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Introduccién

En el momento actual, existen datos consistentes que demuestran que sustancias producidas
y liberadas por el endotelio interaccionan dindmicamente y contribuyen al mantenimiento del tono
y la estructura de la pared vascular y a la homeostasis cardiovascular, Entre estos factores, las
endotelinas {especialmente la endotelina-1 (ET-1)) y el éxido nitrico (NO), parecen desempeiiar
un papel primordial, Estos factores funcionan mds como agentes locales que como hormonas
circulantes y afectan a todos los tipos celulares del entorno vascular, incluyendo el propio
endotelio (efecto autocrino), y las células de muisculo liso vascular y de la sangre (efecto
paracrino). Sin embargo, todavla se requiere una mejor comprensién del papel de estos
mediadores en condiciones fisioldgicas y en la patogénesis de las enfermedades vasculares, En
esta tesis estudiamos el papel de la ET-1 en las interacciones entre los neutréfilos y el endotelio

vascular y su regulacién por el sistema 6xido nftrico (NO)/guanosin monofosfato cfclico (GMPc).
1, EL ENDOTELIO VASCULAR,

1.1. ASPECTOS GENERALES. AGENTES VASOACTIVOS LIBERADOS POREL
Ll ENDOTELIO.

El endotelio vascular es un tejido interactivo capaz de traducir estimulos qufmicos,
mecdnicos y celulares, implicdndosele en funciones tales como el transporte de agua y solutos,
la regulacién de la concentracién de lfpidos del plasma, los procesos de coagulacidn, la
inflamacién y el crecimiento, proliferacién y movilidad celutares®, Desde el punto de vista det
lono vascular, el endolelio participa en los fendmenos de vasoconstriccidn y vasodilatacién
mediante la produccién y liberacién de sustancias vasoactivas que describiremos con detalie en
los apartados sigulentes. La no trombogenicidad parece ser también una propiedad intrinseca de
la membrana de las células endoteliales®, debido a su carga neta y a la presencia de ATPasa
ectoplasmética que metaboliza los nucledtidos formados y liberados por las plaquetas en proceso
de agregacién®. Tanto las plaquetas estimuladas como las no estimuladas se adhieren con
dificultad al endotelio intacto. Las propiedades anticoagulantes del endotelio se expresan en su
capacidad de sftesis y liberacién de sulfato de heparina, la produccién de trombomodulina y la

stntesis de activador de plasmindgeno®.
Desde el punto de vista de la estructura, el endotelio estd formado por una monocapa de

células con funciones compartimentadas y una orientacién direccional, con diferentes regiones
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de la superficie celular especializadas para proporcionar una superficie no trombogénica, para
realizar contactos célula-célula o para contactar con la membrana basal subyacente. Debajo del
endotelio se encuentra la capa media, que contiene células musculares lisas, éstas son células
fusiformes y se colocan en varias capas alrededor de la circunferencia del vaso, con una funcién

contrdctil, y que comparten con las ¢élulas endoteliales la produccién y deposicidn de la matriz

extracelular vascular,
AGENTES YASOACTIVOS LIBERADOS POR EL ENDOTELIO

Las células endoteliales producen mediadores que pueden actuar sobre las células del
nuisculo liso vascular adyacente y que inducen la dilatacién o contraccidn de éste.

La doble capacidad del endotelio de liberar mediadores vasodilatadores y vasoconstrictores
revela que el mismo tiene un complejo papel en la regulacion del tono del misculo liso vascular,
de Ia presién arterial y del flujo sangufneo local (Tabla 1). Ademds, y como sefialamos en el
apartado anterior, ¢l endotelio ejerce funciones reguladoras sobre la coagulacidn y la inflamacidn
en cuya modulacidn también juegan un papel importante estos agentes vasoaclivos de origen

endotelial,

Tabla 1.~ MEDIADORES YASOACTIVOS LIBERADOSPOR O QUEACTUANA TRAVES DEL ENDOTELIO
VASCULAR

[ TR
AGENTES VASODILATADORES AGENTES VASOCONSTRICTORES
Praducidos por el endotello Endotelina (BT-1)
Adenoainn (ADO) Factor activador de plaquetas {PAT)
Faetor hiperpolnrizante derivado Tromboxano A, (TXA,)
del endolelio (BDHE) Leucotriena C, (LTC)
Prostnoielina (PGl Angiotensina I (Ang II)

Leueotrieno [, (1TD,)
Oxido Nftrico (NO)
Prostaglinding B, (PGE,)
Trombinag (THR)

Actunn 8 {ravés del endotello
Histamina (HT)

Acetileoling {ACh}
Bradiquininn (BK)
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Iis muy probable que la alteracién de la sfntesis 6 liberacién de estas sustancias desempefie
un papel importante en la fisiopatologfa del vasoespasmo, la hipertensidn, la inflamacidn, la
arteriosclerosis y hasta en entidades aparentemente tan distantes funcionalmente como la

neovascularizacién neopldsica y la diseminacidn de metdstasis.
1.2. Agentes vasoconsirictores. La endotelina,

Estfmulos humorales, neuronales y mecdnicos son capaces de inducir la liberacién de
factores solubles desde la célula endotelial cuya wltima consecuencia va a ser la contraccidn del
vaso. A estos factores solubles con capacidad contrdctil se les llamé genéricamente factores
canstrictores dependientes del endotelio. El vnico de estos factores que se ha caracterizado hasta
I4 fecha es un péptido de 21 aminodcidos llamado endotelina (ET)¥, Las endotelinag son una
familia de péptidos que, al menos, consta de cuatro isoformas: endotelina-1 (BET-1)(humana,
porcina, de rata, caning), endotelina-2 (BT-2)(humana), endotelina-3 (ET-3) (humana, de rata) y
un péptido intestinal vasonctivo o endotelina-f que solo se expresa en intestino de ratén®(Figura
1), Estos péptidos comparien una homologla en la secuencia de un grupo de péptidos
cardiotdxicos denominados sarafatoxinas, aisladas del veneno de Israeli burrowing asp (Atractaspis
engaddensis), 1o que sugiere un origen evolucionario conuin®, Tanto en su estructura como en

su funcionalidad son, sin embargo, diferentes entre ellas.

Figura 1L.-
Estructuras  de  las
encorelinas
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1.2.1. Siutesis y Estructura quimica.,

La sftesis de las distintas isoformas de endotelina ocurre mediante la activacién de tres
genes diferentes localizados en los cromosomas 1, 6y 20. Al igual que ocurre con otros péptidos,
las endotelinas activas surgen tras ¢l procesamiento proteolftico de una prohormona especifica,
la preproendotelina. Mediante una endopeptidasa, 1a preproendotelina da lugar a un molécula de
39 aminodeidos tlamada "endotelina grande" cuyo paso a "endotelina madura® tiene lugar por una

etapa proteolltica entre Tripsina-Valina, catalizada por una enzima de conversién de la ET-

1 Figura 2),
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la endotelina, A partir de un
precursor de 203
aminodeidos lamade
preproendotelina ¥,
mediante unaendopeptidasa,
se forma un péptido sin
actividad bialdgica conocida
{endotelina grande)., Esta
endoteling grande se
trangforma en la endoteling
madura de 21 aminodcidos
mediante una  enzima de
conversion distinta a la de
angictensina 11,

La enzima convertidora de endotelina es una metaloendopeptidasa, que se inhibe por

fosforamidén o pepstatina A, que aparece localizada tanto en la fraceidn particulada como soluble
de las células endoteliales™. Una actividad similar de metaloendopeptidasa se ha descrito también

en células de musculo liso vascular y en neutrdfilos™®, No se conocen acciones bioldgicas de la

prohormona ni de sus {ragmentos no endotelfnicos.
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La ET-1 de cerdo es una de las mejor caracterizadas. Tiene una masa molecular relativa
de 2492 y comprende 21 residuos de aminodeidos con amino y carboxi terminal libre. As{ mismo,
contiene 4 residuos de cistefna que se encuentran formando dos puentes disulfuro intracatenarios,
Se ha verificado que la L'T-1 humana y porcina son idénticas, pero difieren de la de la rataen 6
aminodcidos ¥¥

I posible, con los datos de que se dispone hasta el momento, que la sfntesis de ET-1 sea
inducible y no constitutiva, ya que la activacidn de cultivos de células endoteliales con diferentes
agentes  (trombina, iondforo, adrenaling) aumenta significativamente el ARNm de la
preproendotelina. Asf mismo, la preduccidn de un esteés por rozadura mecénica de forma crénica
en una monocapa de células endoteliales, parece inhibir la sintesis de ET-1. Por ello, todo parece
indicar que la secrecidn de ET-1 estd regulada por los niveles de transcripcién del ARNm y no
por almacenaje en grdnulos y posterior secrecién de los mismos™. En la mayorfa de los casos,
la induccion de la expresidn del gen de endotelina requiere de 2 a 5 horas y es se inhibe por oxido
nitrico, péptido natriurético atrial (ANF), GMPc, cocultivo con células de muisculo liso vascular
o protefna kinasa A.

En células de la pituitaria posterior de rata se ha demostrado la presencia de endotelina
en grianuios. Istos pranulos son liberados en condiciones de deprivacién de agua, sugiriendo que
la endotelina puede estar implicada en la regulacién osmolar o del volumen del lfquido
extracelulart®,

No solo la activacién de la expresién del gen de la endotelina sino también la modulacién
de su degradacidn regula los niveles locales y circulantes de este péptido. La vida media de la
endotelina circulante es menor de 30 segundos. Hasta la fecha se considera que la endotelina es
catabolizada mediante tres mecanismos diferentes: a) hidrdlisis mediante una endopeptidasa neutra,

b) degradacion en el interior de lisosomas; ¢) recaptacién a nivel de la circulacién pulmonar,

1.2.2. Receptores,

El rdpido desarrollo en la investigacién de la endotelina ha permitido la caracterizacidn
molecular y reconocimiento farmacoldgico de los receptores de endotelina, ET, y ETy'", y en
el desarrollo de compuestos selectivos para bloquear estos receptores. El subtipo ET, une ET-1
y ET-2 pero no ET-3. El subtipo ETy tiene una afinidad similar para todas las isoformas de

endotelina, En algunas células como las células endoteliales o en drganos como el corazon se cree
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que existirfa un tercer subtipo, ETe, que unirfa solamente ET-3, aunque su existencia no estd
totalmente confirmadat™®,

Tanto ET, como ET) tienen una estructura homdloga a la de los receptores acoplados a
protefnas que se unen a nucledtidos de guanina (Protefnas G), es decic, poseen siete dominios
hidrofdbicos, sitios que pueden ser glicosilados en la zona N terminal extracelular y, en la parte
embebida en el citosol, tienen lugares susceptibles de ser fosforilados por serina/treonina
quinasas.

Dasde 1991 se estdn desarrollando antagonistas de la ET-1, cuya aplicacidn estd
comenzando a producir los primeros resultados, Estos antagonistas se basan en estructuras de
menor mimero de amino4cidos con homologfa secuencial a la ET-103 1413,

Mediante estudios de biologfa molecular en las células que componen el vaso sanguineo,
se ha demostrado la existencia de receptores de tipo ET, en las células de muisculo liso
vascular®, En Ia célula endotelial se expresa el receptor tipo ETy, acoplado a a la liberacién de
¢xido nitrico™,

EEn otros tipos celulares como los fibroblastos y los macréfagos, se ha demostrado también
la existencia de receptores de tipo BT, #42,

Tabln 2.~ Antagonistas selectivos y no selectivos de los receptores de ET-1.

Antagonistas ET, Antagonistas ET, Aunlangonistas no selectivos
BQ-1234 IRL 103§ [The',MeLeu"]-ET-1"
FR-1393174% PD11450659

50.2359n Rod6-20005%0

TTA-3860D

Los receptores de ET-1 no solo median la respuesta contractil en el vaso sino que
recientemente se han demostrado otros efectos como son la proliferacién de células endoteliales,

de musculo liso y mesangiales™, y Ia sintesis de coldgeno®

1.2.3. Scitales celulares activadas por endotelina.

Los mecanismos de activacién celular de la endotelina son de dos tipos: uno inmediato,

como son los mecanismos de contraccidn y secrecidn, y otro mds prolongado, en los que
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podrfamos englobar todos los que inducen la proliferacion celular.

Muchos estudios demuestran que ambos tipos de receptores de ET-1 estdn acoplados a
fosfolipasa C mediante una protefna G®**%. Una vez que la endotelina se encuentra unida a su
receptor, se activan uno o varios tipos de protefnas G, que traducen la sefial postreceptor. En Jas
células mesangiales glomerulares y en las de misculo liso vascular, la ET-1 estimula la actividad
fosfolipasa C mediante una protefna G que es parcialmente sensible a toxina de pertussis. No
obstante, en céiulas de muisculo liso vascular obtenidas de otras arterias, la endotelina utiliza
protefnas G insensibles a toxina pertussis. Estas diferencias dan una idea de la heterogeneidad y
probablemente la multiplicidad de las protefnas G que se encuentran acopladas a los receptores
de ET-1, transmitiendo las sefiales de ésta al interior celular (Figura 3).

En lfneas generales, en células contrictiles como las de musculo liso vascular o
mesangiales, son dos los agentes principales en los mecanismos de activacidn celular de la ET-1;
1) el calcio citosdlico, mensajero celular que al unirse a la calmodulina activa a la protefna
quinasa que fosforila la cadena ligera de la miosina, inicidndose la contraccion y 2) la proteina
quinasa C (PKC), enzima que en su forma activa fosforila un gran mimero de protefnas
responsables del mantenimiento de la contraccién. La activacién de ambos mecanismos se inicia
con la unién de la endotelina a su receptor especifico de membrana y consiguiente estimulacidn
de una fosfodiesterasa, la fosfolipasa C (PLC), la cual hidroliza a un tipo especial de
fosfolfpidos, los fosfoinosttidos, produciendo dos mensajeros: el inositol trisfosfato (IPs),
encargado de liberar el calcio contenido en el retfculo endoplasmdtico, y el diacilglicerol (DAG)
que activa a su vez a la PKC®"*2, La ET-1 induce una estimulacién de la hidrdlisls de
fosfoinosftidos, aumenta los niveles de IP; y también los de diacilglicerol®**?, El aumento de IP,
conlleva la elevacién transitoria en los niveles de calcio por liberacidn desde orgdnulos
subcelulares. Por su lado, el diacilglicerol estimula la PKC, que debe tener un papel importante
en el mantenimiento de la tensién, puesto que la inhibicién de la actividad de la PKC en células
de musculo liso vascular bloguea también la contraccién por ET-18%, La PKC estd también
implicada en la terminacién de la sefial celular inducida por la endotelina, La activacién
prolongada de esta protefna quinasa, disminuye fa actividad fosfolipasa C y la sefial de calcio
inducida por las endotelinas.

Ademds de las sefiales celulares que hemos descrito anteriormente, la endotelina activa otra
serie de vias enziméticas como las de las fosfolipasas D y A,®%. La activacién de esta ditima

incrementa los niveles de derivados del 4cido araquiddnico y favorece, en células como la
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mesangial, la liberacidn de otros activadores celulares como el factor activador de las plaquetas
(PAF), que lleva a una segunda oleada de activacién celular®?,

El receptor de tipo B de las células endoteliales media la produccién de NO y PGl, y
parece ser el responsable de la vasodilatacién inicial tras un bolo de ET-1.

La endotelina activa, as{ mismo, distintos transportadores idnicos como el antiportador

Na*/H*, que contribuye a su actividad mitogénica en células como las mesangiales o el endotelio

vascular®® o el cotransporte Na*,K*, CI®9,

ET1 2t ' \ ETq e
v Ca Na H v
FN
———] N — —  mtmmaaa N
ET-A : ET-B
G prepro-ET-1
i / | N
- @[ @ B B
PIR 2 . o -ACgining
2\ ¢ Na AA Ca L-Arginina
vl L
DAG s \ e
[ l Ca 7 PG, NO
TXA et 73]
PGE’; PKC ptt 7
PG, ‘
RECEPTOR ET-A ¥ CONTRACCION RECEITOR ET-B ¥ RELAJACION
(Células musculures) (Células endoteliales)

Figura 3.- Receptores de ET y sefales intracelulares activadas. El receptor A se locallza en el misculo liso
vascular y produce vasoconstriccidn, estd acoplado a protelnas Gy activa la fosfolipasa 4, (PLA,) que aciiva
la produccién de PAF y la via del Acido araquiddnico (AA) con formacion de metabolitos de cicloxigenasa.
También activa la fosfolipasa C (PLG) con elevacidn intracelular de inositoles Sfosfate (PIP,) y diacilglicerol
(DAG) el cual estimula la protefna quinasa C (FKC), acompafidndose de un aumento en la [ Ca?* i, El recepior
de tipo B de células endoteliales media la produccion de NO y PGl causando varodilatacidn,

1.2.4. Efectos fisioldgicos.

Puesto que la ET-1 en principio se definié como una sustancia vasoconstrictora, los
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principales sistemas de estudio han sido fragmentos de arterias y células de nuisculo liso en
cultivo. Se sabe que la ET-1 contrae de forma dosis-dependiente segmentos de diversas arterias,
como por ejeniplo la aorta de rata, mesentérica de conejo, mesentérica, femoral y renal de perro,
coronaria de cerdo y ramas arteriales pulmonares y mesentérica de humanos®. La concentracién
a la cual la ET-1 ejerce el 50% de sus efectos mdximos se estima que es de 4 £ 2.2x 10''M, a
diferencia del resto de los péptidos vasoconstrictores (vasopresina, angiotensina II) que son del
orden de 10°M, convirtiendo a la endotelina en el mds potente vasoconstrictor hasta hoy
conocido™,

La accién de la ET-1 ademds de ser mds efectiva, es mucho més persistente que las
contracciones inducidas por otros agentes presores caracterizados hasta ahora®®®, siendo sus
efectos similares a la de otros péptidos vasoconstrictores, produciendo mayor contraccidn a dosis
mds bajas y la tensién generada perdura a pesar de ser eliminada la ET-1 del medio de
incubacién®. Estudiando la unién especffica de la ET-1 a sus receptores en células de aorta de
rata, en relacién al tiempo de mantenimiento de la contraccién, Hirata y cols, han demostrado que
el complejo ET-receptor es resistente a la disociacién. Se ha especulado con que este tipo peculiar
de unidn pueda influir en la duracién del efecto de la ET-1, pero no hay pruebas definitivas al
respecto®!?,

La respuesta sistémica a la ET-1 parece compleja y adn no estd muy claro su papel
fisiolégico. Existen diversos estudios sobre el papel desarrollado por la ET-1 en la presién
arterial, La infusion intravenosa de ET-1 induce un efecto presor de duracién mayor a 90
minutos®, con un marcado efecto renal, induciendo disminucidn del filtrado glomerular y del flujo
plasmético renal asf como una contraccién mesangial significativa“*?, Por otro lado Wright y
cols. han visto que, en ratas espontdneamente hipertensas y tratadas con un bloqueante ganglionar,
al inyectarles ET-1 la presién arterial sistémica sufre inicialmente una disminucidn significativa,
que dura unos 40 segundos, después de los cuales aumenta por encima de los niveles basales®?,
Lippton y cols también han observado este efecto hipotensor en gatos, inmediatamente después
de la administracién de ET-14%,

La fase hipotensora provocada por la ET-1, se debe a una disminucidn de la resistencia
vascular periférica®®, El N-monometil-L-Arginina (L-NMMA), un andlogo competitivo de la L-
Arginina, que bloguea la formacién de NO, es capaz de evitar el efecto hipotensor iniciat de la
ET-1 sugiriendo que éste depende de la liberacidn de este gas®**#% Como se menciona

anteriormente, el receptor de endotelina que se expresa en el células endoteliales es de tipo ET-B
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ligado a la formacién de NO y prostaciclina lo que puede explicar el efecto vasodilatador
transitorio de la ET-1 cuando se infunde a érganos intactos o en el organismo. Hay que tener en
cuenta que en condiciones fisioldgicas las propiedades vasodilatadoras dependientes del endotelio
de la endotelina deben ser las m4s importantes; de hecho se ha demostrado en ratenes recién
nacidos, deficientes en ET-1, que la presién arterial estd elevada™®,

Se conoce muy poco del catabolismo de este péptido, excepto su significativa degradacién
a nivel pulmonar, En bioensayos del efluente de pulmones perfundidos se ha dermostrado que mds
del 60% de la ET-1 administrada se degrada en un vnico paso por el pulmén, La incubacién de
ET-1 con suero o sangre no inhibe sus propiedades vasoconstrictoras, lo que indica su resistencia
a degradarse por peptidasas circulantes o por células de la sangre®?,

Han sido varios los trabajos realizados con el fin de determinar la implicacién de la ET-1
en distintas patologfas, Los niveles circulantes de ET-1 son muy bajos lo que indica que
normalmente se produce poco péptido debido a Ia ausencia de estfmulos y particulacmente a la
presencia de potentes mecanismos inhibitorios?, Existen tres mecanismos inhibitorios: 1)
Inhibicién dependiente de GMPc®S?; 2) Inhibicién dependiente de AMPc®?; 3) Factor inhibitorio
producido por las células de muisculo liso vascular®™, La mayorfa de la ET-1 producida por
células endoteliales, se libera hacia las células de musculo liso vascular mds que hacia el lumen,
por lo que los niveles circulantes de ET-1 solo reflejan pobremente la produccidn vascular local
del péptido. Bajo ciertas condiciones, la ET-1 induce tambien la liberacién de NO y/o
prostaciclina por las células endoteliales lo que puede representar un mecanismo de
retroalimentacién negativo®. En la tabla 3, adaptada de la reciente revision de Miller y cols®®,

puede verse una lista de situaciones patoldgicas en las que se ha observado un aumento de ET-1.

Tabla 3.- Algunas condiciones clinicas en las cuales se pueden encontrar niveles circulantes de ET-1 elevados

CONDICIONES CON NIVELES ELEVADOS DE ENDOTELINA-1

Hipertonsidn esencial
Hiperensidn pulmonar
Cardiomiopalfa

Infarto agudo de miocardio
Isquemia coranaria
Alerosclerosis

Uremia

Diabetes mellims
Embarazo

Cirugia

Septicemia

Trauma

Ejercicio
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Como se observa en esta lista muchos son las situaciones fisiopatoldgicas en las que se ha
demostrado aumento en la concentracién de ET-1 circulante. El papel que ejerce la ET-1 en la
génesis y desarrollo de estas patologfas estd ain por definirse. Existen algunos estudios en los que
se demuesira que los niveles circulantes de ET-1 no estdn aumentados en la hipertensidn
humana®®, Para definir mejor el papel de la ET-1 en la hipertensidn se requieren estudios en los
que se utilicen antagonistas especificos del receptor de ET-1.

Se han observado niveles elevados de ET-1 tanto en animales como en pacientes con fallo
cardiaco®_ e infarto de miocardio. Particularmente se encuentran niveles elevados de ET-1 en
el shock cardiogénico y también en la terapia trombolftica para una oclusién coronaria®”. Existen
datos in vitro que sugieren que la ET-1 es arritmogénica pero no existen datos en la clfnica que
confirmen esto®®. No estd claro, sin embargo, si los niveles sistémicos de ET-1 reflejan los
niveles alcanzados en los tejidos de un érgano isquémico, y si su papel es mds autocrine o

paracrino.

1.3. Agentes vasodilatadores. Oxido Nitrico.,

La vasodilatacién es una parte integrante en la respuesta inflamatoria, ya que incrementa
el flujo sangufneo y facilita el transporte de leucocitos al sitio de accién, La administracién de una
sustancia vasodilatadora junto a un quimioatractante produce una mayor acumulacién de leucocitos
que la que ocurre al administrar solamente el factor quimiotdctico®,

Cuando en 1980, Furchgott y Zawadzki®® descubrieron que la relajacién de 1a aorta de
conejo aislada inducida por la acetilcolina dependfa estrictamente de la presencia del endotelio
vascular, se concluyd que la relajacién producida por la acetilcolina resultaba de la liberacién de
una sustancia por parte de las céhulas endoteliales, a la que se llamé factor relajante dependiente

del endotelio (EDRF), y que ha sido identificada como 6xido nftrico (NO)©L62),

1.3.1. Sintesis de NO.

El NO se sintetiza por la conversién de L-arginina a L-citrulina® %%, mediante la
oxidacién del dtomo de nitrégeno terminal del grupo guanidino, utilizando como enzima la NO
sintasa (NOS)?, El paso inicial en el metabolismo de la L-arginina es la formacién de N-hidroxi-

L-arginina®®.
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El aminodcido L-arginina ademds de ser sustrato para la sintesis de NO tiene también un
papel importante en la sfntesis de las protefnas orgdnicas y en el ciclo de la urea®.

La arginina es transportada a través de las membranas de la célula endotelial por el
sistema y*, el cual es Na* independiente y no sensible a pH®. En algiin caso como en el rifién
y en el borde en cepillo de las membranas intestinales, el sistema de transporte y* puede ser
parcialmente Na* dependiente™,

Es importante resaltar que andlogos de la L-arginina, inclufdo su isémero, la D-arginina,
no actian como sustrato para la sintesis de NO®, y que incluso la pueden inhibir, como por

ejemplo el N¥-monometil-L-arginina (L-NMMA)71749 o ¢] Nw-nitro-L-arginina (NwNLA).
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Figura 4.~ Sfutesis de dxido nftrico en la pared
vascular. El NO endotelial se sintetiza a partir de la \ N et O3
L-arginina mediante la NO sintasa de forma ERRE
constitutiva (NOSe). Sus productos de degradacion ax
son nitritos y nitratos que se liberan al medio, NO+NOj ¢— NO
Ademds del endotello, el niisculo liso vascular y el
macrdfago expresan NOS inducible (NOSi) en
respuesta a citoquinas;  factor de necrosis
tumoral(TNF), interleuquina-1 (IL-1) o
lipopoliscdrido bacteriano (LPS). El NO estimula la
guanilate clelasa inactiva (GCsi) y pasa a forma
activa (GCsa) generando GMPe, el cual gjerce su
aceidn vasorelgjante y antiagregante.
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El NO es altamente inestable y con rapidez (3-5 seg) se convierte en NOy y NO;y” en
soluciones oxigenadas. Los radicales libres de O, y en especial el anién superéxido, O,
catabolizan el NO. La superéxido dismutasa es capaz de enlentecer esta degradacion,
comprobdndose asf indirectamente el papel que cumple el anién superdxido, como catabolizador
del NO. Los radicales libres de oxfgeno representan estados intermedios de la reduccién

electroqufmica del agua, son inestables y altamente reactivos®™, Se generan durante la oxidacién
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de purinas mediante la xantina oxidasa™ y actualmente se sabe que otras enzimas entre las que
se incluyen la NOS, generan radicales libres como resultado del metabolismo oxidativa™, Los
principales radicales libres de O, son el anidn superdxido (0,7, el perdxido de hidrdgeno
(H,0,),y el radical hidroxilo (OH). El H,0, se le suele considerar como radical libre por ser el
metabolito intermediario entre O,” y OH', A pH fisioldgico el O, dismuta a H,O,; y en presencia

de iones metdlicos como Fe*, genera el radical hidroxilo a través de la reaccion de Haber-Weiss;

02'. - O'z‘- - 21’14- “““““ 171202 + 0'2
0, 4 Fe’t --ee- Fe* + 0O,
Fe?* + Hy0, ~--- HO' + HO + Fe**

Estos radicales causan toxicidad en los tejidos por lo que las células desarrollan
mecanismos antioxidantes para eliminar el jon superdxido y el perdxido de hidrégeno y asf limitar
ia formacién del radical hidroxilo. Estos mecanismos incluyen, superdxido dismutasa (SOD) para
el ion superdxido y peroxidasas y catalasas para el perdxido de hidrégeno, Otro mecanismo
antioxidante es prevenir la existencia de iones metdlicos en el ciclo redox (lactoferrina, ferritina}.
A pesar de estos mecanismos antioxidantes, existen nuchas situaciones patolégicas en las que
estén implicados estos radicales libres de O,.

Otros mecanismos pueden inhibir los efectos vasorelajantes del NO. Los radicales Fe**
de la hemoglobina se unen y secuestran la molécula del NO y el azul de metileno actia inhibiendo
la guanilato ciclasa y por consiguiente la produccién de GMPc™, La importancia fisiopatolégica
de estos mecanismos no ha sido aun completamente dilucidada, pero es posible que su papel sea

importante en los efectos vasoconstrictores de la hemoglobina libre y la mioglobina,

1.3.2, NO Sin{asa.

EI NO es sintetizado por una familia de enzimas denominadas NO sintasas (NOS), a partir
del aminodcido L-arginina.

En esta reaccién, la L-arginina, O, y NADPH son cosustratos; FMN, FAD, hemo y
tetrahidrobiopterina son cofactores y el NO y la citrulina son coproductos de la reaccion catalizada
por la NOS que es una dioxigenasa.

Existen dos isoformas de NO sintasas en el vaso: Constitutiva (NOSc), expresada
basalmente en las células endoteliales y cuya actividad es regulada por Ca?*/Calmodulina, y una

isoforma inducible (NOSi), localizada en las células de musculo liso vascular, que no se expresa
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en condiciones fisiolégicas y cuya expresion aumenta cuando se estimulan las células de muisculo
liso vascular con algunas citoquinas (Factor de necrosis tumoral o« (TNF-c¢) o interleuquina 18
(1L-1B), endotoxinas y AMPc. Las similitudes y diferencias entre ambas isoformas de la NOS se

muestran en la Tabla 4.

Tabla 4.~ Similitudes y diferencias emire las isoformas de NOS.

CONSTITUTIVA

INDUCIBLE

Membrana/Citosdlica

Cilosdlica

Dependiente de NADPH

Depeondients de NADPH

Dioxigenasa

Dioxigenasa

Inhibible por andlogos de
L-arginina

Inhibible por andlogos de
L-arginina

Dependiente de Ca?'/Calmoduling

Independiente de Ca**/Calmodulina

Libera picomoles NOQ

Libera nanomoles NO

Liberacidn corta

Liberacidn prolongada

No so afecla por glucocorticoides

Induccidn inhibible por

glucocorticoides

Entre otras, han sido purificadas NOS de rata®, cerdo, vaca, cerebelo y macréfagos de
ratén, neutrdfilos™, endotelio bovino®? y plaquetas”(Tabla 5). En los neutrdfilos de rata,
como comentaremos mds tarde, se ha observado la existencia de NOS de tipo inducible®; sin

embargo, los datos sobre la presencia de NOS en neutréfilos humanos son controvertidos#3D,

Tabla 5.- Localizacién de las isoforinas de NOS en el organisio.

NOSe NOSi

Célulns endoteliales® Células endotelinles™

Neuronns eentralest™ Hepatocitos™

Neutréfilos™ Célulag de Carclpoma®™?

Plaquetns™ Fibroblastost*

Células do ln mdeula densa rennl®™

Células do miscuio Jiso vascular™ y mesangial*?

Células do la médula adrenal™® Macrofagos'™

Célulaa b del péncreas'™” Newtréfilog de Inflamacién®™®
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1.3.3. Guanilato ciclasa. GMDPc,

El NO posee un efecto vasorrelajante mediado a través de la estimulacidn de la guanilato
ciclasa soluble, localizada en las células del miisculo liso vascular, promoviendo la elevacidn del
GMPc™,

La guanilato ciclasa es una enzima que se encuentra en la membrana plasmdtica, citoplasma
y citoesqueleto celular, que cataliza la formacién de GMPc a partir de! guanosfn trifosfato (GTP)®,
La guanilato ciclasa tiene dos isoformas: a) particulada o asociada a membrana, que es activada
por un mecanismo receptor-espectfico, por agentes como el péptido natriurético atrial y la toxina
de B, Coli®: b) soluble, que es activada por el NO o por compuestos que contienen NO en su
molécula, como los nitrovasodilatadores, nitroprusiato sédico (NPS), o nitroglicerina®, El NO
activa la guanilato ciclasa soluble y consecuentemente aumenta la sfntesisde GMPc®®, El mecanismo
por el cual el GMPc vasodilata parece relacionado con una inhibicidn de fa movilizacién intracelular
de Ca** y de la contraccién del misculo liso®®, Las acciones del GMPc podrfan sin embargo, exceder
el marco de la mera vasodilatacién y ejercer diversos efectos adicionales. Los neutrdfilos humanos

poseen guanilato ciclasa de tipo soluble sensible a NO®.

1.3.4. Efectos fisioldgicos del NO.

I NO actia por ta transferencia directa célula a célula, cuyas membranas atraviesardpidamente,
por lo que debe considerarse como una substancia paractina®™, Ademds, hay que tener en consideracion
la corta vida media de esta molécula, menor de 3 segundos, lo que le impide su accién a distancia.
Se ha descrito que el NO puede prolongar sus efectos mediante su unién a grupos sulfidrilos®?,

La formacién de NO por las células endoteliales es estimulada por trombina, ATP, acetilcolina,
bradikinina, TNF, e histamina, entre otros factores, El efecto mejor conocido del NO estd dirigido
hacia las c€lulas contrdctiles localizadas en el exterior endotelial, tales como la célula de muisculo
liso vascular y la célula mesangial glomerular, y estd mediado via la estimulacién de la guanilato
ciclasa soluble con elevacion de guanosin3’,5’-monofosfato cfelico (GM Pc)®.92), Entre estos dltimos
se encuentran también los fermacos dadores de NO a partir de su propia molécula, como el nitroprusiato
sédico, la nitroglicerina o 1a molsidomina, Ademds de la actividad vasorrelajante del NO/L-Arg®?

se ha demostrado que esta molécula es capaz de inhibir la agregacion plaquetaria®, Distintas sustancias

21



Introduccién

liberadas por las plaquetas, tales como el ADP, la serotonina, o la trombina son capaces de inducic
la sitesis de NO por la célula endotelial; este mecanismo podrfa significar una autorregutacion
negativa, en la cual algunos metabolitos producidos durante el proceso de agregacin generarfan
un compuesto, el NO, que actuarfa a su vez inhibiendo la agregacion sucesiva de nuevas plaquetas
y facilitarfa la disgregacion de los trombos formados. Ademds, mediante su efecto vasorrelajante,
el NO incrementarfa el flujo sanguieo local, lavando asf los agregados formados y protegiendo
la integridad del lecho vascular. Estos efectos plaquetarios pueden ser de importancia critica en
situaciones de isquemia/reperfusion, ya que de su nivel de funcionamiento podria depender la aparicidn,
extension o lisis de coagulos formados localmente en el territorio isquémico.

Actualmente se sabe que ¢l NO es sintetizado ademss de por las células endoteliales, por
los macr6fagos® ™ neutréfilos™, células de Kupffer® y tejido neural®™, Este hecho aumenta
la posibilidad de interacciones y multiplica las posibles funciones del NO en fisiologfa y fisiopatologfa.

En el sistema cardiovascular, el EDRF/NO contribuye a la regulacion del flujo sangufneo
regional y de la hemodindmica sistémica, modulando la vasorrelajacién de arterias grandes y
pequefias, asf como de las venas®*%?, se ha demostrado recientemente, que estfimulos inflamatorios
pueden inducir la actividad de la NOS inducible tanto en endotelio®”como en células de misculo
liso vascular®y en macréfagos®™. La cantidad de NO producida por la NOS inducible es mayor
que la producida por la NOS constitutiva, por lo que el NO de origen vascular también tendrfla
un papel en la hipotensién asociada con la administracién de LPS®® o citoquinas®®, Otros efectos
del NO de origen vascular son: la inhibicién de la adhesion de leucocitos“*®, inhibicidn de la generacién
de endotelina®, ¢ inhibicién de la proliferacidn de células de misculo liso vascular®®V, Recientemente
se ha implicado tambien al NO en la modulacién de la sfntesis de distintas protefnas de matriz

extracelular por las células endoteliales y de nuisculo liso vasculac 199,

2. EL NEUTROFILO

2.1. MORFOLOGIA

Es un conocimiento clésico que los leucocitos se dividen en granulocitos, monocitos y linfocitos.
Estos tipos tienen marcadas diferencias morfoldgicas y en motilidad.
Los granulocitos, que comprenden a los neutréfilos, eosindfilos y basdfilos, tienen nicleo

lobulado, su citoplasma contiene numerosos grdnulos distintos entre siy se diferencian segtin sea
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sureaccién de tincién. 1.os monocitos son también granulados pero tienen mds estructurado el micleo
y muchos grdnulos {inos,

En los neutrdfilos existen tres tipos de granulos: Azuréfilos o primarios, especfficos o
secundarios y los terciarios o secretores. Los grdnulos azurdfilos poseen numerosas enzimas
lisosomales, mieloperoxidasa, elastasa, proteinasa3 y factores bactericidas. Los granulosespecificos
son peroxidasa-negativos, contienen lactoferring, lisozima, gelatinasa y protefnas de membrana
como Mac-1. Los granulos secretores han sido definidos como orgdnulos intracelulares que contienen
tetranectina y fosfatasa alcalina latente. El conjunto de los componentes de estos grénulos se pone
en accién de forma progresiva al producirse la activacién del neutrdfilo, participando en el proceso
de adhesiény pasaje del endotelio, enel ataque y destruccidn de microorganismos y en las reacciones

inflamatorias en general.

2.2 MECANISMOS DE TRANSDUCCION DE SENAL.

Las partfculas opsonizadas, inmunocomplejos y los factores quimiotdcticos producidos en
los procesos inflamatorios, activan a los neutréfilos mediante su unidn a receptores especfficos
de superficie. Estudios de degranulacién y metabolismo oxidativo en el neutréfilo han revelado
que existen mecanismos de transduccién de sefial entre los receptores y el interlor del neutréfilo
que son comunes a otros tipos de células secretoras. En la figura 5 se esquematiza un modelo de

acople de estfmulo-respuesta en el neutrdfilo que conduce a degranulacidn,

Toxina
Pertuasisg

Figura 5.- Esquema de acople
estimulo-respuesia y transducclén
de seftal en el neurrdfilo que
produce degranulacion,
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Los receptores expresados en el neutrdfilo existen en varias formas. Pueden estar unidos
a protefnas G y al citoesqueleto. Los neutrdfilos expresan receptores para el péptido quimiotdctico
MLP, el factor del complemento C5a, receptores de inmunoglobulinas. Otros receptores importantes
son los de Factor activador de plaquetas (PAF), Interleuquina-8 (IL-8) y Leucotrieno By (LTB,).
El receptor del neutréfilo no ocupado se encuentra acoplado a una protefna G inactiva (Gi). Cuando
un ligando especifico se une al receptor se producen cambios conformacionales en esta proteina
(R") (Figura 5) que se acompaiian por una activacién de la protefna G'*., Los quimioatractantes
como el fMLP, LTB,, PAF, CSa etc estimulan la actividad GTPasa en membranas aisladas%?,
La activacion de la protefna G se bloquea por Toxina Pertussis®®® que ADP-ribosila la subunidad
o« de la Gi del sistema adenilato ciclasa y también una protefna 40-41KD de la membrana plasmética
de los neutréfilost®, La estimulacién de los neutrdfilos por nucledtidos de guanina, forbol 12-mirfstico
13-acético (PMA) y calcio no se inhibe por toxina pertussis Jo que sugiere que una segunda protefna
G puede estar envuelta en la transduccion de la sefalt®®,

En el proceso de activacién de la protefna G esta involucrado el Guanosin trifosfato (GTP)
que se une a la protefna G y la activa (Gi'). Esta protefna G interacciona con la fosfolipasa Cy
la activa (PLC"). La fosfolipasa C hidroliza el fosfatidil inositol-4,5-bifosfato (PIP,) y fosfatidil
inositol-4-monofosfato y produce el segundo mensajero inositol-1,4,5-trifosfato (IPy) y 1,2-diacilglicerol
(DAG). Bl 1P, interacciona con un receptor intracelular especifico y estimula la liberacidn de iones
calcio® desde unos orgdnulos denominados calciosonmas"®®. Este aumento estd potenciado por
la entrada de Ca?* del medio extracelular. Bl DAG activa la protefna quinasa C {PKC) provocando
su translocacién desde el citosol a la membrana plasmdtica. El neutrdfilo posee gran cantidad de
PKCU® presente como varias isoenzimas de las cuales las mas comunes son la By la 4P, La
activacién de Ia PKC no es un requerimiento necesario para la activacién del neutréfilo ya que
los estudios con inhibidores de PKC demuestran que no se bloquea toda la respuesta de los
estfmulost?: ademds los neutrdfilos contienen otros tipos de quinasas que estdn envueltas en Ia
activacién celular como son quinasa dependiente de GMPc, tirosina quinasas, H4 Histona quinasa,
y fosfatasa. El PMA se utiliza para investigar la transduccidn de sefial via PKC en los neutréfilos.
Cuando los neutréfilos son estimulados con PMA, el estado de fosforilacién de varias protefnas
se modifica®,

Otras vfas de activacién celular en el neutréfilo son: la fosfolipasa D que utiliza la
fosfatidilcolina para producir dcido fosfatfdico, que interviene en la activacién de la respiracion,;

y la fosfolipasa A, que estd presente en los grdnulos y en la membrana plasmdtica de los neutréfilos
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y cuya activacion produce deido araquidénico™ el cual a su vez sirve de estfmulo para los
neutrdfilos"*?, | deido fosfatidico y el DAG pueden ser interconvertidos mediante la accidn de
la dcido fosfatfdico fosfohidrolasa y la diacilglicero! quinasa.

La concentracion de calcio en neutrdfilos en reposo se mantiene en niveles submicromolares
mediante la bomba Ca**-ATPasa de la membrana plasmética®®, Después de estimulacién, el calcio
intracelular aumenta casi inmediatamente desde 0.1 uM a 1 pMM?, La elevacidn del calcio
citoplasmdtico va aactivar protefnas quinasas dependientes de calcio-calmodulina, PLA, y protefnas
que s¢ unen a actina"'™ y va a producir la fusion de {a membrana de los granulos con la membrana
plasmuitica para producic degranulacion. El calcio intracelular tambign abre canales inespecificos
que permiten el Mujo de Na*™ y K", sin embargo, ¢l papel especifico del flujo de estos iones
y de la elevacion de caleio inducida por estfmulos, no estd bien determinado, dado que muchas

respuestas celulares en el neutrfilo tienen lugar en medios libres de Na* y caleio@??,
2.2.1.- Polimerizacién de actina,

Los agentes quimioatdcticos estimulan la locomocidn de los neutréfilos que comprende una
serie de procesos complejos como son la formacion de pseuddépodos, mantenimiento de la integridad
celular y liberacion de las enzimas necesarias para el pasaje transendotelial. La actina es una de
las protefnas del citoesqueleto mds abundantes, y participa tanto en la movilidad celular como en
la estructura de la matriz del citoplasma, La formacidn de pseuddpodos en los neutrdfilos inducida
por quimioatractantes, se correlaciona en el tiempo y en el espacio con la polimerizacién de la
actina. Los mdximos niveles alcanzados de F-actina ocurren a los 15-60 segundos tras estimulacién
con un agente quimiotdctico o un éster de forbol, Los pseuddpodos formados se tifien con NBD-
Falacidina que se une selectivamente a la F-actina. Del estado de polimerizacién en que se encuentre
la actina, van a depender muchas funciones celulares como son los cambios de forma, adhesion,
migracion, secrecidn de granulos y fagocitosis.

Los grinulos estdn separados de la membrana plasmédtica por filamentos del ectoplasma
en los neutrdfilos en reposo. Cuando se estimula la superficie celular del neutrdfilo con un agente
quimiot4ctico, se produce una mobilizacién de caleio especialmente en la periferia, este aumento
activa la gelsolina, otro de los microfilamentos que constituyen el citoesqueleto, porlo que se acortan
los filamentos de actina disminuyendo la viscosidad en esa drea lo que permite que los grdnulos

tengan acceso a la supecficie de fa membrana plasmtica, facilitando asf la degranulacisnt??, Este
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es el mecanismo de accién que utilizan las citocalasinas para facilitar la secrecién de los grénulos
y bloquear la locomocidn, ya que estos alcaloides pueden destruir los filamentos de actina, inhibiendo

st polimerizacion.

2.3 CARACTERISTICAS FUNCIONALES

Las funciones principales de los neutrdfilos son la fagocftica y la bactericida como parte
esencial en los mecanismos de defensa del organismo contra la infeccidn, Esta funcidn estd muy
relacionada con la de los linfocitos y macréfagos.

Para realizar sus funciones, el neutréfilo sufre un proceso de adhesidén al endotelio y movilidad

para atravesar la barrera endotelial y llegar al foco inflamatorio.

2.3.1.- Quimiotaxis y Movilidad,

Los factores quimiotdcticos que son generados por la interaceién de protefnas plasméticas
con antfgenos ¢ agentes patdgenos atraen a los neutréfilos de la sangre a los sitios de infeccidn.,
La difusidn de estos factores crea un gradiente quimico que dirige la migracidn de los neutréfilos
hacia la fuente que produce el factor quimiotdctico, El plasmatambién produce anticuerpos y factores
de complemento que cubren al microorganismo en un proceso denominado opsonizacién. Los
neutrdfilos ingieren e incluyen a los microorganismos opsonizados en una vesfeula (fagosoma),
en la cual descargan su contenido granular (degranulacién). Los neutréfilos generan metabolitos
activos del oxfgeno como el anién superdxido y perdxido de hidrdgeno que contribuyen a matar
al microorganismo. I.os enzimas de los granulos junto con los metabolitos de oxfgeno pueden liberarse
también al fluido extracelular donde pueden causar daiio al tejido. Este efecto secundario puede

ser una causa importante de inflamacién en los tejidos y de dafio para el organismo.

2.3.2.~ Adhcsién, Aspectos Generales,

Los neutrdfilos tienen una mayor capacidad de adhesidn durante los procesos de quimiotaxis
y fagocitosis®®, Los neutréfilos circulantes cuando se exponen a estfmulos exdgenos aumenta su
capacidad de adhesidn de unas células a otras y a otro sustrato. Se ha demostrado que los neutréfilos

adheridos a una superficie estan "primados" ¢ sensibilizados y tienen diferentes propiedades funcionales
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comparando con las célulasen suspension''?¥, Cuando los neutrdfilos estdn en suspensién, se agregan
en respuesta a un factor quimiotdctico, un proceso que es distinto al de la adhesion.

Los neutréfilos abandonan frecuentemente el torrente circulatoric para ejercer su accién
en los tejidos, para lo cual deben adherirse al endotelio vascular. Laadhesion de células de la sangre,
como neutrdfilos o plaquetas posee un papel importante en procesos como Ia hemostasia®™, trombosis,
cicatrizacién de heridas, infecciones!, procesos inflamatorios!'?®, respuestas inmunoldégicas y
reparacién de tejidos dafiados!??, de tal forma que en el sistema inmunoldgico los leucocitos interactdan
entre sf y con el enclotelio vascular, asf como con componentes de matrices extracelulares, cambiando
rdpida y transiloriamente del estado no adhesivo al adhesivo"?. Fundamentalmente existen dos
tipos de adhesién celular: la adhesién entre dos células y la adhesién entre una célula y una matriz
extracelulart?,

La interaccioén de neutréfilos circulantes con el endotelio vascular es un hecho esencial en
la induccion de la respuesta inflamatoria aguda®? 1), Aunque la adhesi6n y la migracion de los
neutréfilos ha sido ampliamente estudiada, el mecanismo por el cual estos reaccionan y se adhieren
a la célula endotelial y posteriormente migran a través de la pared vascular no esta ain suficientemente
esclarecido. Un gran ndmero de factores regulan la interaccidn entre los neutréfilos y las células
endoteliales. Entre cllos destacan: a) la expresién de moléculas de adhesion en la superficie de
los neutrdfilos activados y/o las células endoteliales, b) fuerzas hidrodindmicas que tienden a bacrer
los neutrd(ilos de la pared endotelial y ¢) la interaccidn de las cargas electrostdticas de los dos tipos
celulares.

Otra situacién [isiopatoldgica en la que se involucra a la interaccién endotelio-neutréfilo
son los procesos de isquemia-reperfusion®® 3432139, En gran medida la disfuncién microvascular
asociada con la reperfusion de tejidos isquémicos parece estar relacionada con la activacién de
neutrsfilos adheridos al endotelio vascular. El papel de los neutréfilos en la isquemia-reperfusién
se basa principalmente en la observacién de que los neutréfilos se acumulan en los tejidos
postisquémicos, Anticuerpos monoclonales contramo léculas de adhesién expresadas en la superficie
del neutréfilo atendan la disfuncién microvascular por isquemia®*39, Sin embargo, y debido a
que cada vez se implica mds a los neutréfilos en el dafio de la isquemia-reperfusion, es necesario
clarificar con mayor exactitud los factores responsables de la activacién de los mismos en esta situacion
fisiopatoldgica. Existen algunas pruebas que indican que molécutas oxidantes producidas por las
células endoteliales desempefian algun papel en este procesot”. En este sentido, se ha demostrado

que la infiltracién de neutrdfilos inducida por la reperfusién se inhibe significatfvamente por el
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pretratamiento con superéxido dismutasa o alopurinol, indicando que el ién supercxido derivado
de la xantina oxidasa estarfa implicado en la adhesién, quimiotaxis o activacidn de los neutrdfilos
asociada a la reperfusion®?. Diversos autores han demostrado que tanto el ién superdxido como
el peréxido de hidrégeno pueden actuar como factores quimiotdcticos para los neutrdfilos. No estd,
de todas maneras dilucidado el papel de estas moléculas cuya liberacidn y produccién se incrementa

en la isquemia como por ejemplo la ET-1.

2.3.2.1.- Moléculas de Adhesidn,

La adhesién de los neutrdfilos a la célula endotelial es iniciada por estimuladores endoteliales
que aumentan el calcio libre citoplasmdtico. Estos agentes actian induciendo una rdpida fusién
(1-2 minutos) de los cuerpos de Weibel-Palade (orgdnulos secretores endoteliales) con la membrana
plasmdtica. La exocitosis de los cuerpos de Weibel-Palade produce una liberacién del factor VIII
von Willebrand, induciendo simultaneamente una traslocacién a la superficie celular de una protefna,
almacenada también el el orgdnulo, lamada GMP-140(6-1¥7, Esta protefna fue descrita inicialmente
en los orgdnulos o de las plaquetas. En ausencia de neutrdfilos, GMP-140 desaparece rdpidamente
de la superficie endotelial no siendo ya detectable 5-10 minutos después de la estimulacignt®®,
Es probable, aunque no se ha demostrado, que la unién de los neutréfilos puede conservar a GMP-140
sobre la superficie endotelial,

Los neutréfilos, después de activados por factores quimiotdcticos especificos como los
leucotrienos®™®, fonéforos, ésteres de forbol, PAF, factor de necrosis tumoral (TNFo)*? y fMLP
se adhieren rdpidamente al endotelio vascular, a través de la expresién de moléculas de adhesién®.Sin
embargo, la adhesion de los neutrdfilos a las células endoteliales, requiere la expresién de moléculas
especificas en la superficie de ambas células, de forma que la activacién de los neutréfilos y su
interaccién con el endotelio, no sélo depende de fendmenos localizados en el lado endotelial. Distintos
autores han demostrado la importancia de una familia de moléculas de adhesidn, localizadas sobre
la superficie de los neutréfilos, las integrinas™". Estas moléculas son capaces de reconocer y unirse
a ligandos en la superficie de las células endoteliales, en respuesta a estfmulos especificos.

Las integrinas estdn implicadas en los procesos de adhesidn celular y extravasacién(?®;
también desempefian un papel en la agregacion plaquetaria, en funciones inmunoldgicas, en la
reparacion de tejidos, en la anglogénesis??, en la invasion tumoral y en otras situaciones patoldgicas.

En el proceso de la adhesién celular se distinguen varias etapas (Figura 6).
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La primera fase es la de rodamiento de los neutrdfilos sobre la superficie endotelial. Esta
etapa estd mediada por la familia de las selectinas, Las selectinas incluyen un grupo de tres moleculas:
a) L-selectina (Lam-1, LECAM-1) que seencuentra de forma constitutivaen los neutrdfilos y cuando
éstos se activan se expresan en la superficie celular, esto ocurre cuando comienza el proceso de
rodamiento o frenado de los neuteéfilos. b) P-selectina (GMP-140, PADGEM) se encuentra en
plaquetas en los granulos o y células endoteliales almacenada en los cuerpos de Weibel-Palade,
que son rdpidamente traslocados cuando se activa la superficie de las células endoteliales y las plaquetas
con estfmulos como histamina, trombina, bradiquinina, leucotrieno C; (LTC,) o radicales libres,
y actiia como receptores para monocitos y neutréfitos. c) E-selectina (ELAM-1) que solo se expresa
en células endoteliales y es rapidamente sintetizada cuando son estimuladas con citoquinas (TNFa,
1L-1) o endotoxina.

El siguiente paso es la adhesidn, que requiere la activacién de los neutrdfilos por un agente
quimiotdctico y la expresién de las integrinas, Existen dos familias: las B -integrinas; y las B, integrinas,
En la familia de las B, integrinas se encuentra la VLA-4. Las B, integrinas estructuralmente se
caracterizan por estar constituidas por una subunidad B comun que ha sido denominada CD18,
y por una subunidad & que las diferencia entre si en tres grupos. Inicialmente fueron identificadas
ia CD11a/CD18, también denominada LEA-1¢%Y y |3 CD11b/CD18, también denominada Mac-
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{(125,126.142) ] a disponibilidad de anticuerpos nonoclonales contra la fraccién B conin, permitid
la identificacién de un tercer miembro de esta familia, la CD11¢/CD18, también denominada
p150,95('25"'u).

La accién adhesiva de las B, integrinas es mediada principalmente por la CD1 1a/CD18 y
por la CD11b/CD 18, Anticuerpos monoclonales contra estas moléculas, son capaces de inhibir
1a adhesion de los neutrdfilos a las células endoteliales, demostrando el importante papel de estas
glicoproteinas.

La CD11a/CD18 estd presente en forma constitutiva en la membrana celular de los neutrdfilos,
La CD11b/CD18 y la CD11c/CD18 estdn presentes en granulos citoplasméticos, que se localizan
préximos a la membrana celular y que son translocados hacia la superficie del neutréfilo pocos
minutos después de su activacidn. Paraqueel neutréfilo finalmente se una a la célula diana mediante
1a accién de las integrinas, parece necesaria una elevacion de los niveles citoplasméticos de calcio®®,

Los ligandos endoteliales de las integrinas [y, denominados moléculas de adhesién intercelular
tipo 1y 2 (ICAM1, ICAM2), son miembros de una familia de inmunoglobulinas localizadas en
las células endoteliales™®. La CDi 1a/CD18 es capaz de reconocer ambos receptores y la CD11b/CD18
reconoce solo al primero, desconociéndose hasta la fecha el ligando de unidn al endotelio de la
CD11¢/CD18,

Tras la adhesién firme de los neutréfilos al endotelio, el siguiente paso es la migracién
trans-endotelial. Aunque factores quimiotdcticos como LTBy, CS5a, y fMLP pueden aumentar la
adhesién de neutréfilos al endotelio, la transmigracién a través de la monocapa endotelial requiere
un gradiente quimiotdctico®?. Estudios recientes han implicado a otra molécula de adhesion (PECAM-
1) en la transmigracién, PECAM-1 es un mierabro de Ia familia de las inmunoglobulinas, seexpresa
en bajos niveles en la superficie de leucocitos y plaquetas, y en altos niveles en el endotelio®®,
Existen trabajos que indican que anticuerpos que bloqueana PECAM-1 en la superficie de los leucocitos

pueden regular la adhesion mediada por integrinas?,
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Tabla 6.- Moléculas de adhesién,

l

(PADGEM, GMP-14(0)

MOLECULAS MIEMBROS L DISTRIBUCION LIGANDO
SELECTINAS P-selectina Endolelic. Plaguetns PSGL-1,

Sialyl Lewis® y olros

[-gelecting
(ELAM-1)

Endotelio

Sialyl Lowis*
¥ otros

Leselecting
(LAM-1, MEL-14)

Neutrdlilos ¥ linfocitos

E-selectin
CD34, GlyCAM*

INTEGRINAS VLA (o) Monocitos, linfocilos y VCAM-1, EN
easindlilos
CDlIA/CDIE N, Neulrdfilos [CAM-I1,
(LFA-1) Linlocitos ICAM-2
CDLIWCDIE B2 Neutréfilos ICAM-1,
(Mac-1, Mol) Monocilos fibrindgeno.
CDIle/CDIR D, Neutrélilos No caracteri-
©150,95) Monocitos zadlos
SUPERFAMILIA JCAM-1 Endlotelio CDUn/CDIS
INMUNOGLOBULINAS cpilelio CDIWCDIE
mesangio
1CAM-2 Endotelio CDILa/CDIS
VCAM-1 Endotelio VLA~
PECAM-1 Endotelio PECAM, olros
Neutrdlilos
Plaguotas

2.4. FISIOPATOLOGIA

Papel de los neutrdfilos en la isquemia miocdrdica y reperfusion,

Se ha dado una importancia clave a los neutréfilos en los procesos de isquemia-reperfusién

de érganos como el miocardio. En la isquemina-reperfusién miocdrdica, los neutréfilos se activan

y producen un efecto dafiino en el miocardio, mediante la liberacién de radicales libres de ox{geno

altamente citotéxicos, enzimas proteolfticas, productos derivados de lipoxigenasa y citoquinas que

modifican la funcién del endotelio y de las plaquetas!' 4%, Los agregados de neutrdfilos juegan

un papel importante en la formacién de tapones en los capilares, creando el fenémeno de no-reflujo,

que bloquea la circulacién capilar, Las plaquetas y el endotelio tambien pueden modificar a su vez

la funcién de las neutréfilos®. Ef neutrdfilo regula la funcidn enclotelial mediante Ia expresion

de moléculas de adhesién y mediante la liberacién de factores solubles tales como el 6xido nftrico,
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prostaciclina, endotelinas, PAFe interleuquina-8. Las plaquetas afectan a la activacién de los neutrdfilos
mediante la liberacién de tromboxano A,, Factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF),
serotonina, productos de la lipoxigenasa, proteasas y adenosina*>®,

La modificacién de las interacciones entre neutrdfilos, plaquetas y er. dotelio utilizando dadores
de NO, blogueantes de tromboxano A,, andlogos de prostaglandinas, inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina o bloqueantes de endotelina, puede ser una intervencidn terapéutica
muy beneficiosa. Actualmente también se estudia la posibilidad de reduc r el dafio producido por
los neutrdfilos en el miocardio mediante "scavengers" o secuestrantes de radicales libres de ox{geno,
anticuerpos contra las moléculas de adhesién o antagonistas de las citoquinas, araquidonatos o lfpidos,

inclufdo el PAF,

Papel de los neutréfilos en el daiio tisular,

E! dafio producido por los neutrdfilos en los tejidos inflamados pue de ser causado por varios
mecanismos: 1) La activacién de la adhesién de los neutrdfilos dependie ate de integrinas no solo
promueve la adhesién al endotelio sino también la agregacién de los neutréfilos entre s{ (mediada
por CD11b/CD18), lo que puede resultar en un taponamiento en los mi:rovasos y una isquemia
distal®?, 2) una elevada concentracién de estfmulos inflamatorios causs la degranulacién de los
neutrsfilos con la liberacién de varias proteasas, Dos enzimas muy implicudas en el dafio a la pared
arterial son la colagenasa y la elastasa, En los tejidos y en el suero existen antiproteasas que pueden
en parte inhibir algunas de las proteasas liberadas por los neutréfilos, 3) la g:2neracién de metabolitos
de ox{geno dependientes de la NADPH-oxidasa activada por endotoxinas citoquinas inflamatorias
etc, pueden producir un daiio en la célula endotelial y promover los efsctos destructivos de las
proteasas ya sea por activar metaloproteinasas latentes o por desactivar antiproteinasas sensibles

a oxidantest?,

2.5. OXIDO NITRICO (NO) EN EL NEUTROFILO

La primera evidencia de que los neutrdfilos producfan una sustancia ¢ 1 capacidad vasorrelajanie
fueron los trabajos de Rimele y cols®” en los que sc demostrard cémo l:ucocitos peritoneales de
rata liberaban una sustancia capaz de relajar segmentos de aorta desend stelizados e incrementar

los niveles de GMPc en estos tejidost*®, Harrison y cols***demostraron cotr.d los neutrdfilos humanos
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inhibfan la agregacién plaguetaria. La produccién de esta sustancia antiagregante era inhibible por
L-NMMAU  Este "factor relajante derivado de los neutréfilos" tiene un perfil farmacoldgico idéntico
al EDRE, La sfntesis del NO por el neutréfilo se produce mediante los dos tipos de oxido nftrico
sintasa (NOS), inducible 6 independiente de calcio®*?, y constitutiva 6 dependiente de calcio™,
La L-Canavanina, que inhibe la formacidn de NO en el macréfago, pero no en las células endoteliales,
también inhibe 1a liberacidn de NO por el neutréfilo?34!%#, Sin embargo, el Nw L-arginina metil
ester (L-NAME), que es un potente inhibidor de la sintesis endotelial de NO"** no afecta ala sfntesis
de NO del neutrsfilo?80:18Y, La sintesis de NO en los neutréfilos se estimula por agentes quimiotdcticos
como el IMLP o LTB,%,

Kl significado bioldgico y fisioldgico de la produccidn de NO por el neutrdfilo no ha sido
todavia determinado. Se sabe que la degradacién del NO es acelerada por especies reactivas derivadas
del oxfgeno y en particular por el idn superéxido (0,)!%189, Distintos autores han descrito la
correlacion existente entre un aumento en fa sfutesis de NO con la de Oy por el neutr6filo¢®,
Esto reflejarfa un mecanismo cle control de los niveles de O, en situaciones tales como la migracién
o la fagocitosis, pudiendo el NO actuar como citoprotector contra el dafio potencial que ejercerfa
el O, contra el propio neutrdfilo, Otra funcién en la que se ha implicado al NO de origen neutrofflico,
es en la regulacion de la agregacién plaquetaria, Grupos como el de Vane!'*? han descrito como
la agregacion de plaquetas activadas con trombina es menor en presencia de neutrdfilos; ademds,
recientemente, Lopez-Farré y cols"?. han demostrado cémo en presenciade aspirina, los neutréfilos
generan NO, por lo que éste serfa el responsable del papel inhibitorio de los neutréfilos en la agregacion
plaquetaria en presencia de aspirina. Esto le darfa al neutréfilo un papel relevante como controlador
de la propagacién del trombo, pudiendo tener por lo tanto una funcién moduladora en el proceso
de la hemostasia y trombosis. Se ha descrito que agentes dadores de NO como la molsidomina
inhiben la liberacién de enzimas lisosomales®®, mientras que la inhibicién de laNOS por L-NMMA

inhibe la quimiotaxis en los neutrdfilos®s.
2.6 NUCLEOTIDOS CICLICOS. GMPc EN EL NEUTROFILO.

Cuando los neutréfilos se exponen a partfculas fagocitables se ha observado un aumento
de los niveles de AMPc temprano (mdximo a los 13 segundos) y breve (retorna a los niveles basales
al minuto o a los 2 minutos). Durante este mismo intervalo no se observan cambios en los niveles

de GMPc. Los niveles de AMPc correlacionan muy bien con la quimiotaxis y la degranulacién,

33



Introduccion

sin embargo hay pruebas que sugieren que los cambios en los niveles de AMPc no son necesarios
ni suficientes para las respuestas de los neutréfilos. La relacién entre los receptores de los agentes
quimioatractantes y la adenilato ciclasa es indirecta y parece estar mediada por calcio u otros
intermediarios en la via del inositol, Los neutrdfilos estimulados liberan adenosina que se puede
unir a los receptores de purinas los cuales amplifican la seiial de la adenilato ciclasa aumentando
los niveles de AMPc.

Los neutréfilos disponen de guanilato ciclasa soluble®®,aunque no se ha establecido qué
papel gjerce el GMPc producido por esta guanilato ciclasa sobre el propio neutréfilot'sh,

Distintos estudios demuestran que el andlogo permeable del GMPc, 8-Br-GMPc, y otros
andlogos del GMPc promueven quimiotaxis y degranulacién en neutrdfilos activados19 El aumento
de [Ca*]i en el neutréfilo induce un aumento en la produccién de NO y GMPc, Este aumento
en el GMPe en neutréfilos activados coincide con la fosforilacién dependiente de GMPc de un
filamento del citoesqueleto, la vimentina®®, El aumento de [Ca**]i parece ser necesario para la
colocalizacién de la quinasa dependiente de GMPc y la vimentina en la célula, con lo que la quinasa
cataliza la reaccién de fosforilacién de la vimentina y se produce la polarizacién de la célula y su
degranulacién, por lo que se sugiere un papel de la quinasa dependiente de GMPc en todos estos

hechos.

2.7. ENDOTELINA-1 (ET-1) Y CELULAS DE LA SANGRE.

A pesar del gran nimero de trabajos existentes en la literatura sobre el mecanismo de accidn
y las implicaciones fisiopatoldgicas de la ET-1 como vasoconstrictor, poco se sabe sobre la importancia
de la ET-1 sobre otras células relacionadas con el endotelio, como son las células de la sangre.

En relacién con las plaquetas se conoce que la ET-1 puede actuar en combinacién con PGI,
y NO para regular la interaccidn de las plaquetas con la pared vascular y asf, limitar Ia formacidn
del trombo. Sin embargo, el efecto de la ET-1 sobre la agregacién plaquetaria no parece que sea
sobre la misma plaqueta, ya que existen datos en la literatura en los que se demuestra que la ET-1
no afecta a la agregacién de las plaquetas in vitro®®, No obstante, la ET-1 administrada in vivo,
puede disminuir la agregacién plaquetaria mediante la liberacién de NO y PGLY™, Hay un dato
interesante que destacar ya que las plaquetas son capaces de estimular la expresién del ARNm de
la ET-1 en células endoteliales en cultivo®??, Béa y cols demostraron que concentraciones crecientes

de plaquetas agregadas estimulan la produccidn de ET-1 en células endoteliales en cultivo, Sin embargo,
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las plaquetas agregadas no estimulan o incluso inhiben la produccidn de endotelina en los vasos
intactos. Bste efecto no estd relacionado con efectos inhibitorios de el NO o la prostaciclina, y puede
estar causado por la liberacién de algiin factor derivado del miisculo liso que inhiba la liberacion
de endotelina tanto en condiciones basales como después de la esimulacion con piaquetas agregadas®'™,
Finalmente, la trombina es también un potente activador de la sintesis y liberacién de ET-1; por
lo que la ET-1 puede contribuir a la curacién de los vasos dafiados, y participar en los procesos
de coagulacién sangufneat™,

A la ET-1 se le asigna un importante papel en la génesis y desarrollo de distintas patologfas
que inciuyen dafio vascular, como la arteriosclerasis. El papel de la ET-1 en la aterogénesis estd
principalmente relacionado con su potente accién quimiotdctica sobre los monocitos‘™y fibroblastos™,
lo que contribuye a la formacién de la placa. Por el contrario, la propiedad quimioatractante de
la ET-1 sugiere un posible pape! de ésta en los procesos de curacidn de heridas. Sobre el efecto
de 1a ET-1 en la quimiotaxis de los monocitos y macrofagos, existen resultados controvertidos 179
ya que Bath y cols han sugerido que ni la ET-1 ni el PDGF tienen efecto sabre la quimiotaxis o
ia adhesién de los monocitos al endotelio, Tambien existen datos sobre el efecto de la ET-1 en
el aumento de calcio intracelular, fosforilacién de protemas®”?, produccién de radicales superdéxido
e interleuquinast?!™ o la presencia de receptores de ET-1 en los monocitos y macréfagost® 179,
Las células humanas circulantes de la sangre, como plaquetas, linfocitos o neutréfilos no generan
ET-1, con la excepcién de los macrofagos™®, La secrecidn de ET-1y ET-3 por los macréfagos
humanos se estimula por LPS, lo que sugiere un papel de las ETs en los procesos inflamatorios
en los que estdn presentes los macréfagos tisulares. En estudios recientes se ha observado que la
ET-4, que originalmente se encuentra en la mucosa intestinal, es también un potente agonista en
la produccién de citoquinas y prostanoides por los monocitos®Y,

El descubrimiento de que el neutréfilo tiene lamaquinaria enzimdtica necesaria paraproducir
ET-1 a partir de su precursor proteicot® abre un abanico de preguntas por la coexistencia en dos
células estrechamente relacionadas, el endotelio y el neutrdfilo, de dos sistemas con propiedades
teéricamente opuestas, ¢l NO y la ET-1. Estos dos sistemas podrfan interactuar en una forma no
estudiada hasta la fecha. Los neutrdfilos humanos inducen la expresion del gen de la ET-1 en las
células endoteliales, estimulando la liberacién de ET-1, y para que se produzca este efecto se requiere
el contacto directo célula endotelial-neutréfilo, Diferentes proteasas liberadas por los neutréfilos
son capaces de convertir la ET grande en su metabolito activo, Ia ET-1U82 Ademds, las proteasas

liberadas por los neutrdfilos son capaces de degradar e inactivar la ET-133 Tambien se conoce
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un papel de la ET-1 en la produccién de anién superdxido en los neutréfilos estimuiados con fMLPAE,
pero no se conocen datos sobre el posible efecto directo de la ET-1 en la activaci6n de los neutrdfilos,
su mecanismo de accién y como consecuencia su papel en distintas patologfas como el infarto agudo
de miocardio, la uremia o el falio renal agudo. Del estudio de la interaccién de todos estos factores
puede emerger una definicién del verdadero papel de la ET-1 en relacidn a los neutréfilos y el
daiio tisular. Estos datos pueden, ademds, contribuir a una mejor comprension de ciial es el significado

de la ET-1 como mediador bioldgico a nivel tisular.
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HIPOTESIS

La hipétesis gencral de esta tesis fue que la endotelina-1 y el sistema NO/GMPc tienen
un papel significativo en los mecanismos de activacién y desactivacién de neutrdfilos, y en la

relacién de estos con el endotelio vascular.

OBJETIVOS

1. Analizar si la endotelina-1 activa los neutréfilos. Para ello se eligieron como pardmetros
de activacién celular; a} Cambios en el calcio libre citosdlico; b) liberacidn de B-Glucuronidasa;
¢) polimerizacién de filamentos de F-actina; d) produccién de radicales libres del tipo del anién

superoxido.

2. Bstudiar la relacién del sistema NO/GMPc con la ET-1 en la regulacién de la activacién

de los neutréfilos,
3. Analizar qué papel tiene la activacién de los neutrdfilos por la ET-1 en la interaccidn
de estas células con el endotelio vascular. Dentro de este mismo objetivo, planteamos identificar

las protefnas de adhesién del neutrdfilo involucradas en la interaccion,

4. Por tltimo, analizamos la implicacién de la estimulacién de los neutrdfilos por la ET-1

sobre la acumulacién de éstos a el corazén aislado perfundido y en un modelo de animal entero.
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1.- ESTUDIOS IN VITRO

1.1.1.- Aislamicnto de neutrdfilos

Los neutréfilos humanos se obtuvieron de sangre periférica de donantes voluntarios sanos,
La sangre fue recogida en tubos Falcon que contenfan EDTA 0.2 M y sedimentada por dextrano
6% (p/v), centrifugando el sobrenadante a 2500 rpm durante 15 min. Bl precipitado se
resuspendid en tampdn Hepes, (131 mM NaCl; 4.7 mM KCl; 5§ mM glucosa y 20 mM Hepes,
pH 7.4), seguido de centrifugacién a 1800 rpm durante 30 min en gradiente de Ficoll-Hypaque
(Flow Lab., Irvine). El remanente eritrocitario se eliminé mediante lisis hipotdnica.

Los neutréfilos aislados se resuspendieron en tampdn Hepes y se procedid a su contaje
mediante colorante de basdfilos. En algunos experimentos adicionales, se utilizaron también
neutréfilos de conejo aislados de la misma manera, La pureza de los neutrdfilos aislados fue

mayor del 95% con una viabilidad del 98% medida mediante 1a exclusidn de azul tripan,

- Criterios de viabilidad celular

Para conocer el porcentaje de viabilidad obtenida tras el aislamiento de los neutréfilos y
después de realizarse la incubacién de las células con las distintas sustancias en estudio, se
realizacon experimentos de exclusidn de azul tripdn. Para ello, tras el periodo de incubacién con
los distintos agentes utilizados, se retird el sobrenadante afiadiéndose 1 ml de una disolucidn de
azu! tripdn al 50%. Los neutr6filos se incubaron 1 minuto con esta solucidn y tras lavado se
procedid a la observacién micrascdpica de las células. El porcentaje de viabilidad se calculd
mediante la cuantificacién de lag células tefiidas de azul (células muertas) en relacién al niimero
total de células en, al menos, tres campos microscdpicos diferentes. Las células viables, mds del
98%, eran capaces de excluir el colorante por lo que no aparecieron tefiidas. Por el contrario, ias
células muertas o en periodo de degeneracidn, al haber perdida la capacidad funcional de su
membrana citoplasmdtica, presentaban una coloracién azul.

El contaje de la viabilidad de las células endoteliales se realizé de una forma similar.
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1.1.2.- Medida de los niveles de calcio libre citosélicos ([Ca’*]) mediante fura-2.

Los neutréfilos se cargaron incubando la suspensién celular con 2 uM fura-2/AM durante
60 min a 37° C en tampén Hepes. La suspensién celular se lavé dos veces, mediante
centrifugacién a baja velocidad, y se resuspendid en tampdn Hepes en una densidad de 5.10°
células/ml. Una alicuota de 200 ul de la suspensién se incubd con 800 ui de tampén PSS-Ca?*
(140 mM NaCl; 4.6 mM KCI; 2.0 mM CaCl,; 1 mM MgCl,; 10.0 mM Glucosa y 10 mM Hepes,
pH 7.4) durante 30 min a 37° C. En muestras similares, los neutréfilos se preincubaron durante
5 min en presencia de TMB-8 10-*M, un inhibidor de la liberacién de calcio desde los orgdnulos
subcelulares®®. Se realizaron experimentos adicionales en un medio libre de calcio que contenfa
EGTA 2 mM. El tiempo de preincubacién con el medio libre de calcio/EGTA fue
aproximadamente 30 s. La medida de la [Ca%*), se realizé con un espectrofluorfmetro (Perkin
Elmer LS 50) en cubeta de cuarzo con agitacién y a 37° C. Antes del experimento, se realizé un
barrido de la fluorescencia del fura-2/AM hidrolizado. Las longitudes 6ptimas de excitacién y
emisién fueron 340, 380 y 500 nm respectivamente, La [Ca**], se calculé mediante una ecuacién
estdndar, empleanda una constante de disociacién (Kd) del fura-2 de 224 nM a 37°CH8), La Rmax
y Rmin se determinaron individuaimente para cada experimento afiadiendo Tritén X-100 (0.1%)
y EGTA (10 mM) respectivamente. Se realizaron experimentos adicionales sobre neutrdfilos
adheridos a discos de cristal, para eliminar posibles interferencias por efectos agregantes de los

diferentes mediadores sobre los neutrdfilos.

1.1.3.~ Medida de liberacién de anién superéxido (0,7).

La liberacién de O,~ se midid mediante su capacidad de reducir el ferricitocromo C1&7,
Los neutréfilos aislados, se resuspendieron en tampdn Krebs-Henseleit®® (118,0 mM NaCl, 4,7
mM KCl, 1,2 mM KH,PO;, 1,2 mM MgSO,, 25,0 mM NaHCO,, 2,5 mM Cl,Ca, 5,0 mM
Glucosa; pH:7.4) en una concentracidn de 5. 10° células/ml en presencia de ferricitocromo C 2.23
M, incubdndolos a 37° C durante 30 min en presencia o ausencia de ET-1 (10"M), tMLP (107M)
o del éster de forbol, PMA (10°M). La reaccidn se pard mediante centrifugacién a 1000 rpm, 10

min, a 4°C. El O, liberado por los neutrdfilos se midid a 550 nm.
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1.1.4.- Medida de Liberacién de B-glucuronidasa

Medimos la liberacidén de B-glucuronidasa como medida de liberacién de enzimas
jisosomales de los neutréfilos en respuesta a ET-1. Se midi¢ utilizando dcido fenoftalein-B-
glucurdnico como sustrato, el cual es hidrolizado por la B-glucuronidasa presente en la muestra
dando lugar a fenolftalefna, que se detecta mediante la medida de absorbancia a 540 nm"*,

Las células (5x10® neutrdfilos/ml) se estimularon con distintas concentraciones de ET-1
y 5 pg/ml de cilocalasina B en tampdn PSS-Ca?*, Una vez parada la reaccion (4°C y por
centrifugacion a 12000 rpm, 5’ a 4°C) se midié la B-glucuronidasa en el sobrenadante.

La reaccién se llevé a cabo en un medio con 250 pl de acetato sédico 0.1 M pH= 4.5;
200 pl de la muestra a medir (en este caso sobrenadante de neutréfilos) y 50 ul de una solucidn
10 mM de 4cido fenolftalein B-glucurénico. Se agitd toda la mezcla, La reaccidén se incubd 4
horas a 37°C con agitacién en ausencia de luz, y se detuvo por la adicién de 500 pl de TCAS5%,
1.25 ml de una solucién alcalina de Glicina (Glicina 0,217 M, NaC1 0,217 M, NaOH 12 ml 100%
w/l, pH:10.7) y 750 pl de H;O. Tras una breve agitacién se leyd la absorbancia de la mezcla

resultante a 540 nm en un espectrofotémetro U-2000 de Hitachi.

1.1.5.- Polimerizacién de {ilamentos de T-actina

Se realizaron experimentos para estudiar la polimerizacidn del filamento F-actina en
neutréfilos estimulados con el agente quimiotdctico fMLP o con ET-1. Para ello los neutréfilos
aislados (2x10%/500 pl) se incubaron en tampdn Krebs-Henseleit con 0.01 % de albimina bovina,
durante 30 min y se estimularon con fMLP 10"M ¢ ET-1 10™M durante 45 segundos, tiempo
Sptimo de polimerizacién de actina inducida por fMLPU,

Tras esta incubacién los neutréfilos se fijaron con glutaraldehido al 1% (concentracién
final), durante 15 minutos a 37°C, Posteriormente se incubaron con lisofosfatidiicolina 100 pg/ml
y con NBD-Falacidina (Molecular Probes, Eugene, OR) 3.3x107M, 15 min 25 °C, se
centrifugaron a 16000 g, 1 min, Se recuperd el precipitado y se extrajo en 1 ml metanol, durante
1 hora con agitacién y en fa oscuridad, se centrifugaron otra vez a 16000 g 1 min y se recuperd
el sobrenadante (metanol), en el cual se mide la intensidad de fluorescencia relativa en un
espectrofluorimetro LS-50 Perkin Elmer (excitacion a 465 nm; emisién a 530 nm), en cubeta de

cuarzo. Los resultados se expresaron como incremento en la intensidad de fluorescencia relativa
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respecto al control,

1.1.6.- Incubaciones con L-arginina y antagonistas de la formacidn de NO.,

Se efectuaron experimentos preincubando los neutrdfilos durante 60 min a 37° C con: a)
el amino4cido dador de NO, L-arginina 10*M; b) con dos andlogos de L-arginina que actdan
como antagonistas especfficos y competitivos de la formacién de NO, NW-Nitro-L-arginina
(NWNLA) 10*M y N% monometil-L-arginina (L-NMMA) 10*M®*1¥2 y ¢} con ¢l isémero no
activo de la L-arginina, D-arginina 10*M,

En algunos casos, s¢ realizaron experimentos de reversién del efecto de la L-arginina
mediante la coincubacién de los neutréfilos con L-arginina 10*M junto con L-NMMA 5x10*M
o NwNLA 5x10*M durante 60 min a 37°C.

1.1.7.- Marcaje de neutréfilos con PH]-L-arginina

Los neutréfilos se incubaron en presencia de 1 pCi de [PH]-L-arginina y 10 M de L-
arginina en tampdén Hepes durante 60 minutos a 37°C. Al cabo de los 60 minuntos, Ia
radioactividad no incorporada se eliming lavando 3 veces las células con tampdn Hepes (1000

rpm, 5 min). Finalmente los neutréfilos se resuspendieron en tampén PSS-Ca*,

1.1.8.- Determinacién del contenido de [PH]-L-citrulina

Se realizaron experimentos en paralelo a los de la captacidn de L-arginina, de medida de
generacién de NO mediante la transformacidn de {*H]-L-arginina en [*H]-L-citrulina. Una vez
tisados los neutréfilos con metanol (5x10%/ml) y tomada una alicuota para cuantificar la captacidn
de este aminodcido por los neutréfilos mediante contaje en contador beta (como se detallard
posteriormente), el sobrenadante restante se secd bajo atmésfera de N, a 37°C. El extracto seco
se resuspendié en 20 mM Hepes/KOH pH 5.5, y se aplicé sobre una columna DOWEX AGS50x8
(forma-Na*), eluyéndose con H,O (fraccidn en la que aparece la L-citrulina) y con NaOH 0,5 N
(fraccién en la que aparece la L-arginina), Las fracciones H]-L-arginina y [*H]-L~citrulina se

cuantificaron mediante centelleo lfquido.
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1.1.9.- Medida del GMPe

La concentracion de GMPc en los neutréfilos se midié mediante un radioinmunoensayo
comercial acetilado (Amersham). La suspensidn de neutréfilos (5x10° células/ml) se preincubs en
1 ml de tampdn Krebs-Henseleit que contenfa el inhibidor de la fosfodiesterasa, enzima
responsable de la degradacidn def GMPc, 3-isobutil-1-metilxantina IBMX) 2 uM, a 37°C durante
I min. En algunos casos, los neutrdfilos se preincubaron durante 1 hora con L-arginina 10*M,
A continuacién se afiadié ET-1 107M, fMLP 10"M o tampdn continudndose la incubacién durante
2 min., La reaccién se pard afadiéndose dcido tricloroacético frfo (10% peso/volumen),
almacendndose las muestras a -20°C hasta su extraccidn.

El GMPc¢ formado se extrajo mediante tres lavados sucesivos con 4 vohimenes de eter
etflico y posterior evaporacién bajo atmdsfera de N, a 60°C, guarddndose las muestras
inmediatamente a -70°C hasta el dfa en que se cuantificé mediante el kit comercial. Todas las
muestras se procesaron antes de 30 dfas de conservacién y fueron descongeladas una sola vez,
inmediatamente antes de la medida. Muestras con cantidades conocidas de GMPc se sometieron
al mismo proceso, demostrdndose que el conjunto de procedimientos no causd deterioro del

GMPc, siendo la recuperacién superior al 8(0:%.
1.1.10.- Medida de la captacién de [PH]-L-arginina,

La captacién de [*H]-L-arginina se realizd en neutréfilos aislados y adheridos sobre placas
Petri durante 3 horas en una densidad de 107 células/ml, Las células adheridas se lavaron 3 veces
con tampdn PSS-Ca?* y se incubaron en presencia de 1 uCi/ml de [PH]-L-argininay 10“M de L-
arginina en PSS-Ca®* durante tiempos variables a 37°C, La reaccién se paré mediante aspiracidn
y rdpido lavado del medio de incubacién con PSS-Ca?*, Las células fueron extrafdas con 1 ml de
metanol frfo durante 30 min, y tras centrifugacién rdpida (3000 g, 3 min) una alicuota del
sobrenadante se analizé en un contador beta (Beckman) por centelleo lfquido. Se realizaron
experimentos similares para determinar la Vmax y la Km mediante la utilizacidn de distintas
concentraciones de L-arginina frfa, Como posibles activadores de la captacién de L-arginina por
el neutrdfilo se utilizd un factor quimiotdctico para los neutréfilos, IMLP 107M o ET-1 10”"M,

Con el fin de estudiar el posible papel de un transportador Na*-dependiente, se hicieron

experimentos sustituyendo al CINa por cloruro de colina en proporciones equimolares, conel fin
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de no interferir con la osmolaridad del tampdn debida a a ausencia de la concentracidn fisioldgica

de CINa (140 mM) en el medio extracelular,

1.1.11.- Marcaje de neuiréfilos con 3'Cr

Los neutrdfilos aislados se marcaron con 3'Cr (New England Nuclear) para la posterior
realizacién de los experimentos de adhesién al endotelio, Los neutrdfilos se incubaron con 2
uCi/10% células de Na,[*'Cr]O; durante 60 minutos a 37°C. Transcurrido el periodo de

incubacidn, las células se lavaron 3 veces con tampdén Hepes, resuspendiéndose finalmente en

tampdn Krebs-Henseleit con 0.2% albimina sérica bovina {BSA) a una densidad de 2.5 10°
células/500 pul.

Se utilizaron cultivos en monocapa de células de endotelio vascular bovino, cultivos de
células endoteliales humanas obtenidas de la vena de cordones umbilicales y neutréfilos humanos.
En este estudio se analizé: a) El efecto de la ET-1 sobre la adhesién de los neutrdfilos a las
células endoteliales en cultivo, b) Los mecanismos de achesidn, en particular las protefnas de

adhesién implicadas,
1.2.1.- Obtencidn y cultivo células endotcliales de aorta bovina.

Las células endoteliales se aislaron de aorta de bovino segun el método de Jaffe y cols'®?,
La aorta se cortd en segmentos de 20 cm de longitud, limpidndola de tejido conectivo y ligando
las arterias intercostales, La superficie de la luz del vaso se lavé con tampdn PBS (2,6 mM KCi,
1,5 mM KH,POQ,, 137 mM NaCl, 8 mM NaH,PQ,, 5.5 mM Glucosa; pH 7.4), que contenfa
penicilina/estreptomicina (1000 Ul/ml), con el fin de eliminar las células de la sangre adheridas.
Posteriormente se cerrd un extremo del segmento acterial, mediante clampaje, rellendndose el vaso
con una solucién que contenfa colagenasa Tipo II (Sigma) en concentracién 0,5 mg/ml, Tras
cerrar el extremo opuesto, la arteria se incubd a 37° C durante 30 min. Transcurrido ese tiempo,
la solucidn de colagenasa se tavé con RPMI 1640 que contenfa suero de ternera fetal 10%, La

suspensién celular se centrifugd a 1800 rpm durante 10 minutos, sembrédndose el precipitado
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celular en frascos de cultivo,

Las células endotellales humanas se aislaron de la vena de cordones umbilicales mediante
tratamiento con 0,5 mg/ml de colagenasa tipo 11 (Sigma) incubadas a 37°C durante 30 min. Estas
células s cultivaron en pocillos cublertos de una matriz de gelatina (0.2%), El medio de cultive
utilizado fue RPMI con 20% de suero de ternera fetal y con 10 gg/ml de factor de crecimiento
endotelial.

Las células en cultive se mantuvieron en una incubadora humificada a 37°C y con 5%
0, v 5% COy, cambidndose el medio de cultivo cada dos dfas. La identificacidn de las células se
reallzd microscépicamante mediante su apariencla pavimentosa (Flgura 7) v bloguimicamentes
mediante 1a deteccidn de Factor VI Para los distintos experimentos, las células endotzliales se
utilizaron entre el 19 y 39 pasaje (realizados mediante tripsinizacidn de las oélulas ebtenidas en
el cultivo primarlo, con Wwipsine/EDTA) y en estado de confluencia completa en monocapa, Los
experimentos se realizaron en células crecidas en cajas de 24 pocilles o en cajas Petri

indIvidualizadas.

Figura 7.- Fotografa de un cultive primario de célulos endoteliales bovinas en confluencia,
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1.2.2.- Adhesién de neutrofitos a células endoteliales en cultivoe.

Las células endoteliales confluentes, se lavaron dos veces con tampdén Krebs-Henseleit con
0.2% BSA pH 7.4, preincubdndolas con 500 pl de este mismo tampdén durante 2 min,
Posteriormente se afiadieron los neutréfilos marcados con *'Cr (2.5x10° células/500 pl de Krebs-
Henseleit), en presencia o ausencia de los distintos agonistas (ET-1 10"M, el péptido
quimiotdctico TMLP 107M, el ester de forbol PMA 10-*M). Los dos tipos celulares se coincubaron
durante 30 min a 37°C, junto con los distintos agonistas. Los neutréfilos no adheridos al endotelio
se lavaron mediante aspiracidon del sobrenadante y lavado por dos veces con tampoén Krebs-
Henseleit, Las células endoteliales junto con los neutrdfilos adheridos se lisaron con 500 pl de
NaOH 5M. El ndmero de neutrdfilos adheridos se midié utilizando un contador gamma. Los
resultados se expresaron como ntimero de neutrdfilos adheridos por pocillo de células endoteliales.
Cada pociilo contenfa una media de 3,5x10* células endoteliales, correspondiente a una media de
80 + 10 ug de protefna.

Con el fin de individualizar Ja importancia relativa de los neutrdfilos o de la célula
endotelial en la adhesién mediada por ET-1, se realizaron experimentos de adhesidn sobre una
superficie pldstica (Tissue culture dish 35x10 mm, Costar, Cambridge, MS, USA). Para analizar
la especificidad del efecto de la ET-1, se llevaron a cabo experimentos similares de adhesién en

presencia de otras hormonas vasoconstrictoras como vasopresina 107M o angiotensina II 107M.,
1.2.3.- Medida de expresidn de integrinas en el neutréfilo, Citometrfa de flujo.

Los anticuerpos monoclonales utilizados fueron: a) TS1/18 que reconoce el antfgeno
contin de la subunidad conuin B de las integrinas, CD18 (anti-CD18); b) TP1/32 y TS1/11, que
reconocen la cadena CD11a (anti-I.FA-1); ¢) Bear-1 que reconoce la cadena CD11b (anti-Mac-1);
d) HC1/1 que reconoce la cadena CDllc (anti-p150,95). Como anticuerpo no especifico que
sirvié de control negativo se utilizé el P3X63 (IgG,) obtenido del sobrenadante de cultivo de
células de mieloma. Todos los anticuerpos fueron monoclonales de rata.

Para los experimentos de citometrfa de flujo, los neutréfilos fueron incubados con 10 ul
de los diferentes anticuerpos monoclonales (1x10° células/ml, 30 min, 4°C). Los neutrdfilos se
lavaron 3 veces, para eliminar el anticuerpo no ligado, y se resuspend ieron en 500 pl de solucién

de Krebs. Posteriormente se incubaron otra vez con 5 ul de una dilucién 1:40 de anticuerpo de
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carnero antiratén IgG marcado con isocianato de fluorescefna (The binding site, Birmingham,
England), durante 30 min adicionales, a 4°C. Después de lavar, las células fueron suspendidas
en 200 upl de paraformaldehido al 1% en tampén Hepes y guardadas a 4°C. Se realizaron
controles con células incubadas con el anticuerpo secundario solo o con un anticuerpo
inespecffico. Los andlisis de citometrfa de flujo midieron la fluorescencia utilizando un citémetro
de flujo/clasificador EPICS (Coulter), con excitacién a 480 nm y emisién a 520 nm. En cada
muestra se analizé un mfnimo de 6000 células. Los datos se obtuvieron como histogramas de un

solo pardmetro, graficando el logaritmo de la fluorescencia verde contra el mimero de células.

2.- ESTUDIOS IN VIVO

ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Para los estudios "in vivoe" y con organos perfundidos se utilizaron conejos New Zealand,
macho con peso aproximado de 2,5-3 Kg procedentes del animalario de la Fundacién Jiménez

Dfaz. Estos animales fueron alimentados con dieta estandar y agua "ad libitum",

2.1.- ESTUDIOS EN CORAZON AISLADO.

2.1.1.- Sistema de perfusién

El procedimiento se realizé mediante una modificacién del disefiado por Maack y cols®®,

Los drganos se mantuvieron perfundidos mediante inmersién dentro de un bafio
siliconizado, oxigenado (O, 95%, CO, 5%) y termostatizado (37°C) conteniendo solucién de
Krebs-Henseleit suplementada con 5 mM de glucosa y 5% de BSA libre de 4cidos grasos.

El flujo hacia el érgano se realizd a través de una bomba de perfusién (Travenol) y la
presién de perfusién permanecié constante entre 90-110 mmHg durante todo el experimento,
controlados mediante polfgrafo (Letica 2006).

Durante todo el experimento el bafio y oxigenador se mantuvieron termostatizados,
mediante flujo continuo de agua a 37°C en su doble pared, desde un bafio térmico (Selecta-Pacisa)
y controlada con termdmetro (Frowi-FW21), El baiio y el oxigenador de cristal fueron

siliconizados previamente a su utilizacién. Antes de iniciar el experimento, todos los circuitos

48



Materiales y Métodos

fueron rellenados con el lfquido de perfusién, que se mantuvo gaseado durante todo el periodo
experimental. El circuito de perfusién (PVC-3 mm) se cambid cada tres experimentos y todos los
circuitos y reservorios fueron lavados después de ser utilizados. Se utilizé un filtro de 80 pm,
intercalado en el circuito de perfusién, para evitar que, eventualmente, quedaran atrapados

agregados celulares en el drgano.
2.1.2,~ Corazén aislado.

Los conejos fueron anestesiados con pentobarbital sédico (100 mg/Kg peso,
intaperitoneal), Se abrieron el térax y el abdomen a través de incisién mediana toracoabdominal.
Los animales fueron anticoagulados con heparina sédica (100 U/Kg peso, i.v.) mediante puncidn
de la cava inferior y se quitd el esterndn y la porcién ventral de las costillas para exponer el
corazoén y los pulmones. Se canulg la aorta ascendente, con una cdnula de teflén (1,2 mm/18G),
de forma que el extremo de la cdnula se localizé inmediatamente por encima de la vidlvula adrtica,
inicidndose la perfusién con solucién de Krebs-Henseleit"®", y garantizdndose de esta forma la
perfusion prioritaria de las coronarias. El corazén fue extrafdo rdpidamente y sumergido dentro
de un bailo siliconizado, oxigenado (O; 95%, CO, 5%) y termostatizado (37°C) conteniendo
solucién de Krebs-Henseleit suplementada con 5 mM de glucosa y 5% de BSA libre de 4cidos
grasost'?, .

Despuds de favar el érgano con tampdn Krebs-Henseleit con el fin de remover la sangre
coronaria, se agregd una infusién de ET-1 (0,027 ug/min) administrdndola durante 30 min a ia
velocidad de 0,3 ml/min, Transcurridos 2 min desde el comienzo de la infusidn de ET-1, se
inyectaron 8x10° neutrdfilos marcados con *'Cr, suspendidos en tampdn Krebs-Henseleit, en forma
de bolo. La solucidn de Krebs-Henseleit, la ET-1 y los neutréfilos marcados recircularon en el
sistema durante todo el resta del experimento. El ensayo se terminé mediante lavado de las células
no adheridas con tampdn Krebs-Henseleit (pH 7.4, temperatura 37°C), durante 5 min.

Con el fin de determinar la implicacién de las protefnas de adhesidn integrinas en la
acumulacién de neutrdfilos inducida por la ET-1, se realizaron experimentos adicionales,
preincubando durante 10 min los neutréfilos marcados con ¥'Cr con el anticuerpo monoclonal
TS1/18 y con un anticuerpo no especffico P3X63, utilizado como control negativo,

Los corazones se homogeneizaron en 6 ml de 4cido tricloroacético (TCA) al 10%,

dividiéndose este volumen en tubos de poliestireno para su contaje en contador gamma, Una
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l[4mina fina de los corazones fue cortada con un microtomo para realizar ensayo autorradiogréfico.
Para las autorradiograf(as se utilizd pelicula de rayos X Kodak XS (Eastman Kodak, Madrid), y
pantallas de intensificacién SHX-GD-400 (Valca, Madrid), manteniéndose el corte del érgano
sobre la pelfcula durante 15 dfas, a -70°C. El peso de las ldminas fue tenido en cuenta en el

célculo final de la acumulacidn de neutréfilos.

2.2,- ESTUDIOS EN ANIMAL ENTERO

El animal fue anestesiado mediante la administracién intravenosa de Ketamina (10 mg/kg)-
xilazina (20 mg/Kg), siguiendo el protocolo de rutina del quiréfano experimental de la Fundacidn
Jiménez Dfaz.

Los animales fueron traqueostomizados y se ventilaron mecdnicamente (Miniature animal
ventilator Harvard, Edenbridge, Kent, England). Seguidamente, se les realizd toracotomfa y se
expuso la aurfcula izquierda por donde se infundié PBS de forma contfnua a la velocidad de 0.1
ml/min a 37°C, durante un periodo de estabilizacién de 30 min. Al final de este periodo, se
administré ET-1 0,;0270 pg/min o PBS, por un periodo adicional de 30 min®®, Una vez
finalizado este segundo periodio, los animales fueron sacrificados mediante una dosis letal de
anestesia y el corazén fue lavado con 12 ml de solucién salina (0.25 ml/min) a 37°C. Los
corazones se¢ congelaron en nitrégeno lfquido para la posterior determinacidn de la actividad
mieloperoxidasa. La presién arterial media se registré durante todo el experimento mediante un
catéter en la arteria femoral, conectado a un registrador de presién (Letica, Scientific Instruments,
Madrid).

2.2,1,- Medida de la actividad micloperoxidasa.

Para la medida de la actividad mieloperoxidasa, una vez terminado el protocolo
experimental "in vivo", se extrajo el corazén rdpidamente, almacendndolo en N, lfquido hasta su
procesamiento. El método utilizado se basé en una modificacién del utilizado por Weyrich y
colst*n,

Después de pesar cada érgano, se homogenizd siguiendo tres pasos, el primero mecédnico,
el segundo consistente en dos criofracturas y el tercero mediante sonicacién durante 20 seg. Se

utilizé como tampén durante todo el proceso de homogenizacién, una solucién de 50 mM de
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fosfato potdsico con 0,5% de bromuro de hexadeciltrimetilamonio (Sigma Chemical Co., St
Louis, MO) a pH 6,0. Este ultimo compuesto se empled para evitar la interferencia en la
determinacién de mieloperoxidasa que pudiera ocurrir por la accidn peroxiddsica del hemo u otras
ferroprotefnas. De este modo, este procedimiento alcanzé una aita especificidad para
mieloperoxidasa de origen leucocitario.

La suspension se centrifugd a 3,000 rpm durante 20 min. La actividad mieloperoxidasa
se midid en el sobrenadante, por colorimetrfa basada en la degradacién de H,0,. La
micloperoxidasa fue medida espectrofotométricamente tomando 200 ul de sobrenadante y
mezcldndolos con 2,8 ml de tampén fosfato potdsico SO mM, que contenfa 0,167 mg/ml de
dicloruro de o-dianisidina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) y 0,0005% de peréxido de
hidrégeno al 30% (Foret, Barcelona) a pH 6,0, El cambio de absorbancia a 460 nm se midid
durante 5 min mediante un espectrofotdmetro (U-2000, Hitachi).

Se definié una unidad de actividad de mieloperoxidasa como la cantidad de enzima que
degrada un umol de peréxido por minuto, a 25°C, Para correlacionar la actividad mieloperoxidasa
contenida en el érgano con el mimero de neutréfilos acumulados, se realizé una curva estdndar

de actividad mieloperoxidasa con un mimero de neutréfilos conocido.
2.2.2.- Adhesién de neutrdfilos a segmentos arteriales de conejo

Los conejos fueron anestesiados con pentobarbital sédico (100 mg/Kg. peso,
intraperitoneal). Se realizd téraco-laparotomfa media con identificacién de aorta y arterias renales
para su diseccidn. Una vez extraidos los vasos se sumergieron en tampon PBS, a 4°Cy se retiré
el tejido conectivo perivascular. Después de limpios, se cortaron en segmentos de 1 cm de
longitud, Cada uno de los segmentos fue evertido con cuidado de no dafiar Ia capa endotelial,
quedando esta expuesta hacia el exterior. Los extremos se ligaron con una sutura de seda 4-0 para
evitar el contacto de los neutrdfilos con el interior del segmento (cara no endotelial). Una vez
cerrados, se incubaron en Krebs-Henseleit a 37°C oxigenado con 95% O, y 5% CO,, en placas
de 24 pocillos, esperdndose 60 min para su estabilizacién, Transeurrido ese tiempo, los segmentos
se lavaron 2 veces con Krebs-Henseleit y se incubaron en presencia de neutréfilos marcados con
S1Cr durante 30 min, a 37°C. Las incubaciones de los segmentos con neutrdfilos se dividieron en
grupo control, grupo con ET-1 (10"M) y grupo con el péptido quimiotdctico fMLP (10"M). Al

finalizar el tiempo de coincubacién, se eliminaron los neutrdfilos no adheridos mediante lavados
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sucesivos con PSS-Ca*. Los neutrdfilos adheridos a los segmentos se cuantificaron en un
contador gamma,

Se llevaron a cabo experimentos adicionales de adhesién similares a los descritos
anteriormente, en presencia del anticuerpo monoclonal TS1/18, Como control negativo, se utilizé

el anticuerpo no espec(fico P3X63.

3.- ANALISIS ESTADISTICO

Todos los resultados se expresan como media + error estdndar de la media (X + EEM).
Cada resultado corresponde a un minimo de 7 experimentos en cada caso, excepto que se
especifique otro valor. Cuando se compararon exclusivamente dos medias se utilizd el test de "t"
de Student, de forma emparejada o no emparejada, segin cada caso. Cuando se trataba de
comparar varias distribuciones de valores, se utilizé un andlisis de varianza de una entrada o un
andlisis de varianza de doble entrada, seguido de una prueba de comparacién miiltiple de media
(Scheffé). En todos los casos, se considerd que existfan diferencias estadfsticamente significativas
si la p era menor de 0.05. Las pruebas estadfsticas se efectuaron mediante los programas Stat

View (Brainpower Inc, Calabasas, Ca) y Sigma (Horus, Madrid).
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- En la primera parte dc los experimentos de esta tesis se estudid el papel de la ET-1
como un posible activador de los neutréfilos, y la interaccién entre ET-1 y NO, en la
regulacién de la actividad de estas células.

1.~ Activacién de los neutréfilos por ET-1

1.1.- Efecto de la ET-1 y el fMLP sobre la concentracién de calcio intracelular

([Ca**]) en neutréfilos aislados.

La ET-1 indujo un aumento transitorio de {Ca?*}; en neutréfilos humanos aislados. Este
aumento siguid una respuesta dosis-dependiente (Figura 8) (ECyo ET-1: 6x10"'°M), El aumento
en [Ca?*); inducido por la ET-1 107M fue similar en neutrdfilos de rata y humanos (A[Ca**)=
119 -+ 15 vs 165 + 61 nM). Este efecto se inhibi6 por TMB-8, un inhibidor de la liberacidn de
calcio desde los depdsitos intracelulares (% inhibicidn del aumento de Ca?* inducido por ET-1
con TMB-8 10°M: 84.4 4 3.4; n=3, p<.01). El aumento de [Ca?*]; inducido por ET-1 también
fue inhibido cuando los neutrdfilos se aislaron e incubaron en un medio libre de Ca?* que contenia
EGTA 2 mM, En presencia del agente quimiotdctico fMLP 10”M se observd un pico de [Ca?*),
de caracterfsticas similares al inducido por ET-1, pero de mayor intensidad. El aumento en la
[Ca®"]; inducido por el fMLP tuvo un comportamiento similar a la de ET-1 en presencia de TMB-
8 y EGTA.
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Figura 8.- Dosis-respuesia del = ]
aumento de la {Ca®*}, inducido por = :
ET-1 en neutréfilos humanos. El % 150
aumento en la [Ca''], se calculé =
como incremento con respecto al < 100l
basal para cada experimento _
individual, Los resultados estdn
representados como media £ EEM. 50
* representa p<.05 respecto al , _
basal, (=3 —
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Para estudiar siveste efecto de la ET-1 sobre la [Ca**]i estaba mediado por una protefna
del tipo Gi, se preincubarou los neutrdfilos con toxina pertussis 1 pg/ml, un inhibidor funcional
de la protefna Gi, durante 3 horas, observdndose una disminucién del pico de [Ca’*]i inducido
por ET-1 y fMLP. ' .

Posteriormente, con ¢l objeto de estudiar qué tipo de receptor de ET-1 estaba involucrado
en este incremento de [Ca**]i inducido por ET-1, sé preincubaron los neutrdfilos con BQ-123
10 uM o IRL-1038 1 uM, antagonistas de los receptores ET, y ETj respectivamente, durante 10
min, y se estimularon con ET-1. Los resultados obtenidos parecen indicar que el tipo de receptor
de ET-1 que media predominantemente este efecto es el de tipo A ya que al incubar los
neutréfilos con BQ-123, se bloqueaba el incremento en la [Ca**]i inducido por ET-1 (A[Ca**]i:
47 + 5 aM)(n=9 p< 0.05). Sin embargo no podemos descartar la posible existencia del receptor
de tipo B de ET-1 ya que en algunos experimentos al bloquear con el BQ-123 hemos obtenido
aumento de Ca?*, al igual que cuando estimulabamos con ET-3 10"M o con el agonista especffico
del receptor ET-B, IRL-1620 10”M, lo que indicarfa que este efecto estd mediado por el receptor

ET,; v al bloguear este receplor con ¢l antagonista del ETy, IRL-1038, se bloqued paccialmente
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cl aumento en la [Ca?*]i. Para poder aclarar este aspecto posiblemente, necesitariamos utilizar
unos antagonistas de los receptores de ET-1 mds especfficos para el caso de los neutrdfilos. Por
otra parte, la especificidad del antagonista del receptor de tipo B ha sido cuestionada®®®,

Con el fin de eliminar la posible interferencia con la sefial emitida por el fura 2 por parte
de la agregacion de los neutrdfilos inducida por los distintos agonistas, se realizaron experimentos
adicionales en neutréfilos adheridos a discos de cristal, con lo cual estos neutrdfilos no pueden

agregars:e, siendo el aumento de [Ca**]i inducido por ET-1 idéntico al observado en neutréfilos

en suspensidn,

1.2.- Efecto de la ET-1 sobre la liberacién de O, por los neutréfilos.

Los neutréfilos generan anién superdxido cuando son expuestos a estfmulos apropiados
o procesos patoldgicos. Esta liberacidn acompafia al denominado "resbiratory burst" ("estallido

respiratorio”), caracterfstico de la activacién masiva del neutréfilo,
Comwo se obsecva en la Figura 10_. el activador de la protefna quinasa C, PMA 10M y.

el (MLP 10M indujeron un aumento significativo de la liberacidn de O, en neutréfilos humanos

en suspension. Este efecto no se observé cuando los neutrdfilos se activaron con ET-1 107M.
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1.3.- Efecto de la ET-1 sobre la liberacién de 3-Glucuronidasa por los neutréfilos.

La liberacidn de enzimas lisosomales por el neutrdfilo juega un papel fundamental tanto
en la digestién de los microorganismos fagocitados como en el daiio tisular que se produce en la
inflamacidén y en procesos de isquemia-reperfusidn. Medimos la liberacién de B-glucuronidasa
como marcador de la activacidn de los grdnulos de los neutrdfilos en respuesta a ET-1,

Como se observa en la Figura 11, en presencia de Citocalasina B (5 pg/m! preincubada
5 min), la incubacién de los neutréfilos con ET-1 10"M durante 30 min indujo la liberacién de
B-glucuronidasa. Un efecto similar al encontrado con la ET-1 se observd al activar los neutrdfilos
con fMLP 107M durante 30 min.

La liberacién de B-glucuronidasa requiere Citocalasina B como preactivador ya que en su
ausencia no hay diferencias entre los neutréfilos en reposo (% Liberacién respecto al total: 23 %)

y los estimulados solo con ET-1 (% Liberacidn respecto al total: 25%).

40 -

Figura 11.- Liberacidn
de (-Glucuronidasa en
neutrdfilos  estimulados
con ET-1 10'M y fMLP
10°M. Los neutrdfilos
(5x10%/ml) se
preincubaron 5 min con
Citocalasina B 5 pg/mly
se estimularon durante
30 min con fMLP o ET-
I, Los resultados se
Basal ET-1 fMLP expresan como la media
+ EEM (n=9)#p<0.05

Liberacion de B-Glucuronidasa {% del Totaf}

Al incubar los neutréfilos con BQ-123 e IRL-1038, para estudiar el receptor de ET que

mediaba este efecto, obtuvimos la misma variabilidad que en el caso del aumento de [Ca*]i.
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1.4.- Efecto de la ET-1 sobre la polimerizacién de los filamentos de F-actina en los

neutrdfilos,

Los cambios que se producen en la movilidad de los neutrdfilos durante ta quimiotaxis
estdn asociados a polimerizacién de los filamentos de actina, que se produce por un aumento en
el contenido de F-actina y una disminucidn de la G-actina, Como se muestra en la Figura 12, ET-
1 indujo un aumento en la intensidad de fluorescencia relativa de la NBD-falacidina, que fue
mdxima a los 45 segundos, El efecto de ET-1 fue similar al producido por el agente quimiotdctico
fMLP.

Un dato adicional sugiere que la activacién de la polimerizacién de F-actina inducido por
ET-1 en los neutréfilos estd mediada predominantemente por el receptor ET,, ya que al bloquear
este receptor con el antagonista especffico BQ-123 10 uM, el efecto se inhibié ( A % NBD-
falacidina unida respecto al control; BQ+ET-1: 7.1 4+ 1.9 %). Esta inhibicién no ocurrid en el
caso en que se bloqued el receptor de tipo B con el antagonista IRL-1038 1 pM (IRL-1038-+ET-
1: 27.4+1.6%). Sin embargo, cuando se incubaron los neutrdfilos con el IRL-1038 solo se
observé un cierto efecto agonista (A %NBD-falacidina unida respecto al control; 29 + 3%), por
lo que, en forma similar a lo comentado en los experimentos de [Ca**]; y 8-glucuronidasa, no

podemos descartar la existencia del receptor de tipo ETy en el neutrdfilo.

40 -

Figura 12.- Contenido en F-actina en
neutrdfilos estimulados con ET-1 y
JMLP. Los resultados representan el
% de Imensidad de fluorescencia
relativa de la NBD-Falacldina respecto
a los neutrdfilos en condiclones
basales. Los resultados se expresan
comoe media + EEM. #% p<0.05
respecto al control (n=29). ET4 tMLP
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2.- Papel del sistema NO/GMPc en la activacién del neutréfilos por ET-1,

2.1,- Efecto de los distintos mecanismos que generan NO/GMPc sobre el aumento de

calcio inducido por ET-1 y otros mediadores.

En funcidn de datos anteriores de nuestro y otros laboratorios se considerd la posibilidad
que el NO, por si mismo o a través de la formacién de GMPc, pudiera influir en las
caracterfsticas del aumento de calcio citosdlico inducido por ET-1 en los neutrdfilos.

Se realizaron experimentos incubando los neutrdfilos en medio con L-arginina 10*M,
como precursor de la sftesis de NO.

Conio se muestra en la Figura 13, el aumento de [Ca’*}; inducido por ET-1 10°M fue
inhibido cuando las células se preincubaron en presencia de L-arginina 10M. Esta inhibicidn fue
especifica enantioméricamente, ya que no se observé cuando los neutréfilos se preincubaron con
D-Arg 10*M. La preincubacién con L-arginina 10“M inhibid también el aumento en la [Ca’*];
inducido por fMLP L0"M (Figura 14), indicando que no se trataba de un efecto especffico sobre
el mecanismo mediado por ET-1.

Con el fin de analizar la especificidad de los efectos de la L-arginina, se realizaron
experimentos adicionales en presencia de dos antagonistas competitivos de esta en la formacién
de NO, NwNLA 5x10“M o L-NMMA 5x10“M. Cuando los neutréfilos se incubaron con los
antagonistas ce L-arginina, el aumento transitorio en la [Ca**], inducido por ET-1 o fMLP no se
vi6 afectado (Figuras 13 y 14). El efecto inhibitorio de la L-arginina 10“M sobre el aumento en
[Ca?*], inducido por ET-1 o fMLP fue revertido por L-NMMA 5x10M pero no por NwNLA
5x10"M. La [Ca**]; basal (100 £ 10.3 nM) no se vi6 afectada por la preincubacién con L-
arginina o L-NMMA., En estos experimentos fue necesaria una preincubacién de al menos 45 min
para que se pudieran observar los efectos de la L-arginina o del L-NMMA.,

El efecto inhibidor de la L-arginina en el aumento de la [Ca*]; inducido por ET-1 se
revirtid mediante la coincubacién de los neutréfilos con un inhibidor de la guanilato ciclasa
soluble, azul de metileno (MB) 10 uM (128 £ 13 nM), lo que sugiere que el efecto de la L-
arginina es dependiente del sistema NO/GMPe.

Con el fin de confirmar mds directamente el papel del GMPc como regulador del aumento
de [Ca**}, inducido por ET-1 o fMLP, se preincubaron los neutrdfilos (10 min) con 8-Br-GMPc
100 uM, el cual inhibid significativamente el incremento en la [Ca?*], (A[Ca**];: 33 + 7 nM con
8-Br-GMPc vs 160 =+ 13 con ET-1). También se observé una disminucién de la [Ca®*], basal (87
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Figura 13.- Efecto de la L-
arginina, D-arginina, L-NMMA
Y NwNLA en el aumento de la
[Ca**], inducido por ET-1, E1L-
NMMA 5x10°M pero no el
NwNLA 5x10°*M revirtieron el
efecto de la L-arginina. Los
resultados se expresan comto
incremento. en la [Ca™*], con
respecto al basal. Cada punto
representa la medla & EEM de
5 experimentos, ®p<0.05 con
respecto al basal¥p<0.05 con
respecto a ET-1,

Figura 14.- Efecto de la L-
arginina, D-arginina, L-NMMA
y NwNLA en el aumento de la
{Ca’*}, inducido por fMLP. El
L-NMMA 5x10°M pero no el
NwNLA 5x10°M revirtieron el
efecto de la L-arginina, Los
resultados se expresan como
incremento en la [Ca*], con
respecto al basal. Cada punto
representa la media + EEM de
5 experimentos. *p<0.05 con
respecto al basalxp< 0,05 con
respecto a fMLP.

El efecto inhibidor de la L-arginina se detecté en un rango amplio de concentraciones,

incluso a concentraciones bajas de L-arginina (inhibicidn con L-arginina 10 nM: 40.1 + 7.4%,

n=4, p<0.05),

Finalmente, para asegurar que el efecto de la L-arginina estaba mediado por NO, se
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estudié el papel del anién superoxido, ya que &ste acelera el catabolismo del NO. Para ello se
realizaron experimentos en los que se utilizaron concentraciones bajas de L-arginina, viendo si
existfa potenciacidn de la inhibicién en presencia del "scavenger" de anidn superdxido, superoxido
dismutasa (SOD 30 U/ml). En presencia de SOD, la inhibicidn inducida por concentraciones bajas
de L-arginina se potencid (68.4 4 9%, n=4; p< 0.05 respecto a la inhibicién obtenida con L-
arginina 10 nM).

Con objeto de impedir la degradacién del GMPc, alguno de los experimentos de medida
de [Ca?*), fueron realizados en tampén PSS que contenfa el inhibidor de la fosfodiesterasa IBMX
(2 mM). No se observaron cambios en el incremento de la (Ca**}; inducido por ET-1 y fMLP en
comparacién con los resultados obtenidos en ausencia de IBMX (128 + 12 nM). Se observd una
pequeiia disminucién en el valor basal de [Ca**], cuando se incubaron los neutréfilos con L-
arginina e IBMX (Basal: 90,2 + 2,7 nM).

- En la siguicnte serie de experimentos se examinaron los mecanismos de interaccion
entre ET-1 y L-arginina/NO/GMPc en neutréfilos humanos. Estas interacciones se analizaron
a tres niveles diferentes: a) el efecto de ET-1 en el metabolismo de la L-arginiha a L-
Citrulina, b) la influencia de la ET-1 en la produccién de GMPc. c) Los mecanismos de la
captaci6én de L-arginina en el neutréfilo y el efecto de la ET-1 en esta captacién, incluyendo
Ia retroregulacién de la captacién de L-arginina en neutréfilos estimulados y no estimulados,

mediante mecanismos dependientes de NO/GMPe.
2.2.- Metabolismo de la PH]-L-arginina.

Analizamos la acumulacién de [PH]-L-citrulina a partir de [*H]-L-arginina en presencia o
ausencia de BET-1 10"™M o fMLP 10"M. La generacién de [PH)}-L-citrulina desde {*H}-L-
arginina,en neutrdfilos no estimulados, aumentd en una pequeiia proporcidn desde 2 a 30 min de
incubacidn (Tabla 7). La acumulacién de [PH]-L-citrulina se incrementd significativamente 30 min
después de la adicién de ET-1 o fMLP, con una disminucién simultdnea de los niveles de [*H}-L-
arginina (Tabla 7). Este efecto se revirtié cuando los neutréfilos se preincubaron con L-NMMA
5x10"*M (90.5 4+ 6% inhibicién), indicando que la conversién de [*H]-L-arginina a H]-L-citrulina
ocurrié via NO,

Posteriormente, se considerd la hipdtesis de que el factor tiempo y el contenido total de
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L-arginina en el neutrdfilo tuviera un papel relevante en el metabolismo de este aminodcido a NO
y L-citrulina, Con este fin, se realizaron experimentos que, como se observa en la tabla 7,
revelaron que cuando los neutrdfilos eran incubados en PSS con [PH]-L-arginina y L-arginina fria
100 M por un periodo corto (2 min} y activados con ET-1 o fMLP (2 min), no se detectaba
ninguin incremento en los niveles de [*HJ-L-citrulina, Por el contrario, cuando los neutrdfilos
fueron preincubados durante 30 min y la ET-1 o el fMLP se afiadieron durante 2 min, los niveles
de [*H]-L-citrulina se incrementaron significativamente (desde 46 + 9 hasta 239 =+ 18 nmol/5.10¢
células). Por lo tanto, existen diferencias significativas en la produccidn de L-citrulina inducida
por ET-1 en los neutréfilos, dependientes no tanto de la duracién del efecto de la ET-1 como de

el tiempo de pre-incubacién de la L-arginina,

Tabla 7. Contenido de FH]-L-arginina y PH]-L-citrulina en neutréfilos humanos estimulados o no con
ET-1 10°M o fMLP 107M.

Tratamiento Fiempo BII)-L-arginina L-citrulina
(mwol/5,10%els) (nntol/S 10%els)
Basul 2 min 45 4+ 2 442
30 nin 179 4 9 46 £ 9
-1 2 min 45 42 442
30 min 129 4 327 190 - 327
miLe 2 min 48 £ 3 443
| 30 min 149 415" ' 172 & 48

Los neutrdfilos (5x10° células/ml) se incubaron con en PSS-Ca®™ conteniendo L-arginina (100 M) y 1 uCilml
PH]-L-arginina en presencia o ausencia de ET-1'y fMLP. El contenido en EHJ-L-argininay HJ-L-citruling de
los neutrdfilos lisados se cuantifics mediante cromatografia de intercambio idnico. Esta tabla representa los
datos obtenidos mediante cromatografia de intercambio 16nico. Los resultados se representan como media +
EEM. * p<0.05 con respecto al hasal correspondiente (n=G6).

2.3.- Efecto de Ia ET-1 sobre la formacién de GMPc en neutrdfilos aislados

Como se muestra en la Tabla 8, la ET-1 no indujo cambios en los niveles basales de
GMPc sobre los neutréfilos que previamente no habfan sido incubados con L-arginina. En

presencia de L-arginina 10*M, la ET-1 107M indujo un aumento significativo en la produccidn
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de GMPc en neutréfilos aislados. Un efecto similar se observé cuando los neutrdfilos se activaron
con fMLP 10"M (GMPc basal: 112+2 fmol/5.10° células; GMPc en presencia de L-arginina 10°
M+IMLP 10"™: 223+7 fmol/5.10° células. p< 0.01). La L-arginina, per se, aumentd
significativamente los niveles basales de GMPc. El incremento en el GMPc inducido por la ET-1
en neutréfilos preincubados con L-arginina fue inhibido por: la coincubacidn con el antagonista
de la L-arginina, L-NMMA 5x10*M, y por el inhibidor de la guanilato ciclasa soluble, azul de
metileno 10 ug (Tabla 8), lo que sugiere un papel critico de la secuencia NO/Guanilato Ciclasa
soluble, Bl incremento en los niveles de GMPc inducido por nitroprusiato sédico (NPS 10uM)
no se modificé cuando se incubd junto con ET-1 o L-arginina por lo que se descarta una accion

directa sobre la actividad de la guanilato ciclasa.

Tabla 8.- Niveles de GMPe (finol/5.10°) en neutrdfilos humanos activados con ET-1 10°M. Los neutrdfilos
fueron preincubados en presencia o ausencia de L-arginina 1 0°'M, L-NMMA 5x10°M durante 45 min, y MB 10
uM o NPS 10 uM durante 10 min, antes de anadir la ET-1. Todos las medidas se realizaron en presencia de
IBMX 2 mM. Los resultados se presentan como medias+ EEM; "p < 0.05 con respecto al basaly “p< 0,05 con
respecio a L-arginina (n=7).

Basal ET-1
Dasal 113 4+ 6 114 4 3
L-argininn 160 4 4° 211 £ 8™
1-NMMA 122 + 1 19+ 6
L-NMMA -+ L-arginina 105 4+ 5 130 + B
MDB 118 4: 3 122 4+ 9
L-arginina+-MDB 109 + 9 111 1 6
NPS 251+ 7T 4T+ 17
NP8+ L-arginina 219 & 6 153 1 9

Ya que la actividad de la NOS constitutiva es dependiente de Ca?*-calmodulina, y segiin
los experimentos previos, la ausencia de calcio extracelular inhibié el incremento de la [Ca®*],
inducido por ET-1, se realizaron experimentos en medio sin Ca** conteniendo EGTA 2 mM, para
estudiar el posible papel del Ca?* en la produccién de GMPc. La ausencia de Ca?* extracelular
no afectd los niveles basales de GMPc en los neutrdfilos (126 + 16 vs 120.3 £ 18 fmol/5. 108
células en presencia o ausencla de Ca** respectivamente; n=3 cada grupo, pNS). Sin embargo,
se observé una disminucidn significativa en los niveles de GMPc, en ausencia de Ca** extracelular
en los neutrdfilos incubados con L-arginina y estimulados con ET-1 (GMPe: 253 + 196 188 +

16 fmol/5.10° células en presencia o ausencia de Ca?* extracelular respectivamente, n=4 cada
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grupo, p <0.05).

2.4.- Efecto de la ET-1 sobre la captacién de L-arginina en neutréfilos aislados y

células endoteliales,

Como se observa en la Figura 15, el flujo de [*H]-L-arginina en el neutrdfilo siguid una
cinética tiempo-dependiente, siendo lineal hasta aproximadamente el minuto 30 y alcanzdndose
la mdxima incorporacién aproximadamente entre los 30-40 min.

La célula endotelial tiene una alta capacidad de producir NO, por lo que estudiamos
también en la célula endotelial la cinética de captacidn de la L-arginina para comparar con la
cinética encontrada en los neutrdfilos. En las células endoteliales, el flujo de [*H]-L-arginina
siguié también una cinética tiempo-dependiente alcanzdndose la méxima incorporacidn a los 45-60

min (datos no mostrados),

02

Figura 15.- Tiempo-
respuesta en la captacién de
L-arginina por neutrdfilos
humanos. Los neutrifilos se
incubaron en PSS-Ca** con
L-arginina 100 uM a
diferentes  tlempos. Los
resultados estdn
represeniados como media
+ EEM., * p<,05 respecto
Tiempo {min) al tiempo O (n=10),

Captacién L-Arg {umclfmg proteina}

{ 1 I 1 1 b

0 10 20 30 40 50 60 70

La captacién de la L-arginina, en los neutrdfilos siguid una cinética de Michaelis-Menten,
en la cual el flujo de L-arginina estd definido por un flujo méximo (Vmax) y por una constante

de disociacién aparente (Km). El flujo de captacién del aminodcido (V) se obtiene mediante la
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ecuacion:

V = Vmax (C,/(C, + Km))
donde C, es la concentracién de L-arginina en el medio extracelular.

En los neutrdfilos se identificaron dos componentes, uno Na*-dependiente y otro Na*
independiente, ya que en ausencia de Na* en el medio de incubacidn la captacién de L-arginina
se vié parcialmente inhibida. Por el contrario, en otras células capaces también de generar NO,
como es la célula endotelial, la no presencia de Na* en el medio de incubacién no afectd el
transporte de L-arginina, por lo que debe deducirse que disponen solamente de un transportador
Na'-independiente.

Como se muestra en la Figura 16A , la captacién de L-arginina por los neutréfilos tuvo
una Vmax de 0,11 - 0.02 pgmol/min/mg de protefna y una Km de 1454 + 160 uM. En un medio
libre de Na*, la Vmax tendié a disminuir (Vmax; 0,059 + 0.01 pM/min/mg de protefna, p<0.05
con respecto al medio con Na'), y no se encontraron cambios en la Km (1635 4 200 pM, no
significativo respecto al medio con Na*)(Figura 16B).

Estd ampliamente demostrado que el ciclo del glutation puede modificar el transporte de
algunos aminodcidos en las células”®®. Por ello, en estudios adicionales se examind la posible
implicacién del glutation como transportador de L-arginina en los neutrdfilos mediante el ciclo
de vy-glutamil, Para ello se preincubaron los neutréfilos (15 min y 4 h) en presencia de
butioninsulfoximina (BSO 0.1 mM), inhibidor irreversible de la enzima vy-glutamilcisteina
sintetasa, responsable de la sintesis de glutation, El BSO no modificé la captacién de L~arginina
en los neutréfilos (Vmax, Basal: 0.13 4 0,03, BSO 15 min: 0.12 4+ 0.09, BSO 4h: 0.14 & 0.05
pmol/mg de protefna)(n=>5), pudiéndose por lo tanto deducirse su independencia de mecanismos
que involucren al glutation.

Bajo las condiciones anteriormente menclonadas, la presencia de ET-1 10°M o de fMLP
10"M no modificé Ia cinética de captacién Na*-dependiente o Na*independiente de la L-arginina
en los neutréfilos. Estos resultados sﬁgieren que el incremento en la produccién de GMPc

inducido por ET-1 en los neutréfilos no es debido a un aumento en la captacidn de L-arginina,
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Figura 16.- Transporte de L-arginina concentracién-dependiente en neutrdfilos humanos. Neutréfilos (5,10°/ml)
se incubaron 30 min, 37°C en PSS-Ca®* con diferentes concentraciones de L-arginina (10-1000 M)y 1nCi/ml
L-PHJarginina (A). Se realizaron experimentos adicionales reemplazando NaCl por cloruro de Colina a
concentraciones equimolares en el tampén PSS-Ca™ (B). Los insefs son utia representacién doble-reciproca del
transporte de L-arginina con Na* (A) y sin Na* (B). p<0.01 diferencia entre las curvas (n=59).

Para estudiar si existfa un mecanismo retroregulador dependiente de producto final en la
captacién de L-arginina, se preincubaron los neutrdfilos en presencia del antagonista de L-
arginina, L-NMMA (5x10"*M, 45min) u 8-Br-GMP¢ (100 uM, 10 min).

Cuando se realizaron experimentos con L-NMMA en el medio de incubacidn se lavaron
los neutréfilos con PSS, al finalizar la incubacién de 45 min, para evitar el efecto competitivo por
el transportador de membrana entre el L-NMMA y la L-arginina extracelulares, asegurando asf

que el efecto del L-NMMA sea debido a su accidn sobre la NOS.
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La cinética de captacién de L-arginina por los neutréfilos no se modificé en presencia de
L-NMMA (Tabla 9). Sin embargo, cuando los experimentos se hicieron en presencia de ET-1,
la Km disminuy¢ significativamente, indicando que cuando se inhibe la formacién de NO por el

neutrdfilo, fa ET-1 aumenta la afinidad de la L-arginina por su transportador,

Tabla 9.~ Valores de Km y Viax en la cinética de captacion de L-arginina en los neutréfilos,

Km (M) Yumax

(pmol/min/mg proteing)
Basal 1564 + 160 0.11 4 0.02
ET-1 1532 + 128 0.14 4+ 0.01
L-NMMA 1560 + 165 0.12 4 0.02
L-NMMA + ET-1 158 i 25" 0,19 + 0,04

Los neutrdfilos se preincubaron en presencla de 5,10 M L-NMMA, 45 min, y 8-Br-GMPc 100 uM, 10 min antes
de comenzar la captacidn de PH]-L-arginina. Los resultados se presentan como medias+E E.M; * p<0.05
respecto a L-NMMA sola; * p<0.05 respecto a el basal (n=6).

Con el fin de analizar si el transportador de L-arginina podfa regularse por el GMPc que,
como ya hemos explicado anteriormente, es el mensajero celular de la mayorfa de las acciones
del NO, se realizaron experimentos adicionales de captacién de L-arginina en neutrdfilos
incubados con el analogo estructural del GMPe, 8-Br-GMPe. Cuando los neutrdfilos se incubaron
en presencia de 8-Br-GMPc no se produjeron cambios en la Vmax ni en la Km (Km: 15204193

puM; Vmax: 0.124:0.03 gmol/min/mg protefna).

3.- Efecto de la ET-1 sobre la adhesién de neutréfilos al endototelio vascular.

La interaccién de los ncutréfilos circulantes con el endotelio es un fenémeno critico
en varios procesos patolégicos como isquemia miocdirdica y renal, y procesos inflamatorios
en los cuales tambicn se han observado niveles elevados de ET-1 en plasma o en los que
pueden ocurrir clevaciones locales de la concentracién de ET-1. Segin los resultados
descritos, que muestran que Ia ET-1 estimula varios mecanismos de activacién en los
neutréfilos; en la segunda parte de esta tesis analizamos los efectos de la ET-1 sobre la
adhesién de los neutréfilos a las células endoteliales en cultivo y sobre la acumaulacién de

neutrdfilos en el corazén,
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3.1.~ Efecto de la ET-1 sobre la adhesion de neutrdfilos a células endoteliales en

cultivo.

Como se observa en las Figuras 17 y 18, la ET-1 10"M estimuld la adhesién de
neutrdfilos humanos marcados con *'Cr a células endoteliales bovinas en cultivo, Esta activacidn
en la adhesién de los neutréfilos inducida por ET-1 fue equivalente a la inducida por el factor
quimiotdctico, fIMLP 10"M y menor que la inducida por el éster de forbol, PMA 10°M, que
utilizamos como control positivo (Figura 18). Un aumento de la adhesién de los neutrdfilos
también se observé utilizando 10°M y 10°M de ET-1 (A de la adhesién de *Cr-neutréfilos:
9.06x10* + 8.1x10% y 7.13x10* 4 5,7x10° neutrdfilos/pocillo). ET-1 10'°M o dosis menores no
indujeron un aumento consistente en la adhesién de neutrdfilos (5.23x10° + 4.6x10*
neutréfilos/pocillo pNS).

Con el fin de analizar si el efecto de la ET-1 en el fendmeo de adhesidn era sobre los
propios neutréfilos o sobre las células endoteliales, se realizaron experimentos de adhesidn de
neutréfilos a superficies sintéticas. La ET-1 activd la adhesidn de los neutrdfilos sobre las
superficies sintéticas, confirmando el efecto directo de la ET-1 sobre el neutrdfilo (Aen la
adhesién de 3'Cr-neutréfilos 1.94x10° + 1.2x10" neutrdfilos/pocillo, n=6 p<.01), No se observé
un incremento significativo de la adhesién cuando fueron las células endoteliales solas las que se
incubaron con ET-1 107M, 10 minutos (A en la adhesidn de neutréfilos: 27000 neutrdfilos/po-
cillo, n=9, pNS). No se realizaron experimentos preincubando a los neutrdfilos con ET-1 10°'M
ya que la ET-1 indujo agregacién de los neutr6filos®™, lo que dificultaba la interpretacién de los
resultados.

También se observd un efecto significativo en la adhesion de neutrdfilos humanos a células
endoteliales de cordén umbilical humano (A en la adhesidn de neutcdfilos: 1.2x10° £ 1x10¢
neutréfilos/pocillo, n=5 p<0.01), descartando asf un posible efecto inespecifico debido a la
heterogeneidad de las especies. Para demostrar mds la especificidad del efecto de la ET-1, en
experimentos posteriores realizados in vivo, se observé que la ET-1 indujo la acumulacién de
neutréfilos de conejo en corazdn aislado de conejo. Asimismo, no se observaron cambios en la
adhesidn de neutrdfilos inducida por otros agentes vasoconstrictores como la Angiotensina II (Ang
I, 10"M)(Aen la adhesién de neutréfilos: 1.83x10' + 3.2x10° neutrdfilos por pocillo, p NS) o
la arginina vasopresina (AVP 10"M)(6.77x10° £ 1,8x10° neutrdfilos por pocillo, p NS) lo que
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indica que ¢l efecto adhesivo es especifico para la ET-1,

8

g

Figura 17.- Adhesién de neutrdfilos
a células endoteliales. Neutrdfilos
activados con ET-1 10°M, fMLP
107M 0 PMA 10°M, Los resultados
estdn representados como media
EEM (n=8). % p<0.05 con
respecto  al basal. La adhesién
basal fue: 297+ 8.10¢°
newtrdfilos/pocillo después de 30 0
min de incubacion. ET-1 IMLP PMA

g
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3.2.- Caracterizacién de ia adhesién inducida por ET-1 desde el punto de vista de las

profeinas de adhesién.

La posible implicacién del complejo CD11/CD18 en la estimulacién de los neutrdfilos con
ET-1 se estudié mediante Ia preincubacién de estos con un anticuerpo monoclonal especifico
(TS1/18), contra la subunidad connin 8, Como se muestra en la Figura 19, la adhesién mediada
por ET-1 se bloqued en presencia del anticuerpo contra la cadena § del complejo de integrinas.
El anticuerpo TS1/18 también redujo la adhesién basal de neutréfilos al endotelio, probablemente
debido a la presencia de un cierto grado de activacién no especffica que ocurrié durante el
procedimiento de aislamiento. La preincubacion de los neutrdfilos con una inmunoglcbulina no
espectfica, P3X63, no tuvo efecto en la adhesién de los neutrdfilos inducida por ET-1 (%
inhibicién: 2 4 1.4, pNS). Una vez que se identific en los experimentos anteriores que el
complejo CD11/CD18 era un mediador importante en la adhesién de neutrdfilos mediada por ET-
I, examinamos que posibles subunidades o, podfan estar invotucradas en este proceso. Como se
muestra en la Figura , se observd una inhibicidn significativa de la adhesion de los neutréfilos a
la célula endotelial con anticuerpos monoclonales anti-CD11a, anti-CDL1b y anti-CD1lc, La

inhibicién inducida por anti-CD11a, anti-CD11b y anti-CD11c fue parcial.
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Figura 18.- Mleraforograffa de nentrdfllos adheridos a células endoreliales an cultive, realizada en an
microscoplo de contrasie de fare (200X), A: Célular endaialialer corntroles sin nentrdfilas adheridos, B: Adherldn
basal de newrrdflos o edlulas endotelinles, C: Adhexidn de neutrdfilas a célular endoreliales extivaulada con ET-I
10°M, D: Adhesién de nestrdfilos a células endorellales estimulada con PMA 107°M.
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La inhibicidn por TS1/18 fue casi completa (80-90%), sugiriendo que todos CD11a/CD18,
CDI11b/CD18 yCD11¢/CD13 tienen una funcién en la adhesién de los neutréfilos mediada por
ET-1. Este aspecto se confirmé por la observacién de que una mezcla de anticuerpos
monoclonales contra LFA-1, Mac-1 y p150,95 tuvieron un efecto inhibitorio aditivo sobre la
adhesién (Figura 19).
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Tigura 19.- Caracterizacidn de la adhesion inducida por ET-1 mediante anticuerpos monoclonales contra las
glicoproteinas de adhesién, anti-CD11a/CD18(TP1/32y 181/11), anti-CD11b/CD18 (Bear-1), anti-CD11¢/CD18
(HC1/1), y anti- CDI8 (T81/18). Los resuitados estdn representados como media = EEM (n=_8). #p<.05 con
respecto al basal,

El andlisis de la citometrfa de fiujo demostrd que la ET-1 (n=4) incrementd la expresién
de la subunidad B de las integrinas, CD18, en un grado similar que el inducido por fMLP (Figura
20 A). Se observé un aumento en la expresién de CD11b en presencia de ET-1 (Figura 20 B),
mientras que no hubo un efecto significativo de 1a ET-1 sobre la expresién en la superficie del
neutréfilo de CD11a y CD1le (datos no mostrados).

En neutrdfilos estiraulados con el éster de forbol, PMA, aumentd tanto la expresion de

Mac-1 como de LFA-1 (datos no mostrados).
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Figura 20.- A, Expresién del antigeno CDI18 en la superficie de neutrdfilos controles (1), activados con ET-1
107M (2), o con fMLP (3). La Figura representa un trazado real de un experimento tipico. B, Expresién del

antigeno CD11b/CD18 en la superficie de neutrdfilos controles (1), estimulados con ET-1 107 M (2) o fMLP 107
M. La Figura representa un trazado real de un experimento tipico,

3.3.~ Efecto de la ET-1 sobre la adhesién de neutréfilos a corazén aislado.

La infusién constante de ET-1 (0,027 pg/min) aumentd la acumulacién de neutréfilos de
conejo en el corazén aislado y perfundido de conejo (acumulacién de neutrdfilos no estimutados:
1.5x10% -+ 1.6x10° neutrdfilos; neutréfilos estimulados con ET-1: 4.2x10¢ + 3,8x10° neutréfilos;
n=35, p<.0l) (Figura 21). No se observaron cambios en la presién de perfusién coronaria cuando
se administré esta dosis de ET-1 (presién de perfusién: 100 £ 21 y 104 4+ 26 mm HG en
ausencia y presencia de ET-1, respectivamente, p NS).

Para descartar un posible efecto inespecffico de atrapamiento de los neutrdfilos inducido
por el efecto vasoconstrictor de la ET-1, se realizaron dos experimentos; 1) Se incubaron los
neutréfilos con un anticuerpe monoclonal, TS1/18, contra el antfgeno CDI18§ comun de las 8,
integrinas expresadas en la superficie del neutréfilo implicados en los procesos de adhesién, 10

minutos antes y durante la infusion de ET-1 en la circulacién. TS1/18 inhibid la acumulacién de
neutréfilos inducida por ET-1 (65 + 15% de inhibicidn, p<.01), lo que sugiere un papel del

complejo CDI11/CD18 en este efecto. No se encontrd inhibicidn cuando los neutrdfilos se
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ncubaron con el anticuerpo no espectfica PIXE3 (1.2 4 0.8% de inhibickn; p NS), 2) Se
infundieron eritrocitos marcades con Cr en pusencia o presencia de ET-1 (n=7), MNo se¢
encontraron diferencias significativas en la acumulacisn de 9'Cr en nusencia o presencia de ET-1
(*'Cr (otal: 20313 + 1300y 23110 + 1810 epra/ g de corazdn, resectivamente, i NS). En todos
los experimentos comparativos, todos los drganos fueron obienidos del mismo animal y los
neatrdiilos marcados con *'Cr pertenectan al misma grupo de células,

—
o,
i

Figurn 21: Autoradiografay de corazones alslades v perfindidos con ¥ Crnewrdfilos, exponidndose el corde
del drgane sqfbve la pelicnln durante 15 dias, a -70°C, a) corazdn control; b) corazdn alslada y perfindida con
ET-1 {0,0270 pglnli)

[]

Para descartar una posible interaccldn inespecifica entre TSI/1B y los neutrdfilos de
conejo, se reglizaron experimentos preincubando neutrdfilos humanos  con TS1O18 antes de
infurdirlos en el corazdn del congjo (n=3). La ET-1 estimuld la acumulacidn de neutrdfilos
humanos en el corazdn de conejo de manera similar a la observada con los neutrdfilos de conejo

73



Materiales y Mérodos

celular en frascos de cultivo,

Laz células endotellales humanas se aislaron de la vena de cordones umbilicales mediante
wratamiento con 0,5 me/ml de colagenasa tipo 1I (Sigma) incubadas a 37°C durante 30 min, Estas
eélulas se cultivaron en pocillos cublertos de una matriz de gelatina (0.2 %), El medio de cultivo
utilizado fue RPMI con 20% de suero de ternera fetal y con 10 pgimi de factor de crecimiento
endotalial.

Las células en cultive se mantuvieron en una incubadora humificada a 37°C y con 95 %
0, ¥ 5% COy, cambidndose ¢l medio de cultivo cada dos dfas. La identificacidn de las células se
reallzd microscdpicamente mediante su apariencia pavimentosa (Flgura 7) v bloguimicamente
mediante la deteceidn de Factor VIIIL Para los distingos experimentos, las células endoteliales se
utilizaron entre el 19 y 39 pasaje (realizados mediante tripsinizacidn de las células cbienidas en
¢l cultiva primario, con tripsina/EDTA) y en estado de confluencia complets en monocapa, Los
experimenios se realizaron en células crecldas en cajas de 24 pocillos o en cajas Peiri

indlvidualizadas.

Figura 7.- Fotograffa de un cultive primario de célulos endoteliales bovinas en confluencia,
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Uefgr tejido

Figura 23.- Actividad de
mieloperoxidasa (Ue/gr tegjido) en
corazones de conejo aislados y
sometidos a una infusién intracardiaca
de ET-1 (0,027 pg/min) 6 vehiculo.
#* p < 0.00! en relacidn al comtrol (n=9).

Control ET1

3.5.- Adhesion de neutrélilos a segmentos arteriales.

El objetivo de este tltimo grupo de experimentos fue examinar el papel de la ET-1 como
estimulante de la adhesién de neutréfilos a la superficie endotelial de vasos aislados. Para ello,
y antes de realizar los experimentos, los vasos arteriales se dispusieron de tal forma que se
mostrara en la superficie externa, la capa endotelial,

La ET-1 10°"™M estimulé la adhesién de *'Cr-neutréfilos a la aorta, arterias renales y
femorales aisladas de conejo, La adhesién inducida por ET-1 fue equivalente a la mediada por el
péptido quimiotdctico, tMLP 10M.

La implicacidn del complejo CD11/CD18 en la adhesién de neutrdfilos estimulada con ET-
1 se examind utilizando, al igual que en los experimentos de drganos perfundidos, el anticuerpo
monoclonal contra el antfgeno CD18, TS1/18. Al bloquear la cadena B del complejo CD11/CD18
se inhibi6 completamente la estimulacién de la adhesién de los neutrdfilos mediada por la ET-1.
El mismo resultado se obtuvo con el TMLP. La presencia del anticuerpo no especffico, P3X63,

no modificé la adhesién inducida por la ET-1 o tMLP.
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Figura 24: Adhesién de *Cr-
neutréfilos a segmentos arteriales
alslados, en presencla o ausencia
de ET-1, fMLP, ET-1+7181/18,
JSMLP+TS1/18, ET-1+P3X63,
SMLP--P3X63.%p < 0,001 respecto
a ET-I; ¥ p<0,00] respecto a
JSMLP.
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Esta tesis contiene una serie de hallazgos originales de importancia potencial en procesos
fisiopatoldgicos en los que existe una interaccién entre el endotelio vascular y los neutréfilos. En
una primera serie de experimentos analizamos si un péptido vasoactivo, la ET-1, era capaz de
activar a los neutréfilos y la regulacién dé esta actividad inducida por ET-1 mediante el sistema
NO/GMPc.

Existen diversas pruebas que muestran la existencia de una interaccién entre ET-1 y NO
a varios niveles, Asf, distintos activadores de la guanilato ciclasa (soluble y particulada) como son
NO y ANF (Factor natriurético atrial) causan una relajacién potente durante la contraccion
inducida por ET-1 en vasos aislados, lo que sugiere un antagonismo funcional entre el NO y la
ET-1. Por otro lado se ha demostrado que el NO puede ser un inhibidor de la estimulacién de la
liberacidn de ET-1, ya que una elevada produccién endotelial de NO actia como un mecanismo
regulador negativo de la produccién de ET-1, Un tercer nivel de interaccién serfa aquel mediante
el cual al activarse receptores de ET-1 en las células endoteliales, se produce la liberacién de
prostaciclina, EDRF/NQ y EDHF (Factor hiperpolarizante derivado del endotelio). Este dltimo
mecanismo actuarfa como un sistema de control en situaciones en las que se encuentran niveles
elevados de ET-1, en las que la liberacién de NO disminuirfa no solo la produccién de ET-1 sino
también su actividad vasoconstrictora, Como ya hemos indicado en la introduccidn de esta tesis,
la ET-1 no sélo influye en el tono vascular sino que también se han encontrado niveles elevados
de ET-1 en procesos de inflamacién y en los procesos de isquemia-reperfusion de diversos
érganos como el rifién o el miocardio, Ademds, es bien conocida la implicacién que tienen los
neutréfilos en el dafio tisular producido durante estos estados patoldgicos y la regulacidn de éstos

mediante el NO.,
1.- La ET-1 activa a los neutrélilos humanos.

Los resultados obtenidos en este primer grupo de estudios demuestran: 1) que el péptido
vasoactivo ET-1 es capaz de activar a los neutréfilos, induciendo: a) un aumento transitorio de
[Ca?*]; b) polimerizacién de los filamentos de F-actina; c) liberacién de B-glucuronidasa. Sin

embargo, la ET-1 no fue capaz de inducir la liberacién de radical superéxido por los neutréfilos,
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Existe un solo trabajo previo en la literatura que demuestre céma la ET-1 puede actuar
sobre el neutrdfilo“*?, En este trabajo se demuestra que la ET-1 potencia la produccién de i6n
superdxido inducida por f{MLP, un potente agente quimiotéctico de los neutréfilos. Sin embargo,
los autores no encontraron cambios en el [Ca?*], en neutrdfilos tratados solamente con ET-1.

La diferencia en el aumento transitorio de Ca** encontrado por nosotros y los obtenidos
por Ishida y cols puede atribuirse al diferente grado de replecion de Ca** en los depdsitos
celulares en las dos preparaciones experimentales. En este sentido, hay que considerar que durante
el proceso de extraccidn de los neutrdfilos, se utilizan medios que no contienen calcio para asf
disminuir su grado de activacién previo al estudio. En nuestros experimentos, con el fin de
obtener nuevamente una situacién lo mds fisiolégica posible, replecionamos de nuevos los
neutrdfilos de este i6n mediante una preincubacién de 30 minutos en un medio fisiolégico que
contiene una concentracién de calcio de 2 mM. Sin embargo, en los experimentos realizados por
Ishida y cols, no se siguié este mismo procedimiento,

El efecto poco duradero en los cambios en la [Ca**]i inducido por ET-1 puede ser debido
a que la ET-1 produce una rdpida agregacién de los neutrdfilos®™®, Para confirmar esta hipétesis,
se realizaron nuevos experimentos utilizando neutrdfilos adheridos a cristal, En este grupo de
ensayos, observamos como en los neutréfilos adheridos la forma de los cambios en el [Ca**]i
inducida por la ET-1 era diferente que la obtenida con neutrdfilos en suspensién, siendo mds
duradero el aumento de Ca®* en los neutrdfilos adheridos a cristal.

El hecho de que el aumento transitorio en [Ca®*); inducido por ET-1 se inhibié no solo
por ¢l bloqueo de la salida de Ca** desde los depdsitos celulares mediante TMB-8, sino también
en un medio libre de Ca** que contenfa EGTA, sugiere que la entrada de Ca** desde el medio
extracelular es necesaria para activar el mecanismo de liberacién desde los orgdnulos subcelulares
¢ que en presencia de EGTA se produce una rdpida deplecidn de los depdsitos intracelulares de
Ca**,

En trabajos posteriores se dan datos controvertidos sobre la accidn de la ET-1 en la
actividad no sélo de los neutréfilos sino también de otros tipos de células sangufneas como los
macrofagos y monocitos. Existen varfas publicaciones con distintas interpretaciones sobre el efecto
de la ET-1 sobre la produccién de iones superéxido por los neutrdfilos®*%*2%1% Otros autores
discrepan sobre el efecto de la ET-1 en la quimiotaxis de los monocitos™’*'™, y recientemente
se ha publicado un articulo que demuestra el efecto de la ET-1 en la migracién de los

neutréfilos®. Las diferentes condiciones experimentales que utiliza cada grupo, pueden justificar
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estas discrepancias.

Es interesante observar que nuestros resultados sobre la liberacidn de O, por los
neutréfilos estimulados con ET-1, al igual que los obtenidos por Ishida y cols®, demuestran que
la ET-1 no aumenta per se el G,”, mientras que sf provoca fenémenos como la liberacién de una
enzima degradativa de la matriz extracelular, la B-Glucuronidasa, y 1a polimerizacion de la actina,
necesaria para la movilidad transvascular y la agregacién del neutréfilo. En su conjunto, estos
datos sugieren que la ET-1 produce solo una activacién parcial de los neutrdfilos, dirigida scbre
todo a manifestar sus propiedades adhesivas, agregantes y de motilidad sin provocar una reaccién
masiva de los mismos.

El efecto inmediato que la ET-1 provoca sobre la polimerizacién de los filamentos de
actina, es muy importante ya que para que un factor quimiotdctico o un ester de forbol inicie su
respuesta biolégica en los neutrdfilos, entre las que se encuentran cambios en la morfologfa,
formacién de pseuddpodos, movilidad celular y fagocitosis, se requiere una reorganizacion de los
microfilamentos que componen el citoesqueleto, constituidos principaimente por actina®®,

En los experimentos destinados a estudiar el tipo de receptor de ET-1 que media estos
efectos de la ET-1 sobre los neutrdfilos no hemos obtenido resultades que permitan definir de
forma expresa qué tipo de receptor de ET-1 expresan los neutrdfilos. Existen estudios que
demuestran que el receptor que existe en los monocitos y macréfagos es del tipo ET,. Nuestros
resultados, indican que el tipo mayoritario de receptor de ET-1 en el neutrdfilo serfa del tipo ET,,
ya que los efectos inducidos por la ET-1 en los neutrdfilos se bloquearon mediante incubacidn de
éstos con BQ-123, un antagonista selectivo de los receptores de tipo ET-A. Sin embargo no
podemos descartar la existencia de receptor de tipo B de la ET-1 en los neutréfilos ya que también
en alguno de los experimentos el antagonista del receptor B bloqued el efecto de la ET-1; o en
algunos de los casos al bloquear con BQ-123 el receptor A, la ET-1 produjo un efecto que debfa
estar mediado por el tipo B, Esta variabilidad de resultados puede ser debida a que los
antagonistas disponibles no sean muy especfficos para el tipo de receptores presente en los
neutrdfilos.

Recientemente se ha publicado un estudfo en el que los autores concluyen que el tipo de
receptor de ET-1 en los neutréfilos es del tipo ET, , ya que un bolo intravenoso de ET-1 produce
efectos inflamatorios y neutropenia que se bloquean mediante un antagonista selectivo de los
receptores ET,, FR 139317, El agonista selectivo del receptor EThp, IRL 1620, también produjo

neutropenta pero en menor medida que la ET-1%9, Sin embargo, otros autores han estudiado el
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papel de la ET-1y la ET-3 en la quimiotaxis de los neutrfilos demostrando que éstos poseen los
dos tipos de receptores, ET, y ET,®¥,

Para clarificar de forma definitiva este aspecto, son necesarios ms estudios en los que se
deberdn utilizar técnicas de biologla molecular que faciliten la deteccion del tipo de receptor de
ET-1 que se expresa en el neutrdfilo. Por lo tanto, préximos experimentos que realizaremos en
nuestro laboratorio intentardn analizar mediante PCR (Reaccién en cadena de la polimerasa) o
Western Blot, qué tipo de receptor o receptores de ET-1 se expresa en la superficie del neutréfilo.
La caracterizacion del tipo/s de receptores de ET-1 en otras células puede ser de importancia para
el abordaje farmacolégico de situaciones como la isquemia/reperfusién, en los cuales fa activacién

del neutrdfilo juega un papel relevante.

2.- La L-arginina, precursor de la sintesis de NO, es capaz de inhibir el efecto de la

ET-1 en los cambios en [Ca?*]; en los neutréfilos.

La presencia de L-arginina inhibié el aumento de [Ca**]; inducida por ET-1. Sin embargo
este efecto no fue selective para la activacién de los neutrofilos por ET-1, ya que resultados
similares se obtuvieron sobre el aumento en el [Ca®t]; inducido por MLP,

La ausencia de efecto de la D-arginina, no metabolizable, es una evidencia de la
especificidad enantiomérica de la inhibicién inducida por la IL-arginina, Por otro lado, el
antagonista de la L-arginina, L-NMMA pero no el NwNLA revirtid el efecto inhibitorio de la L-
arginina. Bsta diferencia en la especificidad de los inhibidores de la formacién de NO puede
indicar la existencia de diferentes tipos de NO sintasa en el neutréfile con respecto a otras células,
como ya han referido McCall y colst*9,

Los neutréfilos tienen la maquinaria enzimdtica necesaria para la produccidn de NO.
McCall y cols demostraron que la produccién de NO por los neutrdfilos puede aumentarse
estimulando a estas células con fMLP!*®, Nuestros resultados demuestran que, en presencia del
amino4cido dador de NO, L-arginina, algunas de las sefiales intracelulares inducidas por la ET-1
y el fMLP sobre la movilizacién de Ca** por los neutréfilos se inhiben. De este modo, la
produccién de NO mediada por la L-arginina, puede ser considerada como un mecanismo
enddgeno para controlar la accién de distintos mediadores que actien sobre el neutréfilo, Asf se
conoce, por ejemplo, que el NO también inhibe la polimerizacién de actina inducida por el fMLP

en neutrdfilos en suspension y adheridos, mediante la ADP-ribosilacién del filamento de actina®?.
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3.~ EL sistema NO/GMPc actua mediante un mecanismo de retroregulacién en la
activacién de los neutréfilos por ET-1.

Los resultados de este grupo de experimentos demostraron que: 1) la ET-1 y ¢l fMLP
inducen la formacién de NO en el neutrdfilo; esta induccién es dependiente de la disponibilidad
de L-arginina en el interior de la célula; 2) la ET-1 y el fMLP inducen la formacién de GMPc
en los neutréfilos, mediante un sistema NO-dependiente; 3) el neutrdfilo transporta L-arginina por
un sistema parcialmente Na™ dependiente; 4) el transporte de L-arginina en el neutréfilo no es
estimulable por ET-1 o fMLP.

Como han demostrado distintos autores, los neutréfilos producen NO a partir de L-
arginina®*%7™1) Congecuencias funcionales de la produccién de NO por los neutréfilos son! la
antiagregabilidad plaquetaria, ¢l efecto relajante de vasos cuyo endotelio estd dafiado(®+2®, y [a
inhibicién de la adhesion de estas células a la pared vascular®®®,

En nuestro estudio, postulamos la existencia de un papel autocrino del NO sobre el mismo
neutrdfilo. Nguyen y cols®® han demostrado un papel autocrino y autorregulador del NO en la
plaqueta, mediante la elevacién del GMPc. En este sentido, tanto la inhibicién del aumento
transitorio del {Ca?"], por la L-arginina o el andlogo estructural del GMPc, 8-Br-GMPc, y la
elevacién del GMPc inducido por la ET-1 o fMLP en neutréfilos incubados por L-arginina,
apoyan la existencia de un mecanismo autorregulador mediado por el sistema L-
arginina/NO/GMPc en los neutrdfilos.

Una evidencia directa de la implicacién de estos mecanismos se obtuvo con los
experimientos que mostraron un aumento de L-citrulina en los neutréfilos estimulados con ET-1.
Las células endoteliales vasculares y los macréfagos sintetizan L-citruling y NO a partir de L-
arginina®$6682219  En nuestro estudio, la generacidn de L-citrulina aumentd en neutrdfilos
preincubados con L-arginina y estimulados con ET-1 o fMLP, evidenciando a la vez una
dependencia del nivel de sustrato,

La dependencia de L-arginina en el aumento de GMPc inducido por ET-1y la reversién
de este efecto por L-NMMA sugieren que el efecto de ET-1 y fMLP fue NO-dependiente.
Nuestros hallazgos apoyan también la hipétesis de la implicacidn del sistema NO/GMPc, ya que
resultados similares a los obtenidos con L-NMMA se observaron mediante la inhibicién de la
guanilato ciclasa soluble (enzima encargada de la generacidn de GMPc), por el empleo de azul

de metileno. Se ha demostrado que Ia ET-1 estimula la produccién de GMPc en células epiteliales
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de rifién de cerdo, mediante un mecanismo dependiente de L-arginina-Guanilato Ciclasa soluble
lo que estarfa relacionado con el efecto natriurético de la ET-1 in vivo@!D,

Finalmente, analizamos el sistema de transporte de L-arginina en el neutréfilo con el fin
de conocer si la mayor generacién de L-citrulina mediante la incubacién con ET-1 o fMLP se
debfa a una estimulacién del transporte de L-arginina, Los sistemas de transporte de distintos
aminodcidos en células relacionadas con los neutrdfilos como células de leucemia mieloide y
macréfagos®##Jestdn suficientemente caracterizados, pero no se tenfan resultados especificos
sobre el transporte de L-arginina en los neutréfilos.

Los aminodcidos catiénicos o bésicos como L-arginina son transportados por distintas
células mediante un transportador selectivo, llamado y*®, El sistema y* es un sistema de
transporte independiente de Na®, pero en algunos casos, como en el borde en cepillo de
membranas de origen renal o intestinal puede ser parcialmente Na* dependiente™, La L-Lisina
ticne un sistema de transporte similar en macréfagos®2'3, A diferencia de lo observado en el
neutréfilo, el transporte de L-arginina por el endotelio parece ser Na*-independiente!®?. Distintos
autores®®? también han demostrado que el transportador de L-arginina por la célula endotelial
es también del tipo y*. Este mismo transportador estd implicado en la captacién de otros
aminodcidos catiénicos por el endotelio, como la L-Lisina®'®,

La ET-1 solamente estimuld la captacién de L-arginina en presencia de L-NMMA, y este
efecto se revirtid por el andlogo de GMPc, 8-Br-GMPc. Estos dos resultados sugieren que la ET-1
y el sistema NO/GMPc actian sobre el sistema de transporte de L-arginina en los neutréfilos
mediante un mecanismo de retroregulacién. Para conocer el mecanismo preciso de estos efectos
se requerirfa el estudio y caracterizacién de los sitios de regulacién del transportador de L-
arginina en ¢l neutrdfilo.

El aminodcido L-arginina ademds de ser sustrato para la sfntesis de NO tiene también un
papel importante en la sfntesis de las protefnas orgdnicas y en el ciclo de la urea®,

Normalmente la arginina se deriva de Ia dieta o de la citrulina, a través de diversas
reacciones orgdnicas®, La citrulina absorbida por el intestino es pobremente utilizada por el
hfgado, siendo aprovechada extrahepéticamente por el rifisn®?, Aproximadamente el 25% de la
glutamina de origen intestinal es liberada en la circulacidn como citrulina. En el hfgado, la
arginina sintetizada desde citrulina es rdpidamente catabolizada dado el alto contenido en arginasa,
por lo que la liberacién de arginina desde el higado es mfnima, Sin embargo, el rifién y el

musculo tienen baja actividad de arginasa®?. Esta enzima también se encuentra en humanos, en
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los eritrocitos, leucocitos y fibroblastos®®. Aunque los neutréfilos pueden metabolizar la L-
arginina mediante la arginasa®®#9 |a inhibicién de la generacién de L-citrulina por el L-NMMA
descarta el papel de la arginasa en el metabolismo de la L-arginina en el neutréfilo estimulado por
ET-1.

Los resultados de esta tesis indican que la concentracion intracelular de L-arginina es un
factor limitante en la sintesis de NO en los neutrdfilos. Los neutrSfilos probablemente se
deplecionan de L-arginina durante el proceso de aislamiento, y la incubacién en presencia de L-
arginina exdgena repleciona los almacenes intracelulares de L-arginina. Distintos autores han
demostrado la importancia de los niveles locales de L-arginina en células endoteliales y en
macréfagos®!-#2222-21% Nyestros resultados demuestran que cambios en la disponibilidad de L-

arginina pueden inducir profundas consecuencias en Ia biologfa de los neutrdfilos,

4,- La ET-1 activa la adhesidn de neutrélilos al endotelio.

La funcion in vivo de la ET-1 no estd todavia suficientemente definida. Diversos estudios
han demostrado que los niveles de ET-1 circulantes se elevan en situaciones en las que la
interaccidn entre los neutréfilos y el endotelio tiene una relevancia patogenética especial como por
gjemplo en la isquemia miocdrdica®™ 39, No obstante, no existen datos acerca de la posible
relacién entre los nlveles elevados de ET-1 y los cambios inducidos en las propiedades del
neutréfilo en estas situaciones, como por ejemplo la adhesividad,

Estos resultados pueden contribuir a la comprensién del papel real de la ET-1 en
situaciones fisiopatoldgicas. Los resultados obtenidos demuestran que: a) la ET-1 activa la
adhesién de neutrdfilos al endotelio, actuando preferentemente sobre las células de la sangre, a
través del aumento de expresion de integrinas; b) el aumento de la adhesién de neutrdfilos al
endotelio inducido por ET-1 se correlaciona con la acumulacién de neutrdfilos a corazdn aislado;
¢) la infusién de ET-1 in vivo activa la adhesidn de neutréfilos al corazodn.

La ET-1 indujo la adhesidn de neutrdfilos al endotelio en una proporcion similar a la que
lo hizo un conocido péptido quimiotdctico, fIMLP, Las concentraciones d= ET-1 que estimularon
la adhesion de los neutrdfilos fueron mayores que los niveles que se encuentran en plasma; sin
embargo, los niveles tisulares locales alcanzados durante los procesos de isquemia son

probablemente mayores que los que podemos medir en las muestras de sangre periférica®®,
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Por todo esto, en situaciones patoldgicas probablemente la concentracion local de ET-1 alcanzada
puede estar en el rango de 10°M o mayor.

Para estudiar el mecanismo por el cual la ET-1 indujo la adhesién de los neutrdfilos,
analizamos la implicacién de Ia glicoproteina de adhesién CD11/CD18, La adhesidn inducida por
la ET-1 se inhibid significativamente preincubando los neutrdfilos con TS1/18, un anticuerpo
monoclonal contra la cadena 8 comiin CD18 de éstas. Los estudios de citometrfa de fiujo indican
que la ET-1 activa la expresidn en la superficie del neutréfilo del antfgeno CD18 y la del antfgeno
CD11b, consolidando por lo tanto las evidencias obtenidas en los experimentos de adhesién,
implicando esta familia de integrinas en la adhesién de los neutréfilos inducida por ET-1.

Agentes como el fIMLP o el PMA inducen la expresién de integrinas sobre la superficie
del neutréfilo®?, Este aumento de la expresién de integrinas resulta de la movilizacién de
protefnas preformadas desde los granulos especificos localizados en el interior de la célula hasta
la superficie de la misma. Utilizando anticuerpos monoclonales contra cada subunidad « particular
observamos que las integrinas CD11a/CD18, CDilb/CDI8 y CDl11¢/CDI18 tienen una
participacién parcial pero significativa en la adhesién de los neutrdfilos inducidos por ET-1.
Especfficamente, el anticuerpo contra el antfgeno CD11b/CDI8, Bear-1, parece ser el mds
eficiente como inhibidor de la adhesidn. Este resultado concuerda con la mayor expresién de
CDI11b en la superficie del neutrdfilo estimulado con ET-1 observada en los experimentos de
citomeirfa de flujo. Cuando se combinaron los tres anticuerpos contra las tres cadenas « se obtuvo
igual inhibicién que cuando se utilizé el anticuerpo contra la cadena § comuin CD18, lo que
demuestra una interaccién positiva de los tres miembros de la familia de las integrinas en el
proceso de adhesién de los neutréfilos inducida por ET-1,

Los posibles ligandos de estas integrinas en la célula endotelial suelen estar basalmente
expresados en la superficle endotelial, como son ICAM-1 e ICAM-20%, por lo que su expresién
no serfa inducida por ET-1 como lo demuestran los experimentos en los que sélo la célula
endotelial se incubd con ET-1., La ET-1 no tuvo efecto sobre el endotelio en el proceso de
adhesién. Se ha demostrado también como el tromboxano A, induce la adhesién de neutrdfilos
al endotelio vascular por un mecanismo similar al encontrado por nosotros para la ET-1¢%8

La adhesidn de neutréfilos a la superficie pldstica, la ausencia de efecto de ET-1
preincubada en la célula endotellal y 1a adhesion de neutrdfilos humanos a células endoteliales
humanas, mostraron que el efecto de fa ET-1 fue predominantemente sobre el neutréfilo y que

no existe efecto inespectfico debido a la heterogeneidad de especies. La especificidad del efecto
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de la ET-1 como agente inductor de la adhesién se demostrd también mediante los experimentos
que mostraron la ausencia de efecto adhesivo de otros agentes vasoconstrictores como Ang 11 o
AVP.

Distintos autores han implicado al NO en la anti-adhesividad del endotelio a las células
sangufneas. Los grupos de Salvador Moncada® y de John Vane®®? describieron como plaquetas
estimuladas por trombina tenfan una menor adhesién al endotelio cuando se afiadfa al medio NO
o SOD, aumentando la adhesidén en presencia de hemoglobina, secuestrante del NO naciente.
Recientemente Granger y cols han demostrado que el NO tiene un papel inhibidor de la adhesién
de los neutrdfilos al endotelio®. En este sentido, los resultados encontrados por nosotros sobre
la capacidad de inhibicién del NO en la activacidn de los neutréfilos inducida por ET-1 pueden
englobarse en esta misma linea.

Los hallazgos observados en el corazén aislado y perfundido y en las infusiones intra-
atriales in vivo de ET-1 y la adhesién de neutrdfilos en arterias aisladas, permiten hipotetizar
sobre la potencial importancia fisiopatoldgica de los mismos. En nuestros resultados observamos
que la ET-1 estimuld la acumulacién de neutrdfilos en el corazén por un mecanismo especifico
mediado por integrinas. La adhesién de neutréfilos al endotelio es de importancia critica en el
dafio hipéxico a distintos érganos particularmente en el infarto de miocardio y en la isquemia
renal. Ambos, la adhesion de los neutrdfilos y el incremento de ET-1 circulante ocurre
simultdneamente durante el proceso de isquemia-reperfusién renal o miocdrdica. Nuestros
resultados permiten, por el momento, asumir que la secuencia fisiopatolégica mds probable serfa:
Isquemia---Dafio endotelial---Produccién local de ET-1---activacién local y parcial de neutrdfilos
en la zona de produccién de ET-1---activacién o aumento de expresidn de integrinas---adhesion
neutrofflica---aumento mdximo de la activacién neutrofflica y liberacion enzimdtica.

Los resultados obtenidos en arterias aisladas en los que se vié como la ET-1, mediante un
mecanismo inhibible por anticuerpos contra el antfgeno CD18, induce la adhesidn de neutrdfilos
al endotelio vascular, apoyan la hipdtesis de que los fendmenos de acumulacidn de neutrdfilos a
corazén tras la infusién de ET-1, corresponden a adhesién de los mismos sobre las superficies
vasculares.

Desde hace ya varias décadas se ha venido implicando a distintos factores quimiotdcticos
en el proceso de la diapédesis de los leucocitos, In vivo, los factores quimiotdcticos administrados
por vfa intravascular inducen una profunda neutropenia con secuestro de neutréfilos en la

microvasculatura, posiblemente como resultado de un aumento en la interaccién entre los
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neutrdfilos y el endotelio. Sin embargo, como ya hemos indicado anteriormente se sigue sin
conocer cual es el verdadero papel fisioldgico y fisiopatoldgico de la ET-1. El hecho de que la
administracién local de ET-1 provoque una isquemia de los miembros inferiores que se acompaiia
de una neutropenia significativa, puede tener relevancia fisiopatolégica. En este sentido, existen
diversas lfneas de evidencia que han implicado a la ET-1 en el mantenimiento del fracaso renal
postisquémico®**?, pero hasta la fecha no se le habfa implicado en el dafio endotelial inducido
por la adhesién de neutréfilos en el proceso de isquemia-reperfusién. En los experimentos
realizados in vivo se hallé una elevada actividad mieloperoxidasa en los corazones infundidos con
ET-1 indicando una mayor acumulacidn de neutrdfilos en este drgano, lo que apoya la hipétesis
que la ET-1 que se eleva en situaciones como la isquemia miocirdica, puede tener una
importancia clave en la interaccién de los neutréfilos con el miocardio™ 2429 Esta hipétesis
crearfa la posibilidad de nuevos abordajes farmacoldgicos al infarto de miocardio y a las
situaciones de hipocontractilidad ligadas al "stunning" (“aturdimiento") asf como de la isquemia
de diversos drganos. Por alladidura, estos hallazgos redoblarfan el interés por conocer con mayor
exactitud las implicaciones de los niveles de ET-1 en las distintas formas de isquemia, para poder
relacionarlas con el nivel de acumulacién de neutréfilos y a su vez con el prondstico de las

lesiones.
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CONCLUSIONES

L. La ET-1 es capaz de inducir activacidn de los neutrdfilos, que se observa en:

- Incremento en la [Ca®*];
- Polimerizacién de los filamentos de actina

- Liberacidn de 8-Glucuronidasa

2. Estos efectos parecen estar mediados en forma significativa por el receptor de ET-1 de

tipo A, pero algunos datos sugieren la posible existencia del receptor de tipo B.

3. El efecto de la ET-1 en el aumento del [Ca?*]; es inhibido por L-arginina y GMPe, lo

que sugiere un mecanismo de retroregulacién negativo mediado por NO.

4. El efecto inhibltorio de la L-arginina sobre el incremento de [Ca**]; inducido por ET-1

estd mediado por la formacién de NO.

5. La ET-1 induce el metabolismo de L-arginina a L-citrulina, activando la formacién de
NO y como consecuencia, de GMPc, a través de un mecanismo dependiente de la disponibilidad

de L-arginina,

6. Los neutrdfilos poseen un sistema de transporte de L-arginina con dos componentes,

uno dependiente de Na* y otro independiente.

7. En condiciones basales, el transporte de L-arginina en los neutréfilos no se estimula
por ET-1, Sin embargo, este transporte se activa por ET-1 en presencia de un antagonista de la
sintesis de NO, L-NMMA, revirtiéndose este efecto por 8-Br-GMPc, Estos resultados, sugieren

que la ET-1 y el NO/GMPc interaccionan mediante un mecanismo de retroregulacién negativo.
8, La ET-1 induce la adhesidn de neutrdfilos a células endoteliales mediante un mecanismo

en el que estd implicada la expresién de moléculas de adhesién, de ia familia §8,-integrinas, en la

superficie del neutréfilo.
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9. La ET-1 estimula la acumulacisn de neutréfilos en el corazén in vitro e in vivo. Este

acimulo queda bloqueado por anticuerpos dirigidos contra las f,-integrinas,

10. Estos hallazgos desempefian un papel prepponderante en los procesos fisiopatolégicos
en los que se encuentran niveles elevados de ET-1 en plasma, como por ejemplo la isquemia-

reperfusion de diversos drganos.
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