased [10,12,24]. Scavenger 
rcceptors including SR-A and CD36 have beco reponed 
lo be down-regu]aied in human and munine macrophages 
after 24-48 h incuhation vith IFN-y although these sanie 
receptors are increased by ¡FN-y iii vascular smooth 
muscle cells [8,12,25-27]. ¡FN-y has also been 
demonstrated tú down-regulate otlier lipoprolein recep-
tors Qn macrophages iii vitro including the LDL receptor 
related protein. LRP [28.29], the VI-DI-receptor [301 
and by inhibiling ligand-induced recycling of the 
La(a)/apo(af receptor [31]. 

Previcus studies froni this laboratory have reported 

thai IFN-y decreases cholesterol efflux. at least in part 
H\ its inhibitory etTects on ABCA-1 expression in murine 
macrophages and inacrophage derived foam cells [14]. 
--\BCAI down-regulation vas dependeni on Stati sig-
naling since similar effects were nol observed iii macro-
phages from Stati KO mice [22]. These effects were 
apparent in niacrophages stimulated with ¡FN-y for 
48 Ii. lo the present study, both ihe kinetics as well as 
i.Iie mechanism for this down-regulation were explored. 
Significant decreases in ABCA1 niessage were detected 
1 h following 1 FN-y addition and down-regulation was 
dependent on de novo protein synthesis. This rapid de-
crease iii ABCAI expression vas related lo post-iran-

scriptional regulation and involved ABCA 1 message 
destabilization. These effects were also demonstrable at 
t1e protein leve] with decreased ABCAI protein de-
tected by 3 h. The mechanism involved ni Ihis IFN-y 

mediated decrease in ABCA1 protein remains unknown. 
Preliniinary studies using lysosomal inhibitors including 

NH 40 and chioroquine and the proteasome inhibitors 
lactacystin and epoxornicin did nol inhibit the IFN-y-in-
duced decrease in ABCAI protein although in the latter 

siudies, total uhiquitinated protein detected by Western 
hlots was significantly increased (data nol shown). lo 
contrast lo these results, decreases in ABCA 1 protein iii-
duced by Cree cholesterol and unsaturated fatty acids oc-
cur throLlgh a proteasome dependent pathway [32,33]. 
ABCA1 protein degradation in the absence of inflam-
matorv stimuli has also heen reponed lo involve calpain 
recoczlutlon of a conser\ cd PEST proline. ulutamie acid.

serme, and threonine) sequcnce [34]. The inabi]itv in ihe 
present study lo inhibit 1 FN-y mediated dccreases in 

A BCA 1 protein cxprcssion with proteasomc inhibitors 
suggests thai IFN-y-induccd ABCA] protein degrada-

don occurs by, a proteasome independent pathway. 
¡FN-y has also hccn demonstrated tú down-regulatc 

Ltdditional membrane receptors not directly invoived iii 

lipoprotein trafficking by, post-transcriptionaf mccha-
nisrns with kinetics similar lo those observed jo the pres-
cnt study for ABC.A 1. Cheniokine receptors ineluding 

CCR2 Qn monocyte/macrophages [35.36], and CXCR4 
on monocytes and endothelial cells [36.37] represeni 
examples of genes for which ALT nich elemcni (ARE 
are present within the 3' untranslated region oí' thc 
mRNA and are rapidly down-regulated by lEN-y. Sil]]- 

ilar kinetics of message down-regulation by, lEN-y has 

also been observed in macrophage expnession of the pro-

to-oncogene c-fos as well as the KCIGRO chemokinc 

[38.39]. The down-regulation of c-ros ni phorbol ester 
stimulated murine peritoneal macrophages was detecied 
by 1 h and acrinomycin D experirnents demonstrated a 
faster decay rate foliowing IFN-y addition. However. 
whereas c-fos also has an ARE destahilization sequenee. 
a similar sequence is not present ini ABCAI. 

Down-regulation of ABCA 1 expression is not limited 
to lEN-y. LPS siiniulation of the RAW264.7 murine 
rnacrophage ccli une has a]so been reponted lo reduce 
ABCAI message [21]. These effects were observed hv 
6 h and whether rnessage dcstabilization was involved 
remains lo be determined. ABCAI decreases have also 
been observed hv stimuli not directly associated witli 
inflarnmatory responses. The THP-1 human monocyiic 

leukemic ccil une, for examplc, liad a 40 reduction in 

ABCA1 message by, 3.5 h and maximal reduction de-
tected by 16 h when incubated with the mevalonate 

metabolite geranylgeranyl pyrophosphate (GGPP 
These efficts of GGPP appear lo occur by antagonizing 
LXR without changing LXR ieve]s [40]. Unsaturated 
fatty acids and the ketone acetoacetate have been dem-
onstrated lo reduce ABCAI message and protein 

expression both ni HepG2 and RAW264.7 ccli lincs 

:41]. Transcriptional regulation, in this sludy, kvas dciii-
onstrated in RAW264.7 celis transfected with a 968 base 
pan human ABCA 1 promoter-luciferase construct and 
stimulated with 22-hydroxycho]estero¡ unid 9-ci,r-retinoic 
acid. Luciferase activity in the stimulated ceils vas re-
duced 50¼ and 80¼, respectively, by hnoieic acid aoci 

acetoacetate. Transcriptionai down-rcgulation of 
ABCAI has also been reported iii HepG2 ce]ls ano 
RA\V264.7 celis when transfected vith the zinc finecr 
transcriplion factor ZNF202m1 [42]. Fina]iy. ABCA u 
down-rcgu]ation has also beco reported in murine peri-
toneal macrophages. the RAV264.7 ccli une. and iii 
rHP-i as wel] as pnimarv human macrophages b y iii 
vitro treatmcnt with HMG CoA reductase inhibitor 
43.441. .\BC,-\ 1 niRNA vas redueed )It 3 Ii 'uid
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maximaily inhibited by 12 h with fluvastatin, an effect 
reversible by exogenous L-mevalonate [43]. The magni-
tLlde of ABCAI message reduction was greater than ex-
pected for the rnodest reduction in ABCA1 promoter 
activit\. Additional studies suggested that part of the 
statin effect on ABCA1 vas by inhibiting the synthesis 
of the oxysterol ligand 24(S).25-epoxycholesterol and 
hence compronhising the LXR stimulation of ABCAI 
transcription [44]. Therefore, depending on the nature 
of the stimulus, ABCAI down-regulation by inflamma-
tory and non-inflammatory stimuli is likely to involve 
hoth transcriptional and post -transcriptional regulation. 

In sumrnary. ihe current studies demonstrate that 
lFN-( mediatos the down-rcgulation of ABCAI vith 
kinetics consistent with the Stati dependence for this 
process. Down-regulation of ABCAI mRNA is through 
a protein synthesis dependent, post-transcriptional pro-
cess and is consisteni with the more general effect of 
II`N-,i on down-regulating macrophage receptors in-
volved in cholesterol trafficking. Clearly, the kinetics 
for ABCAI message and protein reduction by, IFN-' 

nccessitates a different perspective on ABCA1 reguhi-
tion, as a true "early response" gene to IFN-y and pre- 
sumablv to other intlammalorv mediators. 
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Abstract. Atherosclerosis is a chronic inilammatory disease 
of the vasculature with lesions developing in the arterial 
wall, frequently in the coronary and carotid arteries. The 
interaction between macrophages and lymphocytes within 
ihe atherosclerotic lesion microenvironment exemplifies a 
site where boih innate and adaptive immunity contribute 
towards disease progression. As gamma interferon (IFN-y), 
the ciassic macrophage activating factor, has been localized 
lo atherosclerotic lesions, this review will focus on its con-
tribution to plaque pathology and wili finaily consider how 
current therapies, as exemplitied by HMG CoA reductase 
inhibitors or statins, may impact this process beyond lipid 
lowering, in part by inhibiting IFN-y dependent processes. 
IFN-y sources within the atheroma as well as receptors, sig-
na!ing pathways and its effects on macrophages as weli as on 
vascular smooth muscle and endothelial cehis will be consid-
cred. Therapeutic interventions targeting molecular events 
associated with IFN-y signaling offer novel approaches (o 
the treatment of atherosclerosis. 

Introduction 

The atheroscierotic plaque represents a lesion that initiates 
early in life with monocyte infiltration across the luminal 
endothelium into the intima of the artery in response lo 
lipid and non-lipid niediators. Foam ccli formation, both 
macrophage and smooth muscle ccli (SMC) derived, matrix 
deposition, endothelial ccli damage, cholesterol clefts, ccl-
lular necrosis and lesional calcification can be observed with 
lesion progression [1-61. In advanced lesions, mural thrombi 
may be observed. Atherosclerotic lesions frequently localize 
Lo arterial sites characterized by arcas of turbulent blood flow 
[7. 81. usually at thc sites of bifurcatioris and curvatures re-
su!ting in decreased shear stress. The earliest lesion, ihe fatty, 

Corref?onde,u:e fo: S. 11. Zuckerman

streak is characterized by macrophage and rnacrophage de-
rived foam celis, as well as T celis and monocytes that have 
infiltrated across the endotheiial ]ayer due lo ccli surface 
changes associated with activation and resulting in leukocyte 
adhesion. Increases in ccli adhesion proteins as well as the 
release of chemokines promote mononuclear ccli infiltration. 
Migration of the SMC from the media across the internal 
elastic lamina and into the intima also occurs during the 
eariiest phases of the lesion and results in intima] thickening. 
SMC derived foam celis and proliferation. As this process 
continues the chronicity and exacerbation of the developing 
pathology is associated with macrophage and T ccli activa-
tion resulting in the elaboration of a multitude of mediators 
including growth factors, monokines, thromboxanes, tissue 
factor. coIony stimulating factors, chemokines, and IFN-'1' 
[9-121. The presence of oxidized iow density lipoproteins 
(LDL) further contributes Lo foam celis, both macrophage 
and SMC derived resulting in increased lipid retention and 
the formation of necrotic lipid cores [13, 141. The progres-
sion of (he fatty streak lo an intermediate and advanccd 
lesion is characterized by the presence of a fibrous cap. 
Advanced iesions can become unstable and rupture due lo a 
thinning or erosion of the fibrous cap. Erosion of the flbrous 
cap is often associated with macrophages aL the shoulder of 
the cap, which can release matrix metalioproteases (MMPs) 
contributing Lo plaque rupture, mural thrombosis and clini-
cally relevant events. 
The progression of the atherosclerotic plaque is character-
ized by an increasingly complex pathology, associated both 
with macrophage, T ccli, endothelia! and SMC activation, 
signiíicant cytokine elaboration and increased production 
of proteases and oxidized lipids, all of which contributes 
lo a chronic inflammatory state. An understanding of the 
central role of IFN-y in the pathology of the atherosclerotic 
plaque wi!l serve as the focus of this review. However, a 
brief consideration of IFN-y receptors and signahing is in 
order lo understand how IFN-y can contribute Lo plaque 
prog ress ion.
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1. IFN-y signaling 

A. Cellular sources 

117N-y, the classic macrophage-activating factor produced by 
lymphocytes enabling macrophage tumoricidal activity has 
been the subject of numerous reviews [15-18]. In addition 
to CD4 positive T helper celi type 1 (Thl) lymphocytes [19]. 
other ceil types reported to secrete IFN-y include cytotoxic 
CD8+ lymphocytes 1 20], activated macrophages [21], natural 
kilier (NK) celis [22], B cells [23], and vascular SMC [24]. 
However, within the context of the atherosclerotic plaque it 
is likely that Th 1 lymphocytes are the predorninant source 
of IFN-y. T celis have been reported to constitute between 
10-207c of the cdl population in advanced human plaques 
and accumulate at sites where plaquc rupture and thrombosis 
can occur [3. 25-281. Expression of IFN-y in atherosclerotic 
lesions from both clinical samples as well as in preclini-
cal rodent atherosclerosis rnodels has been demonstrated 
[25-28]. The proximity of macrophages with Thl cells and 
the elaboration of IL- 12 and IL- 18 by macrophages which 
can increase IFN-y production [21. 291 as wel] as the po-
tential for SMC derived [FN-y [24] insures multiple cellular 
sources for 1FN-y within ffie atherosclerotic plaque. 

B. Receptors and signaling pat hways 

IFN-y mediated cellular signaling involves binding of the 
IFN-y homodimer to the IFN-y receptor complex [30] and 
has been recently reviewed [17. 18]. The receptor, a mem-
ber of the class II cytokine receptor family consists of two 
90-kDa ligand binding chains, IFN-yRl associated with 
two 85-kDa non-ligand binding, signal transducing chains 
IFN-yR2. The receptor complex is assembled on the cellular 
surface and does not require ligand binding for Rl and R2 
association [31]. Neither receptor chain has intrinsic kinase 
activity and signal rransduction involves binding motifs on 
the intracellular domain of the Rl chain for Janus tyrosine 
kinase (Jak)1 [32] and for signal transducer and activator 
of transcription (Stat) 1. The R2 chain has an intracellular 
motif for Jak2 kinase binding. With LFN-y binding to the 
receptor complex, Jak2 is auto- phosphorylated and P-Jak2 
then trans-phosphorylates Jaki [33]. P-Jakl will then phos-
phorylate critical tyrosine residues on Rl (residue 440) that 
aliows a binding site for the SI-12 domain of Statl [34, 35]. 
The associated Statl dimer with the Rl chains results in 
its phosphorylation (tyrosine 701), likely through activated 
Jak2 [33]. Additional phosphorylation of Statl through 
phosphatidylinositol 3-kinase-AKT pathway on serme 727 
has also been observed and contributes to Statl dependent 
gene transcription [36]. The P-Statl dimer then dissociates 
from the receptor complex transiocates to the nucleus and 
hinds to IFN-y activation sequences (GAS) on relevant gene 
promoters [15, 181. 
In addition to Stati binding sites on IFN-y inducible promot-
ers. IFN-y signaling involves other transcriptional activating 
factors with distinct DNA binding sites. Amongst these 
trans-activating factors, the Interferon regulatory factors 
(IRF) are the best characterized and bind to an IRF-E con-
sensus site [37]. IRF-1, 8, and 9 promote transcription of a

subset of IFN-y inducible genes whereas IRF-2 antagonizes 
IRF-1 inducible genes by also binding to the IRF-E consen- 
sus site [38]. IRF-1 binding to IFN-y inducible genes oc-
curs at a promoter site distinct from Stati and cooperatively 
between these two transcription factors results in maximal 
induction of IFN-y inducible genes including gp9Vx 
subunit of NADPH oxidase [39], the class II transcription 
co-activator (CIITA) by binding to promoter IV [40], the 
transporter associated with antigen processing (TAP)-1 and 
low-molecular-rnass protein (LMP)-2 genes also associated 
with antigen presentation [411. IRF-1 itself is induced by 
IFN-y and is Statl dependent. A further understanding of 
the role of IRF-1 in IFN-y inducible gene transcription has 
been obtained in studies with IRF-1 knockout (KO) mice. 
IFN-y induction of cyclooxygenase-2 gene transcription in 
macrophages was inhibited in macrophages from IRF- 1 Ko 
mice [42]. A similar result was demonstrated in the loss cf 
IFN-'j induction of cathepsin 5 in bone marrow cells from 
IRF-1 KO mice [43]. IFN-y inducible genes associated with 
feedback regulation such as Suppressors of Cytokine Signal-
ing (SOCS)-1 also show diminished induction in embryonal 
flbroblasts from IRF-1 KO mice [44]. IRF-1 is also able to 
interact with other transcription factors beyond Statl to pro-
mote IFN-y inducible gene transcription including IRF-8 in 
the induction of inducible nitric oxide synthase (¡NOS) in 
RAW 264.7 celis [451 and with C/E13PP to form a complex 
for promoter stimulation of the IL-18 binding protein [46]. 
Whereas Statl phosphorylation and nuclear transiocation 
plays an important role in IFN-y gene activation or repres-
sion, studies with Stati KO mice have revealed that IFN-y 
can also activate a subser of genes through non Stati depend-
cnt pathways [47-49]. Mouse embryo fibroblasts from Stai 1 
KO mice, for example, respond to IFN-y through Stat3 phos-
phorylation and will result in transcriptional activation of 
genes including SOCS-3, Fas. C/EBP [50, 51] that usually 
respond to IFN-y via Stat 1. Transcriptional profihing of mac-
rophages [47] arid mouse embryo fibroblasts [48] froni wi]d 
type as well as Stati KO mice revealed a complex profile of 
IFN-y regulated genes that were independent of Stati signal-
ing. Genes such as macrophage inflammatory protein (MIP)-
la, MIP- l, monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1) were 
induced, or as observed for CXCR4 down-regulated in both 
Statl wild type and KO macrophages. Other genes such as 
arginase and IL-1f3 however, were induced only in Stati KO 
macrophages. Of interest was that while Statl independ-
cnt, these gene changes were not observed in macrophages 
derived from Jakl KO mice [47]. The expression of a total 
of 150 genes were either induced or inhibited in response i:o 
IFN-y in the Stati KO macrophages. Similar studies wiih 
mouse embryo fibroblasts from wild type asid Stati KO mice 
also demonstrated Statl independent gene regulation includ-
ing transcription factors such as EGR-1 and 2, c-Jun, as well 
as the cytokines MIP- la, osteopontin. PDGF-a and MCP- 1 
[48, 49]. 
While IFN-y signaling is well understood through the Jak-
Stat pathway, IFN-y can activate other signaling pathways 
including the MAP kinases. Src and ERKs [17, 49-521. 
IFN-y also activates IKB kinase, (IKK) and in studies with 
mouse embryo fibroblasts from IKK alpha and beta KOs, a 
significant number of 117N-y stimulated genes were no longer 
induced although enhanced Statl transcription was obsened
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[531- Indeed, a cytokine as central to innate immunity as 
TFN-y would likely have evolved multiple signaling path-
ways to insure hosL survival. 
Negative regulation of IFN-y signaling is mediated by in-
duction of SOCS proteins, primarily SOCS-1 as well as by 
Src homology 2-domain containing protein tyrosine phos-
phatases (Shp) including Shp-1 and 2 [54, 551. Both mecha-
nisms result in an inhibition of Stati signaling and mouse 
modeis where either SOCS-1 or Shp-1 are deleted are char-
acterized by severe systemic inflammatory responses [56, 
571. SOCS-1 binds lo and inhibits Jak2 kinase activity [581 
and might also serve lo target Jak2 for proteasomal degrada-
tion 159, 601. SOCS-1 may interact directly with Jak2 after 
docking with the IFN-yRl subunit as mutation of tyrosine 
441 on the lFN-''R1 chain blocked the ability of SOCS-1 
to bind to the Rl-Jak2 complex and inhibit Statl activation 
[6 1 ] . Clearly, the rapid induction of SOCS-1 by IFN-' would 
serve as a tightly linked negative feedback mechanism lo 
]¡mil IFN-y induced cellular activation. 
The role of protein tyrosine phosphatases in inhibiting IFN-' 
signal transduction has a]so been reported. Shp-2, for exam-
pie, has heen demonstrated lo bind directly lo IFN-'RI and 
inhibit Stati activation [621. While it appeared in this study 
that Shp-2 did not directly modulate the level of tyrosine 
phosphorylation of IFN-yRl, the level of Jaki phosphor-
ylation was increased in Shp-2 negative cells. In addition, 
a distinct mechanism that may contribute to inhibiting Stati 
signaling is the protein inhibitor of Statl (PIAS-1), which 
directly binds lo Stati and inhibits the association of the 
Stati dimer with DNA [63]. Therefore, both induction of 
SOCS protein expression and inhibiting Siali phosphoryla-
tion rcpresern feedback mechanisms lo inhibit expression of 
a subset of IFN-y inducible genes. Whereas IFN-y induces 
SOCS-I, 2, and 3 gene expression, it appears that SOCS-1 
is a more potent irihibitor of Stati signaling than SOCS-3 
with SOCS-2 not having any effect on IFN-'( induced Stati 
phosphorylation [64, 651. 
Inhibition of IFN-y signaling by cytokines associated with 
Th2 celis including IL-4 and IL-lO also represents a mecha-
nism to limit the inflammatory process. IL-10 treatment of 
human peripheral blood monocytes prior lo IFN-y stimula-
tion, for example, inhibited the induction of ICAM- 1 and the 
chemokine inducible protein-10 (IP-10) while not inhibiting 
the 1FN-' induction of IRF-1 [66] . These effects occurred 
both by, inhibiting Stat 1 phosphorylation as well as by induc-
ing SOCS-3 expression. 
The relative contributions of SOCS-1, SOCS-3, Shp-l. 
Shp-2 and PIAS- 1 in inhibiting IFN-y rnediated athero-
sclerotic lesion progression within the microenvironment 
of the plaque remains unclear and will likely be determined 
by the relative balance between pro and anti-inflammatory 
cytoki oes. Finaily, while IFN-y signaling is through its inter-
action with high affinity, receptors. IFN-y can also bind, with 
lower affinity, lo chondroitin sulfate proteoglycans in gen-
eral and CD44 in specific on human vascular SMC [67. 681. 
This interaction although not unique to IFN-y could serve as 
a inechanism within the atherosclerotic lesion to both retain 
and position IFN-y lo bind lo the higher affinity receptor 
complex and also possibly aliowing higher cellular leveis of 
IFN-'( within the lesion than wouicl be expected in the fluid 
phasc. The interplay hetween both high afflnity receptors

and lower affinity proteoglycan interactions, coupled with 
Stati dependent and independent signaling offers a potential 
for specificity within the lesion microenvironment for ihe 
cellular responses to 117N-y. 

II. IFN-y effects at the ceilular leve¡ 

The number of genes regulated by IFN-y through Stat 1 de-
pendent or independent pathways is in excess of 500 [ 15 ] . In 
reviewing the in vitro effects of IFN-y on gene expression 
in endothelial celis, macrophages and SMC, as the key non-
lymphoid cellular components of the atherosclerotic plaque. 
there are clear examples of hoth IFN-y mediated decreases 
(Table 1) and mercases (Table 2) jo gene expression with di-
rect relevance lo plaque homeostasis. The spectrum of genes 
regulated by IFN-y includes ce!l surface markers and recep-
tors, proteases. matrix proteins, secreted mediators, upases, 
oxidases as well as intracellular enzymes and transcription 
factors, These changes in gene expression will be consid-
ered as two functional classes, namely those associated with 
direct effects on cholesterol or lipid trafficking within the 
atherosclerotic lesion and those more directly associated 
with non-lipid, inflammatory processes. It should be noted 
however, that this classification is artificial with clear exam-
pies of gene changcs such as those observed for scavenger 
receptors that in addition lo effecting the uptake of modified 
LDL will also serve as receptors for other ligands includ-
ing apoptotic celis and in the case of the scavenger receptor 
that binds phosphatidylserine and oxidized lipoprotein (SR-
PSOX), also is the chemokine CXCL16 [69, 701. 

A. !FN-y effects on cholesterol and lipid trafficking 

IFN-y down-regulates receptors involved in the uptake of 
modified LDL particles as well as receptors involved in 
reverse cholesterol transport (Table 1). Scavenger receptors 
including SR-A and CD36 are decreased in macrophages 
by in vitro treatment with [FN-y [71-74]. The reductions in 
both CD36 protein and message were reponed for human 
monocyte derived macrophages as well as murine peritoneal 
macrophages. As these receptors are not down regulated by 
exogenous cholesterol the results would suggest that IFN-y 
should reduce foam cell formation by reducing scavenger 
receptor exprcssion and hence the overali number of foani 
celis within the atherosclerotic plaque. However, in contrast 
lo the effects of IFN-y on down-regulating SR-A and CD36. 
a potential IFN-y activation site has been reponed in the 
SR-A promoter [74] and SR-A has been reponed to be up-
regulated by [FN-y in human monocyte and vascular SMC 
cultures [69, 74, 751. Therefore, it is possible that IFN-y 
may, based on modulation of scavenger receptors, increase 
the amount of SMC derived foam celis at the expense of 
macrophage derived foam celis. 
In contrast lo the down-regulation of scavenger receptors 
SR-A and CD36. IFN-y increased the expression of SR-
PSOX in human monocytes and in THP-1 cells, both at the 
protein and inRNA leveis [701. A similar effect was observed 
in IFN-y treated apolipoprotein (apo) E KO mice where in-
creased macrophage expression of SR-PSOX was detected
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Table 1. Atherosclerosis relevant 
genes down-regulatcd by lFN-,'. Gene Celi type Reference 

.ABCAI Mouse macrophages [821 

Apo E Mouse and human macrophages 178, 85. 86] 

Cholesterol 27-hydroxylase THP- 1 cdl line, human endothelial cells [8]	871 

CD36 Mouse, human macrophages [72, 731 

VLDL receptor TJIP- 1 [79] 

Lipoprolein upase Human macrophages [78. 841 

LDL- rece ptor- re] ated protein Human macrophages. RAW cdl line [76-78] 

Lp[a]/apo[a[ Mouse, human macrophages [80] 

Lvsvl oxidase Rat aortic SMC [1281 

Collagen type VIII Human macrophages [147] 

u -actin Human SMC [129] 

Collagcns 1 & 11] Human SMC [127] 

AT-la receptor RatSMC [123] 

MMP-9 TNF induced human macrophages [143] 

1	-LO IL-4 induced human monocytes [156] 

c-rn yc RatSMC [124] 

BLTI Human monocvtes [1511 

CCR2 Human monocytes. THP-1 [151-153 

CXCR4 Human monocytes, endothelial cells. [153, I55 

E and P selectins Cytokine induced human endothelial cells [105] 

Cathepsín L Murine macrophages [142] 

SR-A Human macrophages 171,741 

PECAM-I Human. hovine endothelial ecOs [1061

in niacrophages localized lo atheroc]erotic lesions [701. 
Similar 10 the effects on macrophages, IFN-y also increased 
SR-PSOX mRNA and protein expression in human aortic 
SMC [69]. Up-regu]ation of this scavenger receptor would 
provide a mechanism for the continued uptake of oxidized 
LDL by macrophages while ot.her scavenger receptors were 
down regulated by IFN-y. 
IFN-y also down regulates other lipoprotein receptors on 
macrophages in vitro that could impact foam celi formation. 
Specifically, the LDL receptor (LDL.R) related protein was 
decreased in both murine macrophage celi unes arid human 
rnacrophages by IFN-y [76-78]. Similar IFN-y effects were 
observed for the VI-DI- receptor in phorbol ester stimulated 
THP-1 and HL60 human macrophage ceil unes and in mac-
rophage derived foam celis, but not in human monocytes 
[ 79 ] . In a distinct process. IFN-y reduces Lpa(a)/apo(a) 
receptor expression by inhibiting ligand-induced receptor 
recycling [80]. IFN-'1' also decreases cholesterol efflux and 
ABCA 1 expression in murine rnacrophages and macrophage 
derived foam cells and cholesterol efflux in THP-1 celis 
[81, 821. This effect on munne macrophages was deperid-
ent on Statl signaling as IFN-y induced down-regulation of 
ABCA1 was not observed in macrophages from Stati KO 
mice while IFN-'y induced IL-6 secretion remained intact 
[ 8 3] . Therefore, many receptors involved in cholesterol traf -
ficking within the foam ceil are down regulated by IFN-y in 
macrophagcs although there can be different outcomes when 
evaluating these sarne receptors on vascular SMC.

IFN-' also decreases macrophage svnthesis of lipoprotein 
upase (LPL) [78. 841, apo E [78. 85, 861 macrophagc ami 
human aortic endothelial celI synthesis of cholesterol 27-
hydroxylase [81, 871 and yet increases thc synthesis cf 
acyl-CoA: cholesterol-O-acyltransferase (ACAT) [73, 8 SI 
and the secretion of group hA secretory phospholipase A, 
(s-PLA 2 ), by macrophages and human arterial SMC [89. 
901. The decreased synthesis and secretion of LPL and apo 
E could result in reduced LDL and VI-DI, clearance from the 
circulation or lesion whilc the increased secretion of s-PIA 
could contribute to LDL modification and divert clearanee 
of these particles from the LDLR to scavenger receptor. 
The decreased synthesis of 27-hydroxylase could reduce 
clearance of cholesterol from foam cel]s as 27-hydroxylc-
tion represents the first step in extrahepatic cholestero] me-
tabolism (87]. Finally, IFN-'( stimulated increases in ACAT 
activity and expression in macrophages would be expected lo 
promote cholesterol storage by increasing cholesterol estcr 
content within the macrophage derived foam ccl] [73, 881. 
The overail picture then that emerges from ihe effects cf 
LEN-y on cholesterol and lipoprotein trafflcking, Iargely 
based on in vitro studies of macrophages and macrophage 
derived foam celis, is a disruption or inhibition of reverse 
cholesterol transport. It would be anticipated that the reduc-
tions in ABCAI and cholesterol 27 hydroxylase expression 
with increased ACAT expression could explain the net 
overali reduction in cholesterol efflux in IFN-y stimulated 
macrophage derived foam cells [73, 81, 821, These effecs, 
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Table 2. Atherosclerosis relevant 
gcncs up-rcgulated by 117N-y. Gene CelI type Reference 

Class II antigen SMC, endothelial celis, macrophages [91. 93. 961 

Tissue factor Human macrophages, endotheiial cells [1171 

SR-PSOX Human monocytes, THP-1, SMC [69. 701 

ACAT Human and murine macrophages [73. 88) 

ICAM-1, sICAM Human SMC, endothelial cells [ECV304] 1132. 135. 
186] 

CD40 Human endothelia] cells. SMC, macrophages [112-1141 

CD40 ligand Human endothelial cel]s. SMC. macrophages [112) 

HMGB 1 Human monocytes. THP-1 [149] 

sPLA Group HA Human aortic SMC (89.901 

Fas Human endothelial cells [116] 

MMP-1 Human macrophages [143. 1471 

VCAM-1 Human SMC [1361 

¡NOS Murine macrophages [15. 16.451 

a5[ 1 integrin Human vascular SMC 1134] 

2;5'Oligoadenylate synihetase Human vascular SMC [1211 

IL-l8Ru IL-l]3 orTNFct stimulated human endothelial, SMC [24] 

Fractaikine IL-1	orTNFustimulated human endothelial, SMC. [108.	1311 

GTP-cyclohydro]ase 1, tetrahydrobiopterin TNF stimulated human endothelial cetis [118] 

IP-10, MIG, I-TAC Human endotheliai. macrophages. SMC 11091 

Indoleamine 2,3-dioxvgenase Human SMC [140. 141] 

Cathepsin 5 Human SMC, mouse niacrophages [142] 

PI)GF-P receptor Porcine vascular SMC [137) 

SR-A Human, rabbit vascular SMC, human monocytes [69. 74. 75] 

C;p9L Ph0 ' Human U937 macrophage ccli line [39] 

MCP-1 Human macrophages, endoihehal cells [158. 1591

in addition lo the down-regulation of scavenger receptors in-
cluding SR-A and CD3E, would likely reduce the clearance 
o] modified lipoprotein particles generated by 1FN-' stimu-
Iated oxidases, upases and other processes which would 
increase lipoprotein rnodification. To what extent increases 
in other scavenger recepors including SR-PSOX wili coro-
pensate for the more general observation of scavenger recep-
tor down-regulation within the milieu of the atherosclerotic 
lesion remains lo be determined. Thus, in considering the cf-
fects of 1FN-'' on the key cdl types within the atherosc!erotic 
lesion the overa!] impact would be lo promote retention of 
cholesterol and modified lipoproteins and hence contribute 
towards piaque progrcsstorl. 

B. 1íN-' e/fi'cts (Sil 'eiIe chan ges assa(iated u,rh 
i,fla,n,naxion 

In distinction to the decreases in membrane receptor ex-
pression involved in lipid trafficking. IFN-? has a more 
consistent pattern of up-regulating membrane receptors and 
secretory products associaied with inflammatory responses 
jable 2). IFN-' effects on endothelial, vascular SMC and 
rnonocyte-macrophages as well as foam cel!s will increase 
Thl irnmune responses via up-regu!ation of class 1 and 11

antigens and increase monocyte and lymphocyie intiltratiori 
mio ihe vascular lesion via mercases in chemokines and 
surface adhesion molecules. IFN-y also increases protease 
expression and decreases matrix protein synthesis consist-
cnt with plaque destabilization. Specific examples of each of 
these effects at the cellular leve¡ are considered further. 
IFN-' has been demonstrated lo increase c!ass II antigen 
expression on SMC as well as in more classic imrnune ccli 
types including dendritic ce]ls, B !ymphocytes and mono- 
cytes-macrophages [91-93]. IFN-'y also increases other com- 
ponents involved in antigen presentation including cathepsm 
S. TAP, and LMP proteasome subunits and thus can contrib-
ute Lo the progression of atherosc!erosis by the recognition of 
autoantigens. To this exteni T cells from human plaque rec-
ognizing oxidized LDL as an autoantigen [94] and antibodies 
a gainst oxidized LDL have been reported in atherosclerotic 
patients [95 ] . Therefore, in ihe context of antigen presenta-
lion, IFN-'' expression within ihe atherosclerotic lesion is 
!ike!y lo contribute Lo adaptive immunity by up-regulating 
both c]ass 1 and II antigens and other components required 
for antigen presentation by classic antigen presenting celis 
including monocyte-macrophages and dendritic celis as well 
as by non c!assic antigen presenting celis such as endothclial 
[96-981 and vascular SMC 191, 921. IFN-'' effects on anti- 
gen presentation by endothelial celis include up-reguiation 
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of hoth class 1 and class II antigens, the increased synthesis 
of the LMP7 proteasome subunit, and increased synthesis of 
the TAP-1 and TAP-2 transporters [96-1011. These in vitro 
cffects provide a rationale for IFN-' playing a role in adap-
tive immunity by increasing antigen presentation to the ap-
propriate T cells by the endotheiial and vascular SMC. 
1FN-y effects on endothelial celis can largeiy be considered 
in the context of promoting endothelial ccli pro-inflamrna-
tory changes. Endothelial ceiis are highiy sensitive to IFN-'' 
11011 and this mav be related to a possible deficiency in 
Shp-i expression 11021. Whereas class 1 antigen, TAP-1. 
and IRF-1 are sensitíve to IFN-' 1' and Stati dependent, Stati 
activation alone, by a different cytokine. oncostatin Nl, failed 
to increase expression of these same genes [1011. These on-
costatin M results suggest that Stati signaling is necessary 
hut not sufficient for a subset of IFN-y inducible genes in 
endothelia! celis. 
Ccii surface changes induced by IFN-y largely promote 
mononuclear ccli inifitration across the endothelial layer 
through induction of cellular adhesion molecules including 
ICAM and VCAM- 11103—! 051. lnterestingly. IFN-'( has also 
been reported to inhibit the induction of E and P selectins on 
human endoiheliai ceiis, an effect which could impact neu-
trophii recruitnient 11051 and by message destabilization, the 
constitutive expression of piateiet endotheliai ccii adhesion 
moiecule-1 (PECAM-1) [106]. IFN-y mercases endothelial 
ccli synthcsis of chemokines including MCP-i [1071, frac-
taikine [108] as weii as IP-10, monokine induced by IFN-'' 
(MIG}, and IFN-inducible T-cell a—chemoattractant (1-TAC) 
11091. Binding of these iatterthree chemokines to theCXCR3 
receptor on T ceiis within atherosclerotic lesions further con-
tributes to ihe accuniulation of activated Thl celis. Inhibiting 
MCP-1 signaiing through CCR2 KO or enhancing signaling 
through MCP-1 infusion will mitigate or exacerbate lesion 
cicvelopment respectiveiy in apo E KO mice 1110. lii]. 
In addition to inducing secretion of chemokines and in-
creasing endotheiiai ccii surface adhesion molecuies, IFN-y 
mercases the expression of both CD40 and CD40 ligand on 
cndothelial cells [112, 1131. The co-expression of CD40 
ligand and receptor on endothelial as weil as on SMC 
and macrophages provides additional understanding as to 
how IFN ^1 can exacerbate an inflammatory response and 
promote plaque instability through activation of the CD40-
CD40L axis [112-114]. 
Endotheiiai function can also he inodulated by IFN-'1 
ihrough the induction of additional membrane components 
including the iL-18 receptor, Fas antigen and tissue factor 
[24, 115-117]. [L- 18 binding to endotheiial celis via the IL-
1 8 receptor will result in increased expression of ICAM- 1 
and VCAM- 1 providing additional stimuli to mercase mono-
nuclear ccli interactions with the endothelium [24, 115], Fas 
cxpression on endoihelial celis but not on vascular SMC has 
been reported to mercase foilowing IFN-y activation [1161. 
While these changes in endotheiial ceiis wouid be consistent 
with a destabiiization of the atherosclerotic plaque, the cf-
fects of IFN-y on endothelial eNOS and tetrahydrobiopterin 
(BH4) ieveis via effects on GTP cyclohydrolase E are Iess 
obvious in their pathoiogic implications. GTP cyciohydro-
lase 1 is the first enzyme in the de novo synthesis of BH4 
and has been reponed to be induced by, IFN-y 1118, 1191 
with synergistic induction reponed in combining IFN-y with

TNF or [L-lft This is associated with mercases in ceiluiar 
BH4 levels and occurs through che Jak-Stat pathway. As 
BH4 leveis are important in eNOS activity it would appear 
that IFN-' could improve endothelial function by increas-
ing GTP cyclohydroiase 1. (he rate limiting enzyme for 
BH4 synthesis. However, apo E KO mice crossed with an 
eNOS over-expressing transgenic under ihe control of tha 
preproendothelin- 1 promoter had increased atheroscleroiie 
lesions when compared to the apo E controls 11201. Whi]e 
eNOS was over-expressed it appeared thai the over-expres-
sion resulted in eNOS dysfunction and superoxide gcnera-
tion. Infusion of BH4 reduced lesion size back to thai oh-
served in the apo E KO parent [1201. In summary, whiie the 
overali effect of IFN-y on endothelial celis remains one cl_ 
ee!! ular activation and plaque destabili zation by promoting 
procoagulant surface changes, increased adhesion molecule 
expression and secretion of inflammatory mediaiors, there 
are likely to be endothelial responses induced by, IFN-y thai 
may counteract these inflammatory changes. Whether ihe in-
crease in GTP cyclohydrolase lis such an example remains 
to be determined. 
1FN-' effects on vascular SMC are similar to those observed 
for endotheliai celis. These effects are considered in the con-
text of the role of the vascular SMC in matnix depositiori. 
and as a ccii that within the lesion contributes both secretory 
mediators and ccli surface receptors involved in plaque pr: .

-gression. Intimal SMC proliferation and foam ccli formation 
in atherosclerotic lesions renders ihis ccli type a major celij-
lar componeni of the atherosclerotic piaque. 1FN-,í has hoth 
anti-proliferative and pro-apoptotic effects on SMC in vitro 
[91. 121, 122 1 . IFN-y, forexample, decreases the expression 
of the angiotensin type la receptor for angiotensin II [1231. 
and c-m)c expression in SMC [124] as well as in human bh-
rosarcoma cells [125] and in CSF-1 induced murine macrc-
phage lines [126]. As angiotensin II stimulates vascular ccli 
proliferation, the IFN-y mediated decrease in this receptor 
could iirnit SMC proliferation. 
In addition to having anti-proliferative effects. IFN-'( etfecis 
in vitro on SMC would be consistent with piaque destabíliza-
tion by inhibiting rnatrix formation or increasing matnx deg-
radation. Decreases in both basal and transforming growth 
factor beta (TGF) induced synthesis of collagen types 1 and 
III have been reponed in IFN-y stimulated human vascular 
SMC [127]. IFN-y also down-regulates, by both transcrip-
tionai and post-transcriptional processes, the expression of 

lysyl oxidase. an enzyrne invoived in the extracellular cros-
linking of elastin and coilagen in rat aortic SMC [128] as 
weii as aipha-smooth muscie actin 11291. A decrease in ma-
mix cross-links wouid be anticipated to weaken the fihrocs 
cap of an atheroscierotic lesion. IFN-y aiso mercases inc 
secretion of cathepsin S in human SMC resulting in eiastin 
degradarion [130], Therefore TFN-'( cffects on SMC wouid 
result in both a dccrease in matrix synthcsis and an mercase 
in degradation through protease(s) induction. 
¡FN-y also mercases the secretion of chemokines includ-
ing CXCL16 (SR-PSOX) [69], IP-10 [108]. and fractaikine 
[1311. as weli as the secretion of sPLA 2 —group hA [ 89 ], sol-
uble ICAM- 1 [132], and the secretion of the vasoconstrictor 
endothelmn-i, ET-1 [133], in vascular SMC. These mercases 
in cheinokines and other mediators coupled with mercases in 
surface expression ofclass II antmgen [91], the fibronecun re-



Vol. 54, 2005	Gamma interferon role in atherosclerosis
	

!IIII 

ceptor alpha5 beta 1 integrin [134]. ICAM-1 [135]. V-CAM 

E 1361, C13401- [112] and PDGF receptors [137] would be 
consistent with plaque progression. However, as with the in 
vitro endoihelial studies, IFN-y effects on vascular SMC can, 
jo sorne instances, be considered vascular protective. IFN-V, 
for example up-regulates extracellular superoxide dismutase 
as wel] as the expression of mitochondrial manganese su-
peroxide dismutase [138]. Increased superoxide dismutase 
activity could limit tissue damage mediated by superoxide 
radicais. In a separate study, human vascular SMC secretion 
o! GM-CSF and G-CSF induced by IL-1 was inhibited by 
IFN-'( [139]. In view of the stirnulatory effects of GM-CSF 
un macrophage effector functions, reduced expression of 
GM-CSF, ifdemonstrable by IFN-y in vivo, could also have 
a vascular protective effect. Finaily, IFN-y induces the ex-
pression of indoleamine 2, 3-dioxygenase (IDO) in vascular 
SMC [140, 1411. A link between increased IDO activity and 
persistence of Chlamydia pneurnoniae due to reduced leveis 
of tryptophan. as well as the continued interest in the rela-
tionship bctween Chiarnydial infections and athcrosclerotic 
disease offer an additional perspective as to how IFN-y cf-
tects on vascular SMC can influence plaque progression. 
IFN-y effecis on macrophages have been extensive]y re-
viewed [16, 181 and will not be covered in any depth. ¡FN-y 
stimulatory effects on antigen presentation by macrophages 
include class 1 and class II antigen up-regulation, induction 
of TAP-1 and LMP2 for class 1 antigen processing [41] as 
well as induction of cathepsin S for processing the invari-
ant chain associated with class II antigen presentation [142]. 
However, while increasing cathepsin S expression, other 
proteases including cathepsin L and MMP-9 induction were 
inhibited b y [FN-y [142, 143]. In contrast to the general cf-
fects of IFN-y on promoting plaque instability, the decrease 
in TNF induced MMP-9 by ¡FN-y would suggest a possibie 
positive effect on plaque stability. 
¡FN-y has been reported to increase ihe synthesis of neopter-
jo and 7, 8 dihydroneopterin in human macrophages which 
can promote LDL oxidation [144]. IFN-y, through Statl and 
LRF-1 dependent signaling can also increase macrophage 
mediated oxidani injury by inducing the gp910 subunit of 
the NADPH oxidase [391. The ability Lo promote increased 
LDL oxidation coupled with the increase in SR-PSOX may 
provide a mechanism for oxidized LDL clearance within the 
atherosclerotic lesion [70] but this must be viewcd relative to 
the down-regulation of other scavenger receptors by IFN-'1 
as previously discussed. Possibly relevant to the effects on 
scavenger receptors. 117N-y inhibits thc increased clearance 
of apoptotic cells by macrophages that are induced in vitro 
hv glucocorticoids such as dexamethasone [145]. Whether 
ihis is through IFN-y mediated scavenger receptor down-
regulation remains to be determined. 
IFN-y has also beco reported to decrease the expression of in-
sulin like growth factor 1, (IGF-1) lo IL-4 stimulated mouse 
macrophages through a Stati dependent pathway [146]. As 
IGF- 1 is involved in types 1 and III collagen synthesis this 

ould provide further examples for ¡FN-y in decreasing ma-
trix synthesis by regulating macrophage IGF-1 producuon. 
Additional studies have dernonstrated that synthesis of type 
VIII collagen by human rnacrophages was reduced by ¡FN-y 
1471 thus providing further support for the role of IFN-y in 

plaque destabilization.

In distinction to the decrease in IGF-1 synthesis, ¡FN-y 
increases expression of the ubiquitous, high mobility group 
box 1 (HMGB 1) prorein [148, 1491. HMGB ¡ is a non-histone 
chromatin associated protein that can also be detected in the 
cytoplasm of activated inacrophages and released through a 
non-signal peptide dependent pathway. HMGB 1 has heen de-
tected primarily in macrophages but also in endotheiial celis 
and sorne intima¡ SMC within atherosclerotic lesions [149]. 
The rnost intense staining was observed adjacent to necrotic 
cores within the atherosclerotic Iesions. Increased expression 
of HMGB 1 was reported foliowing ¡FN-y treatrnent of THP-
1 cells and primary monocytes [148, 1491. These increases in 
HMGB 1 were inhibited in part by P13 kinase or JAK2 kinase 
inhibitors or by TNF neutralization [148, 149]. HMGBI 
mercases NK ccli production of IFN-y when NK celis are 
cocultured with IL-1 or IL-12 [150]. While remaining an in 
vitro observation, it does suggest that within the atheroscie-
rotic plaque IFN-y may mercase macrophage production of 
HMGB 1 resulting in further production of [FN-y by NK celis 
and possibly other ceil types through a cytokirie loop distinct 
from the more classic macrophage derived monokines. 
Whereas, most of the IFN-y effects on monocytes and 
macrophages are pro-inflammatory. IFN-y down-regulates 
expression of the high affinity leukotriene B 4 receptor. BLT1 
[151], the CCR2 receptor for MCP-1 [15 1-1531, CXCR4 
on monocytes [153. 1541 and endothelial celis [155], 15-
lipoxygenase expression in !L-4 stiniulated monocytes 
[156], as weil as C13163, a scavenger receptor recognizing 
hernoglobin-haptoglobin complexes [157]. The down-regu-
lation of both BLT1 and CCR2 messages was detected 4 
hrs after IFN-y addition and was associated with a reduc-
tion in eclI surface receptor expression. In distinction to the 
down-regulation of BLT 1, CCR2 and CXCR4, IFN-y did noÉ 
reduce the expression of other chemokine receptors includ-
ing CCRI. CCR3. CCR4. or CCR5 [153]. The reduction lo 
surface expression of BLT1 and CCR2 resulted in a loss in 
the monocyte chemotactic response to LTB 4 and MCP- 1 
respectively. Therefore, while inducing MCP-1 in human 
monocytes and endoihelial cells [107, 158, 1591, this pro-
inflarnmatory response elicited by IFN-y may be blunted by 
CCR2 down-regulation. 
Finally, the demonstration that the apo E KO mouse crossed 
with the BLT 1 KO had reduced atherosclerotic Iesions rda-
tive to the apo E KO parent [1601 as well as earlier studies 
in the apo E KO using an LTB 4 receptor antagonist [1611 
would suggest a protective role of IFN-y by, down-regulat-
ing the BLTI receptor. Similar genetic crosses between the 
apo E KO and the CCR2 KO aiso revealed reductions in 
atherosclerotic lesions [110, 162] suggesting that IFN-y, by 
down-regulating BLTI and CCR2 receptors, may in certain 
instances reduce lesion progression. However, it has not yct 
beco determined whether IFN-y induces a similar reduction 
of these receptors jo vivo. 

III. IFN-'' effects in preciinical cardiovascular 
disease modeis 

IFN-y jo addition tu its role in atherosclerotic disease has 
aiso been directly linked to other forrns of cardiovascular dis-
case (Table 3) including a detri mental role in post- transplant
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T'able 3. in in o effects of 1FN-' ni pre-cl ¡ni cal cardiovascular disease 
modeis. 

Niodel	 Lesion Severity	Reference 

IFN-yR KO x apo E KO Decreased [1691 

FN-y KO x LDLR KO Decreased [1701 

lEN-y infusion mio apo E KO Increased [1711 

Cardiac allograft mio ÍFN-y KO Decreased [165, 1661 

Human arterial graft-SCID mice. Decreased [163. 1641 
FN-y neutralized 

l'orcine or human graft-SCID mice. Increased [1 371 
lEN-y infusion 

CaC1 jnduced aortic aneurvsm in Decreascd 11671 
lEN-y KO 

Aortic allograft induceci aneurysm in Increased [168] 
IFN-%,R KO

craft arteriosclerosis [137, 163-1661 as wc]l as in abdominal 
aortic aneurysm [167, 1681. The contribution of IFN-y ro 
atherosclerotic plaque progression has heen demonstrated 
in both the apo E and LDLR KO mouse models [169, 170]. 
Apo E KO mice lacking the IFN-yR for example, had a 60% 
reduction in lesion lipid content, an overa!l decrease in le-
ion size and cellularity, and an increase in lesion collagen 

[169]. In view of the effects of IFN-y on lipid trafficking, 
chemokines and irs negative effect on collagen synthesis 
(Tables 1. 2), these in vivo effects were consistent with the in 
vitro results. However. an increase in phospho!ipidlapo A-IV 
particles was also observed which would have an atheropro-
tective effect. Thus to what extent the decrease in lesions 
relative ro the apo E KO parent was due ro anti-inflammatory 
effects within the lesion versus systemic effects via plasma 
lipoprolein modulation could not be dissected. Similar re-
ductions in !esions were also observed when LDLR KO mice 
were crossed with IFN-y KO mice [170]. In this study, the 
absence of [FN-y did not affect serum lipoproteins or choles-
ierol but did significanrly reduce lesion size compared to ihe 
LDLR KO parent. There were fewer macrophages and SMC 
within the lesion after 8 weeks on diet bur this effect was flor 
apparent by 20 weeks. Toral lesion size at the aortic arch was 
reduced by 75 % at 8 weeks and 43% at 20 weeks. Interest-
ingly, while class Ii antigen expressiorl was significantly 
decreased on macrophage and SMC, class II expression on 
the endoihelial celis remained e[evated, suggesting an IFN-y 
independent process for class II antigen expression on the 
vascular endothelium. Collectively, these loss of function 
srudies demonstrated that disruption of the IFN-y pathway 
by ablating eirher IFN-y or irs receptor resulted in reduced 
atherosc!erotic lesions in these hyperchol este rolemic mouse 
models. Conversely, infusion of IFN-y into apo E KO mice 
increased aortic Iesions approximately 2 foId with similar in-
creases in the number of T Iymphocytes and class 11 posirive 
celis within the lesion [17!]. These increases in aortic Iesions 
occurred despire a modest reduction in serum cholesterol, 
thereby diminishing the effect of serum lipid changes in 
modulating lesion size. 
Additional studies have focused on the role of IFN-y in 
lesion progression when other inflammatory srimuli were

used in vivo to provoke lesion progression [172, 1731. Infu-
sion of IL- 18 loto apo E KO mice for 30 days, for example, 
resulted jo an increase in aortic lesion arca when compared 
ro salme controis. However, when similar experiments were 
performed in the combined apo E and IFN-y knockout, the 
lesion arca was similar between the salme and IL-l8 infused 
animais suggesting that the exacerbation of aortic lesions vii 
IL-18 is dependent on increased IFN-y production 1172. 
Similar studies performed in apo E KO mice thar were also 
severe combined immunodeficient (SCTD) demonstrared that 
IL- 18 increased both circulating and lesion concentrations of 
IFN-y in a mouse model characterized by the absence of T 
cells [[73]. These increases in 1FN-y were observed in mac-
rophages, NK celis and jo aortic vascular celis. Increases n 
aortic surface arca lesion content, and in the lesion expres-
sion of CD68, VCAM-1. class II antigen and CXCL16 wei-c 
also observed dernonstraring that IFN-y induced by IL- 18 n 
the absence of T ce!ls was sufficient ro exacerbare the lcsioa 
size and inflammatory state within the lesion microenviron-
ment. 
The early effects of IFN-y on celi surface markers have also 
beco investigated. 18 hrs following [FN-y infusion, in apa 
E or LDLR KO mice [174]. These studies demonstrateti 
mercases in class II antigen and CD80 jo peritoneal macro-
phages from both mouse modeis as well as increased C1340 
in apo E KO mice suggesting functional changes in plaque 
relevant cdl types, ear!y after IFN-y exposure [174]. In a 
distinct model investigating the microvascular response o 
mildly hypercho!esterolemic mice by intravital microscopy, 
increased leukocyte adhesion and emigration in cremasteri: 
venules as well as an increased oxidative burst were oh-
ser-ved in wild type mice in response ro a high cholesterol 
dier [175]. In contrast, similar studies failed to observe ar 
effecr of hypercholesterolemia on increasing the vascular 
inflammatory effects in IFN-y KO mice. Similar iocreascs 
in serum cholesterol were observed between the wild type 
and the IFN-y KO mice. Therefore, ¡FN-y has been demon-
strared ro promote vascular inflammatory changes associated 
with increases in lesion mass. Converselv, disruption of ihis 
pathway with either IFN-y or IFN-y receptor ablation is as-
sociated with decreases jo vascular lcsions. 
In a disiinct form of atherosclerosis, grafr coronary arterio-
sclerosis, the major late cause of cardiac allograft failure, the 
role of IFN-y in the pathology associated with graft arterial 
disease has been investigated jo IFN-y deficient mice. Alio-
geneic donor hearts were transplanted into wild type C57/B6 
or mro IFN-y KO mice and both myocardial rejection and 
graft arterial disease monitored. While myocardial rejection 
was similar between the two crosses, there was no detect-
able graft arterial disease or intioial thickening detected in 
the IFN-y KO recipients 11661. The increases in class 11 an-
tigens, ICAM-1 and VCAM-1 associaied with graft discase 
in the allograft were attenuated jo the IFN-y KO recipient. 
The role for IFN-y in grafr artery disease was independ-
ently demonstrated in this same study by preventing graft 
artery disease in the wjld type recipienrs when treated with 
a monoclonal antibody against IFN-y. Similar results 'vero 
observed when BALB/c hearts were transplanted into wild 
type immunosuppressed C57 or [FN-y KO recipient mice 
[165]. Lesbos consistent with graft arterial disease inc]uding 
significant iotimal thickening, severe luminal occlusion» and 
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a SMC enriched neointima were observed when the donor 
hearts were transpianted mio ihe C57 recipient. In distinc-
tion, these same parameters of arterial disease were reduced 
by greater than 50% when hearts were grafted into IFN-' 
KO recipients. 
In separate studies, transplant of human epicardial coronary 
arieries into the aorta of SCID mice with transfer of human 
peripheral biood mononuclear celis resulted in infiltration of 
lEN-y expressing human T cells into ihe allograft [1641. This 
irifihtration was associated with intima as well as adventitial 
thickening and vascular inflammation of ihe graft. Treatment 
of the recipients with anti IFN-y monoclonal antibodies re-
sulted in inhibition of the intima] thickening and adventitia 
expansion while IFN-y infusion exacerbated these effects. In 
a related model involving porcine or human epicardial coro-
nary artery transplant into ihe aorta of SCID mice, infusion 
of porcine or human IFN-y resuited in graft intima¡ thicken-
¡ng and increased intimal celluiarity without similar effects 
in the adjacent mouse aortic tissue [1371. These vascular 
changes were associated with SMC proliferation and in-
creased PDGF and PDGF receptor expression. These effects 
were apparent without infusion of peripheral blood mononu-
clear celis suggesting that IFN-y was directly impacting ihe 
intima vascular SMC. 
IFN-y also contributes to graft arterial disease through 
changes in endoihelial and inducible NOS [163]. Human 
coronary ariery grafts in SCID mice coupied with human pe-
ripherai biood mononuclear ccli infusion resulted in grafts. 
7-9 days post-transplant, thai were impaired for vessel re-
laxation to NO dependent vasodilators including bradykinin 
and substance P when compared to similar grafts without 
mononuclear ccli infusion. Evaluation of vascular tone 
by two weeks revealed SMC dysfunction with depressed 
response to NO donors including nitroprusside. Inducihie 
NOS was detected by histology in the infiltrating T cells and 
RT-PCR demonstrated increased ¡NOS and decreased eNOS 
in the graft. These changes in NOS expression were blocked 
wiih IFN-y monoclonal antibody Ireatment. Therefore. the 
mononuclear cells infiltrating the graft had changes in NOS 
expression thai could explain the aberrant response in vessei 
relaxation to bradykinin and these effects were reversible 
wiUi IFN-y neutralization. However, when similar studies 
were performed with TNF monoclonal antibodies, anti TNF 
reversed the eNOS effeci whereas iNOS expression remained 
clevated. Coiiectiveiy, these studies demonstrate that in pre-
clinical models of graft arterial disease, IFN-y can contribute 
to disease progression through intima¡ remodeling involving 
SMC proliferation and through dysregulation of eNOS and 
¡NOS resulting in vascular tone impairment. These preclini-
cal resulis provide support for the role of 117N-y in human 
coronary graft arteriosclerosis. 
IFN-y contributes to other forms of vascular disease includ-
ing abdominal aortic aneurysms. However, whether 1FN-1 
plays a protective or detrimental role is dependent on the 
nature of the aneurysm model [167, 1681. In one model, 
exposure of the external surface of the abdominal aorta, be-
tween the renal and bifurcation of the iliac arteries, to 0.25 M 
CaCl, resulted in aortic diameter increases at 8 weeks [167]. 
These increases in aortic diameter were not apparent in IFN-

KO mice. Similar results were also seen in mice lacking 
CD4 positive cclls where aneurysms could he reconstituted

in CD4 deficient mice with IFN-y infusion. Gel zymography 
revealed depressed MMP-2 and MMP-9 in ihe IFN-y and 
CD4 KOs, while both were increased with IFN-y infusion. 
The role of IFN-y in MMP expression would suggest that 
IFN-y contributes to abdominal aortic aneurysms through its 
stimulatory effects on MMPs and jis inhibitory effects on col-
lagen synthesis. Thc reponed elevation of circulating IFN-" 
levels in patients with abdominal aortic aneurysms would be 
consjstent with these preclinical observations [176]. How-
ever, in a distinct model involving aortic transplantation 
mio wiid type or IFN-yR KO recipients it was observed that 
allografis on the IFN-yR KO background developed severe 
aneurysms with increases in MMP-2, 3, 9, 12, 13, 15 and 19 
[168]. These grafts were associated with a shift towards a 
Th2 response with increases in IL-4 and the increases in an-
eurysms were inhibited with antibodies againse IL-4. These 
results suggest a potential protective role for IFN-y, at least 
in this form of abdominal aortic aneurysm, by maintaining a 
Thl environment within ihe allograft. 
In summary, most in vivo studies thai have addressed the role 
of IFN-y in atherosclerotic lesions would suggest a negative, 
pro-inflammatory role for this cytokine resulting in lesion 
progression. In addition, the well described effects of IFN-
y on endothelial cells. SMC and macrophages provides a 
mechanistic understanding as to how IFN-y could contribute 
to plaque progression aud eventual destabilization. However, 
as with the in vitro studies, there are in vivo examples where 
IFN-y may provide a vascular protective effect, as in the al-
lograft abdominal aortic aneurysm model. In total, the com-
hined preclinical studies would suggest that in most phases 
of plaque development. IFN-y. as a pro-inflammatory media- 
Lo would promote plaque progression and destabilization. 
Clearly, the preclinical studies involving IFN-y in graft arte-
rial disease as well as in abdominal aortic aneurysnis would 
suggest that IFN-y plays a central role in many forms oí 
vascular disease, beyond atherosclerosis. The involvement 
of IFN-y in plaque progression would suggest thai targeted 
intei-ventions in the IFN-y pathway might have a favorable 
impact on disease progression. However, it rernains to be 
determined whether one will be able to effectiveiy titer 
interventions. directed against the IFN- ,,i pathway, so as to 
minirnize the impact on hosi defense. 

IV. Statins as inhibitors of IFN-y mediated 
inflammatory processes 

3-Hydroxyl-3-methylglutaryl coenzyme A (HMG CoA) 
reductase competitive inhibitors or statins, by inhibiting de 
novo cholesterol biosynthesis, lower serum cholesterol and 
are the drug of choice for patients with elevated LDL cho-
lesterol. In addition, the non-lipid dependent, anti-inflam-
matory effects of statins are increasingly being understood 
as also playing a role in reducing clinical evenis associated 
with aiherosclerotic disease [177-181]. The expanding role 
for siatin use in autoimmune diseases including multiple 
sclerosis 11821 is evidence for iheir beneficial effects beyond 
LDL cholesterol lowering. 
The in vitro effects of statins on [FN-y mediated inflammato-
ny processes associated with plaque progression will be con-
sidered (Table 4) to exemplify how stalin anti-inllammatory



404
	

M. L. Alfaro Leon and S. H. Zuckcrrnan	lo//omm. 

Statin' Effect 

A. C. E 5 ¡nhihits IFN-y synihesis in activated T cells 

A. L. P. S Inhibits IFN-y induced class 11 antigeri n macrophages, 
endotheflal cells 

A. L lnhibits ¡FN-y induced endothelial ICAM-1 and VCAM-1 

C. F Inhibits ¡FN-y induced endotheiiai RANTES, MCP- 1 

E L ¡nhibits ¡NOS induction and Stati phoiphorylation, Increases 
SOCS-3 in niacrophaes 

C. F Increases ¡NOS, tetrahydrobiopterin. CTP cycIohydrolae 1 i 
¡FN-',' induced SMC 

A. C. P, L, 5. Inhibil.s ¡FN-y induced CD40 in endoeflai. SMC. macrophages. 
reduces CD40L induced IL-6. 8. MCP- 1 

A Inhihits ¡FN-y induced CD40. 80. 86 in mouse and neopterin 
synthesis in human macrophages

Table 4. Statin cffccts on ¡FN' 
Reference	related inflammaturv prccso. 

[183. 185. 203] 

[180, 185. lO!, 1961 

[186, ¡921 

(194] 

[189, ¡98] 

1-201,2021 

[192, ¡931 

[185, 187] 

Stalin ahhrc iation: A - Atorvatat,n. C	 E - Fluvasiat,n. L - Loastat,n, P Prasastatin, S 
S mvastati o. 

effects in vivo could occur in part through multipe interven-
tions along the IFN-'y axis. Statins have been demonstrated 
¡o inhihit hoth IFN-y production in T celis by shifting the T 
ceil population towards ¡he Th2 pathway [183-1S5] as well 
as inhibiting IFN-y effects on macrophages, endothelial celis 
and vascular SMC [186-198]. In general, the in vitro and in 
vivo effects of statins on IFN-y stimulated cellular changes 
were dose dependent and varv in potency depending on the 
specific statin. These effects were oftcn reversible with in 
vitro supplementation of mevalonate, by circum'enting the 
inhibitorv effects on L-mevalonic acid svnffiesis. which are 
required precursors for isoprenoid biosynthesis. 
In vitro effects of statins on IFN-y activation of macrophag-
es include inhibition of ¡NOS induction in LPS + IFN-' 
stimulated RAW 264.7 cells [189, 198], neopterin synthesis 
inhuman macrophage unes [187], IFN-y induction of CD40 
[191. 195] and class II but not ciass 1 antigen on human 
macrophages [1911, as weli as increases in the costimula-
tory molecu]es CD40. CD80 and CD86 in primary mouse 
macrophages [185]. The decreased expression of CD40, 
CD80, CD86, and ciass 11 antigcns would be anticipated 
to mitigate adaptive iinmunity within tite atherosclerotic 
lesion by inhibiting antigen presentation and subsequent 
Thl ccli polarization. By reducing Thl ceil polarization a 
decrease in IFN-y secretion would be expected. concomitant 
with increases in Th2 cytokines. Therefore, statins would 
he expected ¡o disrupt this IFN-y axis by, inhibiting IFN-7 
induced vascular gene changes within an atherosclerotic le-
sion as welt as by reducing 117N-y synthesis by activated T 
celis. 
Statin effects on macrophages can occur throueh inhibiting 
Stat 1 phosphorylaeion on tyrosine 701. as obsersed for los'-
astatin aud fluvastatin effects on RAW 264.7 cells in inhibii-
ing ¡NOS induction, but can also occur without any effecrs 
on Stati phosphoryiation or nuclear transiocation as seen in 
human macrophage ciass II antigen induction [191]. In this 
latter case, atorvastatin, lovastatin and pravastatin inhibition 
of ciass 11 antigen expression was also seen in human en-
dothelial celis and in both endothelial celis and rnacrophages 
invo[ved a decreased cxpression of CTITA by inhibiting ¡he 
inducible promoter IV activitv of ¡he transactivalor CITA.

Similar inhihitory eftects un IFN-',' induction of class 11 a-
tigens on human microvascular endothelial cells have beco 
reported for simvastatin and also involved inhibiting C1IL\ 
induction without effecting Stati phosphorylation []9f 
These inhibitory effects were not seen in constitutive cias 
II expression on dendritic cells or B cells nor in induction of 

ciass 1 antigen on endothelial cells [1911. Furthermore, that 
this inhibition of CIITA could occur without any inhihitor 
effects on Statl phosphorylation or transiocation prov idos 
further support for Stat 1 independent signaling for IFN-y 
activation. 
Statins can also inhibit IFN-y effects on macrophages hy 
increasing SOCS-3 expression [1981. In ihis study, RAW 
264.7 treated with lovastatin or fluvastatin demonstrated a 
dose dependent increase in SOCS-3 message and proteli 
without increasing the expression of SOCS-1, 2, 5 or 6. Th 
increase in SOCS-3 was inhibited by exogenous mevalonate 
Siatin mediated SOCS-3 induction was also associated wi1 

an inhibition of IFN-y induced Stati phosphorylation. Tho 
demonstration of staLin mediated inhihition of lFN-' in-
duced Statl phosphorylation in dais instance but not in hu-
man macrophages or endothelial celis [191, 1961 suggests 
that species and or differences in ccli types can determin 
whether statin effects on IFN-'' stimulated gene changes a-c 
through inhibiting Stati phosphorylation. Statin inhibitor 
effects on macrophages extend beyond inhibiting ¡he IFN-•' 
axis with antioxidant effects and inhibition of oxidized LDL 
uptake by macrophages being observed [199]. Furthermore, 
patients treated with simvastatin have reduced circulatiro 
leveis of IL-6, IL-8 and MCP- 1 with similar effects obsers cd 
in vitro in stimulated peripheral blood mononuclear celis and 
endothelial cells [2001. 
Statin inhihitory effects on 1FN-' inducible genes in both 
endothelial cells and vascular SMC are similar ¡o those ob-
served in macrophages. Statins. for example, inhihit IFN-',' 
induced CD40 expression in human endothelial and SMC. 
These effects were dose dependent and reversible by E-
mevalonate [192, 1931. In addition. CD40 ligand induce(¡ 
¡L-6. IL-8 and MCP-1 sccrction werc reduced in these 
statin treated cells. IFN-" induction of cellular adhesioii 
molecules inc]uding ¡CAM- 1 and VC\M-1 vas inhihited lo 
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thc transformed human endothelial ceil une ECV304 [1861 
and in primary human endot.helial cells [1921 respectively. 
Lovastatin treatment of the ECV304 celis did not inhibit 
t yrosine 701 phosphorylation of Statl but did inhibit serme 
727 phosphorylation as well as phosphorylation of the ERK 
kinases 00 threonine 202 and tyrosine 204 [186]. Neither the 
inhibitory effects of atorvastatin on CD40 increases in IFN-,1 
and TNF stimulated human endothelial celis nor were the 
decreases in Stati and NFKB nuclear transiocation and IRF-
1 synthesis reversible by L-mevalonate. However, the inhibi-
tion of VCAM-1 induction was reversible with L-mevalonate 
suggesting that within the same celi type statin effects on 
IFN-'( stimulated surface changes can be through pathways 
dependent and independent of mevalonate depletion. 
Siatins have also been demonstrated to inhibit cytokine 
,ecretion in stimulated endothelial cells [194, 200 1 . Ceriv-
astalin and fluvastatin treatment of mouse endothelial cells 
stimulated with lFN-' and TNF resulted in a dose dependent 
reduction in RANTES and MCP-1 chemokine production 
that was reversible with L-mevalonate [194]. lo distinction 
to these inhibitory effects, cerivastatin and fluvastatin have 
heen reported to increase both ¡NOS mRNA as well as the 
leveis of 131-14 and guanosine triphosphate cyclohydrolase 1 
¡uRNA in rat vascular SMC stimulated with IL- 1 and IFN-' 
201, 2021. This stimulatorv effect on iNOS mRNA in the 

statin treated cells was inhibited with the addition of exog-
enous L-mevalonate. 
In addition to their direct effects on IFN-y mediated changes 
in vascular endothe[ial, SMC and macrophages, statins have 
also beco reported to decrease the production of IFN-y by 
shifting T ccli polarization towards a Th2 phenotype. Statins 
(lecreased IFN-y secretion and increased IL-4 production 
¡o CD4 positive T cells stimulated in vitro with anti CD3 
antibodies and splenic antigen presenting cells [183]. This 
effect was dose depcndent and reversible with L-mevalonate. 
Furthermore, in vivo treatment with cerivastatin decreased 
IFN-y synthesis foliowing ex vivo ovalbumin challenge jo 
ovalbumin sensitized mouse lymph node celis. While thcse 
effects were first reponed jo mouse lymphoid ceils, a recent 
sludy ¡o patients with type II dyslipidemia reported similar 
rcsults [203]. Patienis with type ha and type lib dyslipidemia 
have increased leveis of IFN-y release from phytohemagglu-
tinin stimulated lymphocytes. These increases jo the tvpe ITa 
dyslipidemic patients were signiflcantly reduced after 30 or 
90 days treatrnent with fluvastatin or sirnvastatin. 
In summary. these studies wouid suggest that statins can 
inhibit IFN-y induced cellular changes assocjated with a 
pro-inflarnmatory state and that in many but not alI instances 
these effects were reversible by providing exogenous L-me-
valonate to bypass the block in isoprenoid s nthesis. Fur-
Iherniore, b y rcducing IFN-y production in T celis, jo pan 
by favoring a Th2 polarization as well as by inhibiting IFN-'( 
inducible antigen presentation, statins appear to inhtbit al 
multiple points jo the IFN-y pathway. It would be anticipated 
that statins will have similar effects within the microenviron-
ment of an athcroscicrotic lesion. Clearly statins could cxert 
an overail beneficia¡ effect on plaque stability, independent 
of LDL cholesterol lowering, by inhibiting IFN-y inducible 
pro-inflammatory gene changes as well as by reducing IFN-
y leveis within thc microenvironment of the atherosclerotic 
plaque.

Plaque Stabilization Plaque Destabilization 
MMF-9 1 ABCA1 1 
15L0
1 ApoE 1 
CCR2 1 Coflagens	1 
BLT1
1 Lysyl oxidase 1 
Cathepsin L 1 Tissue factor	1 
Superoxide Dismutase 1 ICAM. VCAM 1 

CD40, CD4OL 1 
Chemokines 
MMP-t 1 
Cathepsin S 1 
sPLA2 1 
ACAT 1 
Class II antigeni

!Fll-y 

Figure 1. IFN-7 plays central role in the progression oí the athero-
sclerotic piaque. Changes in gene expression consistent with reducing 
reverse cholesterol transpon, decreasing matrix synthesis, increasing 
cellular infiltration, procoagulant changes and enhanced activation oí 
both adaptive and innate immunity are observed. While gene changes 
are also observed that would promote plaque stabilizaRon. the overall 
profile suggests that 1FN-( will shift the balance towards increased 
plaque destabilization. 

Conclusions 

In vitro studies using human and murine macrophages. SMC, 
and endothelial celis as well as in vivo studies in rodent mod-
els provide both evidence artd mechanistic understanding lor 
the central and pathologic role that IFN-'y plays in plaque 
progression and atherosclerotic disease. These pathologic 
processes include pro-inflamrnatory changes within the mi-
croenvironment of the atherosclerotic lesion, as weil as the 
disruption of lipid trafticking and reverse cholesterol trans-
pon, alI of which contnibute to vascular disease. Whilc jo 
vitro data is also available which suggests a potential vascular 
protective role for IFN-y, most gene changes induced by , IFN-
y jo niacrophages, endothelial and SMC are consistent with 
the concept that IFN-y will contnibute to plaque progression 
and destabilization (Fig. 1). Inhibition of IFN-y processes al 
the systemic level will, as with other interventions targeting 
innate or adaptive immunity, likely have a negative impact on 
host defense. Whether these issues can be resolved through a 
more aggressive dosing regimen coupled with biomarkers lo 
predict a positive impact on coronary events is unclear. 
In summary, the fundamental question regarding the central 
role of LEN-y in atherosclerosis is whether inhibiting this 
pathway by IFN-y receptor antagonists, by activating nega-
tive feedback loops such as increasing SOCS-1 and SOCS-3 
exprcssion, or targeting kinases down stream of receptor 
ligation such as JAK2 will provide a greater efflcacy with 
an acceptable safety window than seco with cunrent phar-
maceuticais. While statins will remain the foundation for the 
treatment of atherosclerosis, opportunities for additionai and 
more targeted interventions in the IFN-y signaling pathway 
remain exciting goals for phanmacologic intervention. 
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