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0W: radical hidroxilo
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1’GI2t prostaciclina
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PKC: ProteínaquinasaC
SO]): superóxiclodismutasa
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Introducción

Ene!momentoactual,existendatosconsistentesquedemuestranquesustanciasproducidas

y liberadaspoi~ el endotelio interaccionandinárnicamentey contribuyenal mantenimientodel tono

y la estructurade la paredvasculary a la homeostasiscardiovascular.Entre estos factores,las

endotelinas(especialmentela endotelina-1(ET-1)) y el óxido nítrico (NO), parecendesempeñar

un papel primordial. Estos factores funcionanmás como agenteslocales que como hormonas

circulantes y afectan a todos los tipos celulares del entorno vascular, incluyendo el propio

enclotelio (electo autocrino), y las células de nuisculo liso vascular y de la sangre(efecto

paracrino). Sin embargo, todavía se requiere una mejor comprensióndel papel de estos

mediadoresen condicionesfisiológicasy en la patogénesisde las enfermedadesvasculares,En

esta tesisestudiarnosel papel de la ET-1 en las interaccionesentrelos neutrófilos y el endotelio

vasculary su regulaciónporel sistemaóxido nítrico (NO)/guanosinmonofosfatocíclico (OMPe).

1, EL ENDOTELIO VASCULAR,

1.1. ASI>ECTOSGENERALES.AGENTES VASOACTIVOS LIBERADOS POR EL
EL ENDOTELIO.

El endotelio vascular es un tejido interactivo capaz de traducir estímulosquímicos,

mecánicosy celulares,implicándoseleen funcionestalescomoel transportede aguay solutos,

la regulaciónde la concentraciónde lípidos del plasma, los procesosde coagulación, la

inflamación y el crecimiento,proliferacióny movilidad celulares<í>,Desdeel punto de vistadel

tono vascular, el endotelio participa en los fenómenosde vasoconstriccióny vasodilatación

mediantela produccióny liberaciónde sustanciasvasoactivasque describiremoscon detalleen

los al)artadossiguientes.La no trombogenicidadpareceser tambiénunapropiedadintrínsecade

la membranade las células endoteliales<2>,debido a su carga netay a la presenciade AlPasa

ectoplasmáticaque metaboliza los nucícótidosformadosy liberadospor las plaquetasen proceso

cíe agregación0>.Tanto las plaquetasestimuladascomo las no estimuladasse adhierencon

dificultad al endotelio intacto. Las propiedadesanticoagulantesdel endoteliose expresanen su

capacidadde síntesisy liberaciónde sulfato de heparina,la producciónde trombomodulinay la

síntesisde activadorde plasminógeno~3~.

Desdeel puntode vistade la estructura,el endotelioestáformadopor unamonocapade

célulascon funcionescompartimentadasy una orientacióndireccional, con diferentesregiones

7



la tinducción

de la superficie celular especializadasparaproporcionaruna superficie no trombogénica,para

rcal¡zar contactoscélula-célulao para contactarcon la membranabasal subyacente.Debajodel

endotelio se encuentrala cal)a media, que contiene células musculareslisas; éstasson células

fusiformesy se colocanen variascapasalrededordela circunferenciadel vaso, conuna función

cnntr~ctil, y que compartencon las células endotelialesla produccióny deposiciónde la matriz

extracelularvascular.

AGENTES VASOACTIVOS LIBERADOS POREL ENDOTELIO

Las células endotelialesproducenmediadoresque pueden actuar sobre las células del

nuisculo liso vascularadyacentey que inducen la dilatación o contracciónde éste.

La doblecapacidaddelendoteliode liberarmediadoresvasodilatadoresy vasoconstrictores

revela queel mismo tiene un complejo papel en la regulacióndel tono del nuisculo liso vascular,

(le la presión arterial y del flujo sanguíneolocal (Tabla 1). Ademas,y corno señalarnosen el

aparta(loanterior,et endotelio ejercefuncionesreguladorassobrela coagulacióny la inflamación

en cuya modulación tambiénjueganun papel importanteestos agentesvasoactivosde origen

endotelial.

‘l’nbln 1.-Ml~I)IAflORES VAS<)ACTIVOSLUIERAI)OSPOROQ~t ACTUANA TRAVES DELENUOTELLO
vAscuLAlt

AG ENTES VASQOI LATAI)OItES AGENTES VASOCONSTRICTORES

¡‘rochuel<los por el en <bIcho Biulotelma (Ef—1)
Atlcnoninát (A 1)0) Factor activador de plaquetas <PAF)
1nct(>r hiiperpolnrivuito derivado Tromboxano A, ~TXA,3
<leí endolehio (EDIl E) Leucotrieno C4 <LTC4)
I>rostaoiolma (POI,) Angiotensina II <Mg II)
Leucoirieno D4 (LTD4)
Oxido Nítrico (NO)
l’roainglniid ion E, (PO E,.)
Iroinhinií (TER)

Actunuí u través dcl enclotehlo
tíjuhinílan (III’)
Acetilcolina (ACh)
liradiquinina (¡3K) _____________________________________________________________________
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Es muy probableque la alteracióndela síntesisó liberacióndeestassustanciasdesempeñe

un papel importante en la fisiopatologíadcl vasoespasmo,la hipertensión,la inflamación, la

arteriosclerosisy hasta en entidades aparentementetan distantes funcionalmente como la

neovascularizaciónneoplásicay la diseminaciónde metástasis.

1.2. Agentesvasoconstrictores.La endotelina.

Estímulos humorales,neuronalesy mecánicosson capacesde inducir la liberación de

factoressolublesdesdela célula endotelialcuyaúltima consecuenciava a ser la contraccidndel

vaso. A estos factoressolubles con capacidadcontráctil se les llamó genérichrnentefactores

constrictoresdependientesdel endotelio. El únicode estosfactoresqueseha caracterizadohasta

lii fecha es un pépticlo de 21 aminoácidosllamado endotelina~ET)<4>.Las endotelinasson una

familia de péptidos que, al menos,constade cuatro isoformas: endotelina-1(ET-lXhumana,

porcina,cíe rata,canina),ondoielina-2(ET-2)(humana),endotelina-3(13T-3) (humana,de rata) y

un péptido intestinalvasoactivoo endotelina-Bquesolo sc expresaen intestinode rató#~Figura

1). Estos péptidos compartenuna homologfa en la secuenciade un grupo de péptidos

cardiotóxicosdenominadossarafatoxinas,aisladasdel venenode Israeiiburrowingasp(Awactaspis

e,¡gaddensis),lo que sugiereun origen evolucionarioeomún(d>.Tanto en su estructuracomo en

su funcionalidadson, sin embargo,diferentesentreellas.

Figura 1.-
Estructuras de las
endotelinas

5.

£



iniroducción

1 .2. 1 . Sin tesis y Estruchini química.

La síntesisde las distintas isolorniasde endotelinaocurre mediantela activaciónde tres

genesdiferenteslocalizadosen los cromosomas1, 6y 20. Al igual queocurreconotrospéptidos,

las endotelinasactivas surgentras el procesamientoproteolitico de una prohormonaespecífica,

la preproe¡~dotelina.Medianteunaendopeptidasa,la preproendotelinada lugar a un moléculade

39 am¡nottcidosllamada“endoiclinagrande” cuyo pasoa “endotelinamadura”tiene lugarporuna

etapa proicolítica entre Tripsina-Valina, catalizadapor una enzima de conversión de la 1397-

1(41(1:igtí ra 2).

‘~ L~Nooí’u’noAsA

y’,-”’

y

CNOOTELINA GRANDE

ENZIMA DE cONVCRSION

Sor cyt N

C~ii~s~5) ~?Y%jrENDOTELU~A

Figura2.- Vta de s(n:esis de
la endotelina, A partir de un
pro cii rsor dc 203
aminadaidos llamado
preproendotellna y,
mediante una endopepíldasa,
se fon,no un p4ptido sin
actividad biológica canoaida
<‘endotelina grande) Esta
endotelina grande se
transforma en la endotelina
madura de 2) muinodaidos
mediante una cílzima de
conversión distinta a la de
angiotensinaII.

La enzima convertidorade endotelina es una metaloendopeptidasa,que se Inhibe por

fosforamidóno pepstatinaA, queaparecelocalizadatanto en la fracciónparticuladacomosoluble

de las célulasendoteliales<l>.Unaactividadsimilar de metaloendopeptidasaseha descritotambién

en células de nnlsculo liso vasculary en neutrófllos<~,No se conocenaccionesbiológicas de la

prohormonani de sus fragmentosno endotelinicos.
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La 1397-1 de cerdoes unade las mejor caracterizadas.Tiene unamasamolecularrelativa

dc 2492 y comprende21 residuosdeaminoácidoscon aminoy carboxiterminal libre. Así mismo,

contiene 4 residuosde cisteina quese encuentranformandodos puentesdisulfuro intracatenarios.

Se ha verificado que la 121’- 1 humanay porcinason idénticas,pero difieren de la de la ratacii 6

aminoLtci(los (~9>

Es posible,con los datosde quesedisponehastael momento,que la síntesisde E1’—1 sea

inducible y no constitutiva,ya que la activaciónde cultivos de célulasendotelialescon diferentes

agentes (trombina, ionóforo, adrenalina) aumenta significativamente el ARNm de la

preproendotelina.Así mismo, la produccióndeun estréspor rozaduramecánicade forma crónica

en una monocapade célulasencloteliales,pareceinhibir la síntesisde ELí, Por ello, todo parece

indicar que la secreciónde VI’- 1 está reguladapor los nivelesde transcripcióndel ARNm y no

por almacenajeen gránulosy posteriorsecreciónde los mismos$>.En la mayoríade los casos,

la inducciónde la expresióndcl gende endotelinarequierede 2 a 5 horasy esse inhibepor oxido

nftrico, péptídonatriuréticoatrial (ANF), GMPc, cocultivo con célulasde músculoliso vascular

() proteínakiuasaA.
En células de la pituitaria posteriorde rata se ha demostradola presenciade endotelina

en gránulos.Estos gránulosson liberadosen condicionesde deprivaciónde agua,sugiriendoque

la endotelina puede estar implicada en la regulaciónosmolar o del volumen del líquido

extracelular~>0>,

No solo la activaciónde la expresióndel gen de la endotelinasino tambiénla modulación

(le su degradaciónregula los niveles localesy circulantesde estepéptido. La vida mediade la

endotelinacirculantees menorde 30 segundos.Hastala fecha se consideraque la endotelinaes

catabolizadamediantetresmecanismosdiferentes:a) hidrólisismedianteunaendopeptidasaneutra;

b) degradaciónen el interior de lisosomas;c) recaptacióna nivel de la circulaciónpulmonar,

1.2.2. Receptores.

El rápido desarrolloen la investigaciónde la endotelinaha permitido la caracterización

moleculary reconocimientofarmacológicode los receptoresde endotelina,ETA y ET~<”), y en

el desarrollode compuestosselectivospara bloquearestosreceptores.El subtipo ETA uneET-1

y ET-2 pero no 1397-3. El subtipo ET>
1 tiene una afinidad similar para todas las isoformas de

enclotelina,En algunascélulas cornolas célulasendotelialeso en órganoscomoel corazónsecree

II
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que existiríaun tercersubtipo, ETC, que unirla solamenteET-3, aunquesu existenciano está

totalmenteconfirmada(I2>.

‘I’anto ETA como ET
11 tienenuna estructurahomólogaa la de los receptoresacopladosa

proteínasque se unen a nucícótidosdc guanina(ProteínasO), es decir, poseensiete dominios

hidrofóbicos,sitios que puedenser glicosiladosen la zonaN terminal extracelulary, en la parte

embebida en el citosol, tienen lugares susceptiblesde ser fosforilados por serina/treonina

quinasas.

Desde 1991 se están desarrollandoantagonistasde la ET-I, cuya aplicación está

comenzandoa producir los primeros resultados.Estos antagonistasse basanen estructurasde

menornúmerode aminoácidoscon homologíasecuenciala la ET~1(í>¡
4’s>.

Medianteestudiosde biologíamolecularen las células quecomponenel vasosanguíneo,

se ha demostradola existencia de receptoresde tipo ETA en las células de músculo liso

vascular<24>.En la célulaendotelialseexpresael receptortipo ET~, acopladoa a la liberaciónde

óxido nitrico<~3.

Enotros tipos celularescomo los fibroblastosy los niacrófagos,seha demostradotambién

la existenciacíe receptoresde tipo ETA (26,27)

Tabla 2.- Antagonistas selectivos y no selectivos de los receptores de ET-I.

AntagonisEas ETA Antagonistas ET~ Anlangonistas no selectivos

IIQ. >23>”’ IRL 1038’”’ tThr”,MOLCu”i—E’r—I<’”
PR-1393 17<”’ PruI 145065’”
5O~235<”’ Ro46.20005<”’
1i’A-386<”>

Los receptoresde ET-l no solo median la respuestacontractil en el vaso sino que

recientementese han demostradootrosefectoscomoson la proliferaciónde célulasendoteliales,

de músculoliso y mesangiales<~2,y la síntesisde colágeno~29>

1.2.3. Señalescelularesactivadaspor enclotelina.

Los mecanismosde activacióncelular de la endotelinason de dos tipos: uno inmediato,

como son los mecanismosde contraccióny secreción, y otro más prolongado,en los que

12
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podríamosenglobartodos los queinducen la proliferación celular.

Muchosestudiosdemuestranque ambostipos de receptoresde ET-1 estánacopladosa

fosfolipasaC medianteuna proteína0(28.30). Una vez que la endotelinase encuentraunida a su

receptor,seactivan uno o varios tipos de proteínas0, que traducenla señalpostreceptor.En las

célulasmesangialesglomerularesy en las de músculoliso vascular,la ET-1 estimulala actividad

fosfolipasa C medianteuna proteínaG que es parcialmentesensiblea toxina de pertussis.No

obstante,en células de músculo liso vascularobtenidasde otras arterias, la endotelinautiliza

proteínasO insensiblesa toxina pertussis.Estasdiferenciasdan una idea de la heterogeneidady

probablementela multiplicidad de las proteínasO quese encuentranacopladasa los receptores

de ET-1, transmitiendolas señalesde éstaal interior celular (Figura 3).

En líneas generales, en células contráctiles como las de músculo liso vascular o

mesangiales,son dos los agentesprincipalesen los mecanismosde activacióncelular de la ET-1:

1) el calcio citosólico, mensajerocelular que al unirse a la calmodulina activa a la proteína

quinasaque fosforila la cadenaligera de la miosina, iniciándosela contraccióny 2) la proteína

quinasa C (PKC), enzima que en su forma activa fosforila un gran número de proteínas

responsablesdel mantenimientode la contracción.La activaciónde ambosmecanismosse inicia

con la unión de la endotelinaa su receptorespecificode membranay consiguienteestimulación

de una fosfodiesterasa,la fosfolipasa C (PLC), la cual hidroliza a un tipo especial de

fosfolípidos, los fosfoinosítidos, produciendodos mensajeros:el inositol trisfosfato (1P3),

encargadode liberarel calcio contenidoen el retículo endoplasmático,y el diacilgílcerol (DAG)

que activa a su vez a la PKC~31>2’33\ La ET-1 induce una estimulaciónde la hidrólisis de

fosfoinositidos,aumentalos nivelesde IP
3 y tambiénlos de diacilglicerol<>

4’35’. El aumentode IP
3

conlíeva la elevación transitoria en los niveles de calcio por liberación desde orgánulos

subcelulares.Por su lado, el diacilgílcerol estimulala PKC, quedebetenerun papel importante

en el mantenimientode la tensión,puestoque la inhibición de la actividadde la PKC en células

de músculo liso vascular bloqueatambién la contracciónpor ET~1<>S). La PKC está también

implicada en la terminación de la señal celular inducida por la endotelina. La activación

prolongadade esta proteínaquinasa,disminuye la actividad fosfolipasaC y la señal de calcio

inducidapor las endotelinas.

Ademásde las señalescelularesquehemosdescritoanteriormente,la endotelinaactivaotra

serie de víasenzimáticascomo las de las fosfolipasasD y A2~
363, La activación de esta última

incrementalos niveles de derivadosdel ácido araquidónicoy favorece,en células como la

13
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mesangial,la liberaciónde otros activadorescelularescomoel factor activadorde las plaquetas

(PAF), que lleva a una segundaoleadade activacióncelular~”~.

El receptorde tipo 13 de las células endotelialesmedia la producciónde NO y PGI2 y

pareceser el responsablede la vasodilatacióninicial tras un bolo de ET-1.

La endotelinaactiva, así mismo, distintos transportadoreslónicos como el antiportador

Na~/H~, quecontribuyea su actividad mitogénica en célulascomo las mesangialeso el endotelio

vascular<
32>o el cotransporteNa+,K+, CI<39>.

1.2.4. Efectosfisiológicas.

Puestoque la ET-1 en principio se definió como una sustanciavasoconstrictora,los

L

Figura 3.- Reaepsores de £2’ y señales Intracelulares activadas. El receptor A se localizo en el músculo liso
vascL¿lar yproducevasoconstricción,estáacopladoaproteínasG y activa lafosfolipasaA2 <RLA,) queactiva
la producción de PAF y la vía del ÁcIdo aroquidónico <AA) conformación de metabolítos de clcloxigenasa.
También activa la fosfolipasa C <‘PLQ> ccii elevación intra celular de inositoles fosfato <‘PI~,3 y diacilglicerol
~DAQ>el cual esti¡nula la proteína qn!nasa C <PKO.t acompañdndose de un aumento en la (C’a’~Ji. El receptor
de tipo II de células endoteliales media la producción de NO y P01

2 causando vasodilatacidn.

14
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principales sistemasde estudio han sido fragmentosde arterias y células de músculo liso en

cultivo. Se sabeque la ET-l contraede forma dosis-dependientesegmentosde diversasarterias,

comopor ejemplola aortade rata, mesentéricade conejo,mesentérica,femoraly renalde perro,

coronariade cerdoy ramasarterialespulmonaresy mesentéricade humanos<4>.La concentración

a la cual la ET-1 ejerce el 50% de susefectosmáximos seestimaquees de4 + 2.2x 10’0M, a

diferenciadel resto de los péptidosvasoconstrictores(vasopresina,angiotensinaII) que son del

orden de 109M, convirtiendo a la endotelina en el más potente vasoconstrictorhasta hoy

conoc¡do<4>.

La acción de la ET-l ademásde ser más efectiva, es mucho más persistenteque las

contraccionesinducidas por otros agentespresorescaracterizadoshastaahora(404>,siendo sus

efectossimilaresa la de otros péptidosvasoconstrictores,produciendomayor contracciónadosis

más bajas y la tensión generadaperduraa pesar de ser eliminada la ET-1 del medio de

incubación<4).Estudiandola unión específicade la EI-1 a susreceptoresen célulasde aortade

rata,en relaciónal tiempo de mantenimientode la contracción,Hiratay cois. handemostradoque

el complejoEl-receptoresresistentea la disociación.Seha especuladoconqueestetipo peculiar

de unión puedainfluir en la duracióndel efectode la ET-1, pero no hay pruebasdefinitivas al

respecto<419>.

La respuesta sistémica a la EI-1 parece compleja y aún no está muy claro su papel

fisiológico. Existen diversos estudios sobre el papel desarrollado por la ET-1 en la presión

arterial. La infusión intravenosa de EI-1 induce un efecto presor de duración mayor a 90

minutos<4),conun marcadoefectorenal, induciendodisminucióndel filtrado glornerulary del flujo

plasmáticorenalasí como una contracciónmesangialsigniflcativat42’”t Por otro lado Wright y

cois. han visto que, en ratas espontáneamente hipertensas y tratadas con un bloqueante ganglionar,

al inyectarlesET-1 la presiónarterial sistémicasufre inicialmenteunadisminuciónsignificativa,

que dura unos 40 segundos,despuésde los cualesaumentapor encimade los nivelesbasales(43>.

Lippton y cols también han observado este efecto hipotensor en gatos, inmediatamente después

de la administración de El~1c44>.

La fasehipotensoraprovocadapor la ET-I, se debeauna disminuciónde la resistencia

vascular periférica<’>. El N-monometil-L-Arginlna (L-NMMA), un análogo competitivo de la L-

Arginina, que bloquea la formación de NO, es capaz de evitar el efecto hipotensor inicial de la

ET-1 sugiriendo que éste dependede la liberación de este gas<~S464~.Como se menciona

anteriormente, el receptor de endotelina que se expresa en el células endoteliales es de tipo El-U
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ligado a la formación de NO y prostaciclina lo que puede explicar el efecto vasodilatador

transitorio de la ET-1 cuando se infunde a órganos intactos o en el organismo. Hay que tener en

cuenta que en condiciones fisiológicas las propiedades vasodilatadoras dependientes del endotelio

dc la endotelina deben ser las más importantes; de hecho se ha demostrado en ratones recién

nacidos, deficientes en EI-1, que la presión arterial está elevada(4rn.

Seconocemuy pocodel catabolismode estepéptido,exceptosu significativadegradación

a nivel pulmonar.En bioensayosdel efluentede pulmonesperiundidosseha demostradoquemás

del 60% de la ET-í administradase degradaen un único pasopor el pulmón. La incubaciónde

ET-I consueroo sangreno inhibesuspropiedadesvasoconstrictoras,lo queindica su resistencia

a degradarsepor peptidasascirculanteso por células de la sangre~45>.

Han sido varios los trabajosrealizadosconel fin de determinarla implicación de la ET-l

en distintas patologías.Les niveles circulantesde ET-1 son muy bajos lo que indica que

normalmentese producepoco péptido debido a la ausenciade estímulosy particularmentea la

presenciade potentes mecanismosinhibitorios<49>. Existen tres mecanismosinhibitorios: 1)

Inhibición dependientedeGMPc<5051>;2) Inhibicióndependientede AMPc~~>;3) Factor inhibitorio

producidopor las células de músculo liso vascular<53>. La mayorfa de la ET-1 producidapor

célulasendoteliales,se libera hacia las célulasde músculo liso vascularmásque haciael lumen,

por lo que los nivelescirculantesde EI-1 solo reflejan pobrementela producciónvascularlocal

del péptido. Bajo ciertas condiciones, la EI-1 induce tambien la liberación de NO y/o

prostaciclina por las células endoteliales lo que puede representarun mecanismo de

retroalimentaciónnegativo~25kEn la tabla 3, adaptadade la recienterevisiónde Miller y cols<M),

puedeverseuna lista de situacionespatológicasen las queseha observadoun aumentode ET-1.

Tabla 3.- Algunas condiciones cltnicas en las cuales se pueden encontrar niveles circulantes de £2’-! elevados

CONDICIONES CON NIVELES ELEVADOS DE ENDOTELINA-I

IIipertensidn esencial
Ilipertonsión pulmonar
Car.dioniiopalfa
Inft.rto agudo de miocardio
lsqiiemia coronaria
Alorosclerosis
Uremia
Diabetes inelillus
EniI,arazo
cinga
Septicemia
Trauma
Ejercicio

16



fl,troducci¿n

Corno se observa en esta lista muchos son las situaciones fisiopatológicas en las que se ha

demostrado aumento en la concentración de EI-l circulante. El papel que ejerce la ET-1 en la

génesis y desarrollo de estas patologías está aún por definirse. Existen algunos estudios en los que

se demuestra que los niveles circulantes de ET—1 no están aumentados en la hipertensión

humana<49>.Paradefinir mejor el papel dc la BId en la hipertensión se requieren estudios en los

que se utilicen antagonistas específicos del receptor de ET-1.

Se han observado niveles elevados de EI-1 tanto en animales como en pacientes con fallo

cardiaco~555%e infarto cíe miocardio.Particularmenteseencuentranniveleselevadosde ET-1 en

el shockcardiogénicoy tambiénen la terapiatromboliticaparaunaoclusióncoronaria<37).Existen

datos in vitro que sugierenque la EI-1 es arritmogénicapero no existendatosen la clínica que

confirmen esto<5~. No está claro, sin embargo,si los niveles sistérnicosde ET-1 reflejan los

niveles alcanzados en los tejidos de un órgano isqudmico, y si su papel es más autocrino o

paracrino.

1.3. Agentes vasodilatadores. Oxido Nítr¡co.

La vasodilataciónes una parteintegranteen la respuestainflamatoria,ya que incrementa

el flujo sanguíneoy facilita el transportede leucocitosal sitio de acción,La administracióndeuna

sustanciavasodilatadorajunto aun quimioatractanteproduceunamayoracumulaciónde leucocitos

que la que ocurre al administrar solamente el factor quimiotáctico<S§>.

Cuando en 1980, Furchgott y Zawadzki~60~ descubrieron que ]a relajación de la aorta de

conejo aislada inducida por la acetilcolinadependíaestrictamentede. la presenciadel endotelio

vascular,seconcluyó que la relajaciónproducidapor la acetilcolinaresultabade la liberaciónde

una sustancia por parte de las células endoteliales, a la que se llamó factor relajante dependiente

del endotelio(EDRF), y que ha sido identificada como óxido nítrico (NOY6’62~.

1.3,1, Síntesisde NO.

El NO se sintetizapor la conversión de L-arginina a L-citrulina<63”’65t mediante la

oxidacióndel átomode nitrógenoterminal del grupo guanidino,utilizando como enzimala NO

sintasa(NOS)~«7~.El pasoinicial en el metabolismode. la L-argininaes la formaciónde N-hidroxi-

L~arginina<dS>.
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El aminoácidoL-arginina ademásde ser sustratoparala síntesisde NO tienetambiénun

papel importanteen la síntesisde las proteínasorgánicasy en el ciclo de la urea(69>.

La arginina es transportada a través de las membranasde la célula endotelial por el

sistemay~, el cual es Na~ independientey no sensiblea pIN0>. En algún caso comoen el riñón

y en el bordeen cepillo de las membranasintestinales,el sistemade transportey> puedeser

parcialmenteNa~ dependiente<70>.

Es importanteresaltarqueanálogosde la L-arginina, incluido su isómero,la D-arginina,

no actúan como sustratopara la síntesisde NO<63), y que incluso la puedeninhibir, como por

ejemploel N’-monometil-L-arginina(L-NMMA)~71~72’46~ o el Nw-nitro-L-arginina(NwNLÑ,

Figura 4.- Síntesis de óxido nítrico en la pared
vascular, El NO endotelial se sintetiza a partir de la
L-arginina mediante la NO sintasa de forma
constitutiva <NOSa,>. Sus productos de degradación
son nitritos y nitratos que se liberan al medio.
Además del endotello, el ¡ritlsaulo liso vascular y el
macrófago expresan NOS inducible (NOSi) en
respuesta a citoquinas: factor de necrosis
tumnoral(TNFJ, lnterleuquina-1 (IL-1) o
lipopoliscárldo bacteriano <‘LPS). El NO estin, ala la
guanilato clalasa inactiva (Gal) y pasa a forma
activa (Gcsa,> generando GUPa, el cual ejerce su
acción t’asorelajante y antiagregante.

El NO es altamenteinestabley con rapidez (3-5 seg) se convierteen NO
2 y NO; en

solucionesoxigenadas.Les radicales libres de O~ y en especial el anión superóxido,02’,

catabolizan el NO. La superóxido dismutasa es capaz de enlentecer esta degradación,

comprobándose así indirectamente el papel que cumple el anión superóxido, como catabolizador

del NO. Los radicales libres de oxígeno representanestados intermedios de la reducción

electroquímicadel agua,son inestablesy altamentereactivos<lZ>.Segenerandurantela oxidación
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de purinasmediantela xantina oxidasa<74~y actualmentese sabeque otrasenzimasentrelas que

sc incluyen la NOS, generanradicaleslibres como resultadodel metabolismooxidativo~75>. Los

principales radicales libres de 02 son el anión superóxido (0<), el peróxido de hidrógeno

(H
202),y el radicalhidroxilo (OH’). El 14202 se le sueleconsiderarcorno radical libre por serel

metabolitointermediarioentre0< y OH’. A pH fisiológico el 07” dismutaaH202; y en presencia

de ionesmetálicoscomo Fe
3~,generael radicalhidroxilo a travésde la reacciónde Haber-Weiss:

0< + O; + 2H”’ 11202 + 02

02’ + Fe3~ Fe2~ + 02

Fe2”’ -1- 1120 HO’ + 1-10’ -f Fe1”’

Estos radicales causan toxicidad en los tejidos por lo que las células desarrollan

mecanismosantioxidantesparaeliminar el ion superóxidoy el peróxidode hidrógenoy así limitar

la formacióndel radical hidroxilo. Estosmecanismosincluyen, superóxidodismutasa(SOD) para

el ion superóxidoy peroxidasasy catalasaspara el peróxido de hidrógeno.Otro mecanismo

antioxidantees prevenirla existenciade iones metálicosen el ciclo redox(lactoferrina,ferritina).

A pesarde estos mecanismosantioxidantes,existenmuchassituacionespatológicasen las que

estánimplicadosestosradicales libres de 02.

Otros mecanismospuedeninhibir los efectosvasorelajantesdel NO, Los radicalesFe2~

de la hemoglobinaseuneny secuestranla moléculadel NO y el azulde metilenoactúainhibiendo

la guanilatociclasay por consiguientela producciónde GMPc<?~~, La importanciafisiopatológica

de estos mecanismosno ha sido auncompletamentedilucidada,peroesposible quesu papel sea

importanteen los efectosvasoconstrictoresde la hemoglobinalibre y la mioglobina.

1.3.2. NO Sintasa.

El NO essintetizadopor una familia de enzimasdenominadasNO sintasas(NOS), a partir

del aminoácidoL-arginina.

En estareacción, la L-arginina, 02 y NADPH son cosustratos;FMN, FAD, hemo y

tetrahidrobiopterinasoncoladoresy el NO y la citrulina son coproductosde la reaccióncatalizada

por la NOS queesunadioxigenasa.

Existen dos isoformas de NO sintasasen el vaso: Constitutiva (NOSe), expresada

basalmenteen las célulasendotelialesy cuya actividades reguladapor Ca2~/Calmodullna,y una

isoformainducible (NOSi), localizadaen las célulasde músculoliso vascular,que no seexpresa
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en condicionesfisiológicas y cuyaexpresiónaumentacuandoseestimulanlas célulasde músculo

liso vascular con algunas citoquinas (Factor de necrosis tumoral a (TNF—a) o interleuquina 113

(IL-lB), endotoxinas y AMPc. Las similitudes y diferencias entre ambas isoformas de la NOSse

muestranen la Tabla 4.

Tabla 4.- Similitudes y difirrencias entre las isoformas de NOS.

CONSTITUTIVA INDUCIBLE

Mombrat,alCiIosóIica Cilosólica

Doponclionlo de NADPH Depúndienlo de NAUPII

Dioxigonasa Dioxigonosa

Isihibiblo por andiogos do
L’nrginina

Inhibiblo por an4logos do
L-argininn

Doponclionio do ~ /Calsnodullna Indopouidionto do ~

Libero pivomolos NO Libora nanoinolos NO

Liberación coito Liberación prolongada

No so arocia por giticocorticoidos Inducción inhibible por
glucocorticoidos

Entre otras,han siclo purificadasNOS de rata~2>,cerdo,vaca, cerebeloy macrófagosde

ratónt??>, neutrdfilos<?S),endotelio bovinot63> y plaquetas(?9>(Tabla5). En los neutrófilos de rata,

como comentaremosmás tarde, se ha observadola existenciacíe NOS de tipo inducible<~%sin

embargo,los datossobrela presenciade NOS en neutrófilos humanosson controvertidos(flSI>.

Tabla 5,- Localización <le las isoformnas de NOS en ci organismo.

NOSe NOSi

Cdlulos ondotolioles”’> CiSlulas ondotollolod”’

Neuronas controles’”’ lIepaiooitO5<”~

Nouirófilos<”’ C&lulas dc Carcinoma<~>

Plaquo:as<”>

CiSlulas do la ,ndcula densa renal~”’ C.SluIas do mósculo liso vascular4”’ y niosanalal’”>

C¿lulau do la miSdula adronaltE> Macroragos’”>

Cdlulas B dcl pdncroas’”> Noulréfilos do Inflan,ación<’0>
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1,3.3. (;uanilatociclasa.OMPe.

El NO poseeun efectovasorrelajantemediadoa travésde la estimulaciónde la guanilato

ciclasasoluble, localizadaen las célulasdel músculo liso vascular,promoviendola elevacióndel

La guanilatociclasaesunaenzimaqueseencuentraen la membranaplasmática,citoplasma

y citoesqueletocelular,quecatalizala formaciónde GMPcapartir del guanosintr’ifosfato (GTP~88>.

La guanilatociclasatiene dos isoformas: a) particuladao asociadaa membrana,quees activada

por un mecanismoreceptor-especifico,por agentescomo el péptido natriuréticoatrial y la toxina

de E. Coli<íQ>; b) soluble,que es activadapor cl NO o por compuestosquecontienenNO en su

molécula,como los nitrovasodilatadores,nitroprusiatosódico(NPS), o nitroglicerina<89>.El NO

activa la guanilatociclasasolubley consecuentementeaumentalasíntesisdeGMPc<&S). El mecanismo

porel cual el GMPcvasodilataparecerelacionadoconunainhibiciónde la movilizaciónintracelular

de Ca2~y de la contraccióndel músculoliso~~~>, Las accionesdel GMPcpodríansin embargo,exceder

el marco de la mera vasodilatación y ejercer diversos efectos adicionales. Los neutrófilos humanos

poseenguanilatociclasade tipo solublesensiblea NO~901.

1.3.4. Efectosfisiológicos <leí NO.

El NOactúa por la transferencia directa célula a célula, cuyas membranasatraviesarápidamente,

por lo que debe considerarse como tina substancia paracrina<1~. Además, hay que tener en consideración

la cortavidamediade estamolécula,menorde 3 segundos,lo quele impide su accióna distancia,

Se ha descritoqueel NO puedeprolongarsusefectosmediantesu unión a grupossulfidrilos<90,

La formación de NOpor las células endoteliales es estimulada por trombina, ATP, acetilcolina,

bradikinina, TNFa e histamina, entre otros factores. El efecto mejor conocido del NOestá dirigido

hacia las célulascontráctileslocalizadasen el exteriorendotelial,talescomo la célulade músculo

liso vascular y la célula mesangial glomerular, y está mediado vía la estimulación de la guanilato

ciclasa soluble con elevación de guanosin 3’,5 ‘-monofosfatocíclico (GMPc)(SS.92>.Entreestosúltimos

se encuentran también los fármacos dadores de NOa partir de su propia molécula, corno el nitroprusiato

sódico, la nitroglicerinao la molsidomina.Ademásdela actividadvasorrelajantedel NO/L~Arg<93>

sehademostradoqueestamoléculaescapazdeinhibir la agregaciónplaquetaria~~.Distintassustancias
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liberadas por las plaquetas, tales como el ADP, La serotonina, o la trombina son capaces de inducir

la síntesisde NO por La célula endotelial; estemecanismopodríasignificar tina autorregulación

negativa, en la cual algunos metabolitos producidos durante el proceso de agregación generarían

un compuesto,el NO, queactuarlaa su vez inhibiendola agregaciónsucesivade nuevasplaquetas

y facilitaría la disgregaciónde los trombosformados.Además,mediantesu efectovasorrelajante,

el NO incrementaríael flujo sanguíneolocal, lavandoasí los agregadosformadosy protegiendo

la integridaddel lecho vascular.Estosefectosplaquetariospuedenser de importanciacrítica en

situacionesde isquemia/reperfusión,ya quedesunivel de funcionamientopodriadependerla aparición,

extensióno lisis de coagulosformados localmenteen el territorio isquémico.

Actualmentese sabequeel NO es sintetizadoademásde por las célulasendoteliales,por

los macréfagos<83’78>,neutrófilos(lS>,célulasde Kupffe9’> y tejido neural<83>, Estehecho aumenta

la posibilidadde interaccionesy multiplica las posiblesfríncionesdel NO en fisiología y fisiopatología.

En el sistemacardiovascular,el EDRF/NO contribuyea la regulacióndel flujo sanguíneo

regionaly de la hemoclinámicasistémicaC?ó>,modulandola vasorrel~aciónde arteriasgrandesy

pcquef~as,asícomode las venas<Q2Q5~~tsehademostradorecientemente,queestímulosinflamatorios

puedeninducir la actividadde la NOS inducible tantoen endotelio<fi?>conioen célulasde músculo

liso vascular<~>yen macró(agos<í=>.La cantidadde NO producidapor la NOS induciblees mayor

que la producidapor la NOS constitutiva,por lo que el NO de origen vascular tambiéntendría

un papelen la hipotensiónasociadacon la administraciónde LPS<91> o citoquinas<99~.Otrosefectos

del NO deorigenvascularson: la inhibiciónde laadhesióndeleucocitos<’~,inhibicióndela generación

de endotelina0fl>,e inhibiciónde la proliferaciónde células<le músculoliso vascular<íÓ¡>,Recientemente

se ha implicado tambienal NO en la modulaciónde la síntesisde distintas proteínasde matriz

extracelularpor las célulasendotelialesy de nuisculo liso vascular<102’031.

2. EL NEUTROFILO

2.1. MORFOLOGIA

Esun conocimientoclásicoquelos leucocitossedividenengranulocitos,monocitosy linfocitos.

Estostipos tienenmarcadasdiferenciasmorfológicasy en motilidad.

Los granulocitos,quecomprendenalos neutrófilos,eosinófilosy basófilos,tienennúcleo

lobulado,su citoplasmacontienenumerososgránulosdistintos entresi y sediferenciansegúnsea
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sureaccióndetinción. Losmonocitossontambiéngranuladosperotienenmásestructuradoel núcleo

y muchosgránulosfinos.

En los neutrófilos existentres tipos de gránulos:Azurófilos o primarios, específicoso

secundariosy los terciarios o secretores.Les gránulos azurófilos poseennumerosasenzimas

lisosomales,mieloperoxidasa,elastasa,proteinasa3y factoresbactericidas.Losgránulosespecificos

son peroxidasa-negativos,contienenlactoferrina, lisozima, gelatinasay proteínasde membrana

comoMac-1, Los gránulossecretoreshansido definidoscomo orgánulosintracelularesquecontienen

tetranectina y fosfatasa alcalina latente, El conjunto de los componentes de estos gránulos se pone

enacciónde forma progresivaal producirsela activacióndel neutrófilo,participandoenel proceso

deadhesióny pasajedelendotelio,enel ataquey destruccióndemicroorganismosy en lasreacciones

inflamatorias en general.

2.2 MECANISMOS DE TRANSDUCCION DE SENAL.

Laspartículasopsonizadas, inniunocomplejosy los factoresquirniotácticosproducidosen

los procesosinflamatorios,activan a los neutrófilos mediantesu unión a receptoresespecíficos

de superficie,Estudiosde degranulacióny metabolismooxidativo en el neutrófilo han revelado

que existenmecanismosde transducciónde seflal entrelos receptoresy el interior del neutrófilo

queson comunesa otros tipos de célulassecretoras.En la figura 5 seesquematízaun modelo de

acoplede estimulo-respuestaen el neutrófilo que conducea degranulación.

Figura5.- Esquema de acople
esfirnulo-respuesta y tran.sducción
de señal en el neutrófilo que
produce degrau,ulacióii.
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Los receptoresexpresadosen el neutrófilo existenen varias formas.Puedenestarunidos

a proteínasO y al citoesqueleto.Los neutrófilos expresanreceptoresparael péptidoquimiotáctico

IMLP, el factordel complementoC5a, receptoresde inmunoglobulinas.Otrosreceptoresimportantes

son los de Factor activadordc plaquetas(PAF), Interleuquina-S(IL-8) y Leucotrieno134 (LTB4).

El receptordel neutrófilo no ocupadoseencuentraacopladoaunaproteínaO inactiva (Ci). Cuando

un ligando especificoseune al receptorse producencambiosconforniacionalesen estaproteína

(R) (Figura5) que se acompañanpor unaactivaciónde la proteínaG(í~~>. Los quimioatractantes

como el fMLP, LIB4, PAF, CSa etc estimulanla actividad GiPasaen membranasaisladas<íOS).

La activaciónde la proteínaO sebloqucaporToxina Pertussi5
t1063queADP-ribostla la subunidad

a de la Ci delsistemaadenilatociclasay tambiénunaproteína40-41KD<lelamembranaplasmática

de los neutrófilos<íO’>, La estimulaciónde los neutrófilospor nucícótidosdeguanina,forbol 12-miristico

13-acético(PMA) y calcio no seinhibepor toxinaíertussislo quesugierequeunasegundaproteína

O puede estar envuelta en la transduceión de la señal<’OS>.

En el proceso de activación de la proteína Oesta involucrado el Cuanosin trifosfato (OTP)

que se une a la proteínaO y la activa (Ci’). EstaproteínaO interaccionacon la fosfolipasaC y

la activa (PLC). La fosfolipasaC hidroliza el fosfatidil inositol-4,5-bifosfato(PIP
2) y fosfatidil

inositol-4-monofosfatoy produceel segundomensajeroinositol-1,4,5-trifosfato(IP3) y 1>2-diacilgílcerol

(DAG). El 11% interaccionaconun receptorintracelularespecíficoy estimulala liberaciónde iones

calcio(
61> desdeunosorgánulosdenominadoscaiciosonws<169>.Esteaumentoestápotenciadopor

la entradade Ca24 del medioextracelular.El DAO activa la proteínaquinasaC (PKC> provocando

su translocacióndesdeel citosol a la membranaplasmática.El neutrófilo poseegrancantidadde

PKC<’’0~, presentecorno varias isoenzimasde las cuales las mascomunesson la II y la ~ La

activaciónde la WC no es un requerimientonecesariopara la activacióndel neutrófilo ya que

los estudioscon inhibidoresde PKC demuestranque no se bloquea toda la respuestade los

estimulos<112>;ademáslos neutrófilos contienenotros tipos de quinasasque estánenvueltasen la

activacióncelularcomo sonquinasadependientedeOMPo, tirosinaquinasas,H4 Histonaquinasa,

y fosfatasa.El PMA seutiliza parainvestigarla transducciónde señalvía PKCen los neutrófilos.

Cuandolos neutrófilos son estimuladosconPMA, el estadode fosforilaciónde varias proteínas

se modifica<IU>.

Otras vías de. activación celular en el neutrófilo son: la fosfolipasaD que utiliza la

fosfatidilcolinaparaproducir ácido fosfatidico,que Intervieneen la activaciónde la respiración;

y la fosfolipasaA
2 queestápresenteen los gránulosy en la membranaplasmáticade los neutréfilos
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y cuya activación produce ácido araquidónico<’ 14) el cual a su vez sirve de estimulo para los

neutrótilos~’’5>. LI ~Ci(lO fosfatidico y el DAGpueden ser interconvertidos mediante la acción de

la ácido fosfatídico fos[ohIdrolasay la d iaciIglicerol quinasa.

La concentración de calcio en neutrófilos en reposo se mantieneennivelessubmicromolares

mediantela bombaCa2~—ATPasadela membranaplasmática<híé).Despuésdeestimulación,el calcio

intracelular aumentacasi inmediatamentedesde 0.1 t¿M a 1 ~M<’’”.La elevacióndel calcio

citoplasináticovanactivarproteínasquinasasdependientesdecalcio—calmodulina,PLA, y proteínas

queseunena actina<’ “~> y va a producir la fusión de la membranadelos gránuloscon la membrana

plasnititica paraprodtícirclegranulación.El calcio intracelulartambiénabre canalesinespecificos

que permitenel flujo de Na~ y K’<119~; sin embargo,el papel especificodel flujo de estos iones

y cíe la elevacióncíe calcio inducidapor estímulos,no está bien determinado,dado que muchas

respuestascelularesen el neutróflio tienen lugar en medios libres de Na~ y calcio<120>.

2.2.1. — Poliíneriznchinde ¡tel lun.

Los agentesquimioatácticosestimulanla locomociónde los neutrófilosquecomprendetina

seriecíeprocesoscomplejoscomosonla formacióndepseudópodos,mantenimientode la integridad

celular y liberaciónde las enzimasnecesariasparael pasajetransendotelial.La actinaes unade

las proteínasdel citoesqueletomásabundantes,y participa tantoen la movilidad celular como en

la estructuracíe la matriz <leí citoplasma.La formaciónde pseudópodosen los neutrófilos inducida

por quimiontractantes,sc correlacionaen el tiempo y en el espaciocon la polimerizaciónde la

actina. Los niáximosnivelesalcanzadosde F-actinaocurrena los 15-60segundostrasestimulación

con un agentequimiotácticoo un ésterde forbol, Les pseudópodosformadosse tiñen conNED-

Falacidinaqueseuneselectivamentea la P-actina.Del estadodepolimerizaciónen queseencuentre

la actina, vana dependermuchasfuncionescelularescorno son los cambiosde forma, adhesicn,

migración,secreciónde gránulosy fagocitosis.

Los gránulosestánseparadosde la membranapJasmáticapor filamentosdel ectoplasma

en los neutrófilos en reposo.Cuandoseesti¡nulala superficiecelulardel neutrófilo conun agente

quimiotáctico,seproduceunamobilizaciónde calcio especialmenteen la periferia,esteaumento

activa lagelsolina,otro delos microfilamentosqueconstituyenel citoesqueleto,porlo queseacortan

los filamentosde actina disminuyendola viscosidaden esaárealo que permiteque los gránulos

tenganaccesoa la superficiede la membranaplasmática,facilitando así la degranulación<í=O.Este
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esel mecanismode acciónqueutilizan las citocalasinasparafacilitar la secreciónde los gránulos

y bloquearla locomoción,ya queestosalcaloidespuedendestruirlosfilamentosdeactina,inhibiendo

su polimerización.

2.3 CARACTERISTICAS FUNCIONALES

Las funcionesprincipalesde los neutrófilosson la fagociticay la bactericidacomoparte

esencialen los mecanismosde defensadel organismocontra la infección. Estafunciónestámuy

relacionadacon la de los linfocitos y macrófagos.

Pararealizarsusfunciones,el neutrófilo sufreun procesode adhesiónal endotelioy movilidad

paraatravesarla barreraendotelialy llegar al foco inflamatorio.

2.3.1.-Quiniiotaxis y Movilidad.

Los factores quimiotácticosqueson generadospor la interacciónde proteínasplasmáticas

con antígenosó agentespatógenosatraena los neutrófilosde la sangrea los sitios de infección.

La difusión de estos factorescreaun gradientequímico que dirige la migración de los neutrófilos

liada la fuentequeproduceel factorquimiotáctico.El plasmatambiénproduceanticuerposy factores

de complementoque cubren al microorganismoen un procesodenominadoopsontzación.Los

neutrófilos ingierene incluyen a los microorganismosopsonizadosen unavesícula(fagosorna),

en la cual descargansu contenidogranular(degranulación),Los neutrófilosgeneranmetabolitos

activos del oxigenocomo el anión superóxidoy peróxidode hidrógenoquecontribuyena matar

al microorganismo.Losenzimasde los gránulosjunto conlos metabolitosdeoxígenopuedenliberarse

tambiénal fluido extracelulardondepuedencausardaijo al tejido. Esteefectosecundariopuede

ser una causaimportantede inflamación en los tejidos y de dañopara el organismo.

2.3.2.-Adhesión. AspectosGenerales.

Los neutrófllos tienenunamayorcapacidadde adhesióndurantelosprocesosdequimiotaxis

y fagocitosis~’22>.Los neutrófilos circulantescuandoseexponena estímulosexógenosaumentasu

capacidadde adhesióndeunascélulasaotrasy aotro sustrato.Sehademostradoquelos neutrófilos

adheridosaunasuperficieestán‘primados’ci sensibilizadosy tienendiferentespropiedadesfuncionales
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comparandoconlascélulasensuspensión<’23>.Cuandolos neutrófilosestánensuspensión,seagregan

en respuestaa un factor quimiotáctico,un procesoque es distinto al de la adhesión.

Los neutrófilos abandonan frecuentemente el torrente circulatorio para ejercer su acción

enlos tejidos,paralo cualdebenadherirseal endoteliovascular.La adhesiónde célulasdela sangre,

comoneutrótiloso plaquetasposeeun papelimportanteenprocesoscomo lahemostasia<’~>,trombosis,

cicatrizaciónde heridas,infecciones~’25~,procesosinflarnatorios~126>,respuestasinmunológicasy

reparaciónde tejidosclaf¶ados<l2?>,cíe tal forma queenel sistemainmunológico los leucocitosinteractúan

entresi y con el encloteliovascular,asícomocon componentesde matricesextracelulares,cambiando

rápida y transitoriamentedel estadono adhesivoal adhesivo<’24~.Fundamentalmenteexistendos

tipos de adhesióncelular: la adhesiónentredos célulasy la adhesiónentreunacélulay unamatriz

extracclular<’27>.

La interacciónde neutrófiloscirculantescon el endoteliovascularesun hechoesencialen

la inducción de la respuestainflamatoria aguda<’2S’29~.Aunque la adhesióny la migraciónde los

neutrófilosha siclo ampliamenteestudiada,el mecanismoporel cualestosreaccionany seadhieren

a la célulaendotelial y posteriormentemigrana travésde la paredvascularno estaaúnsuficientemente

esclarecido.Un gran númerode factoresregulanla interacciónentrelos neutrófilosy las células

endoteliales.Entre ellos destacan:a) la expresiónde moléculasde adhesiónen la superficiede

los neutrófilosactivadosyio las célulasendoteliales,b) fuerzashidrodinámicasquetiendenabarrer

los neutrófilosde la paredendotelialy c) la interacciónde las cargaselectrostáticasdelos dos tipos

celulares.

Otra situaciónfisiopatológicaen la que se involucraa la interacciónendotelio-neutrófilo

son los procesosde isquemia—reperfusión<’30’31’’32’33kEngran medidala disfunciónmicrovascular

asociadacon la reperfusiónde tejidos isquémicospareceestarrelacionadacon la activación de

neutrófilos adheridosal endoteliovascular.El papelde los neutrófilosen la isquemia-reperfusión

se basa principalmenteen la observaciónde que los neutrófilos se acumulanen los tejidos

postisquémicos.Anticuerposmonoclonalescontramoléculasdeadhesiónexpresadasenlasuperficie

del neutrófilo atenúanla disfunciónmicrovascularpor isquemia<133134>.Sin embargo,y debido a

quecadavez se implica mása los neutrófilosen el dañode la isquemia-reperfusión,esnecesario

clarificar con mayorexactitud los factoresresponsablesdela activacióndelos mismosenestasituación

fisiopatológica.Existen algunaspruebasque indican que moléculasoxidantesproducidaspor las

célulasendotelialesdesempeñanalgúnpapelen esteproce5o~155>.Enestesentido,seha demostrado

que la infiltración de neutrófilos inducidapor la reperfusiónse inhibe significativamentepor el
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pretratamientocon superóxidodismutasao alopurinol, indicando queel lón superoxidoderivado

de la xantinaoxidasaestaríaimplicado en la adhesión,quimiotaxiso activaciónde los neutrófilos

asociadaa la reperfusión”32>.Diversosautoreshandemostradoquetanto el ión superóxidocomo

el peróxidode hidrógenopuedenactuarcomofactoresquimiotácticosparalos neutrófilos.No está,

de todasmanerasdilucidadoel papeldeestasmoléculascuyaliberacióny producciónseincrementa

en la isquemiacomo por ejemplo la ET-1.

2,3.2.1.-Moléculas dc Adhesión.

La adhesión de los neutrófilos a la célula endotelial es iniciada por estimuladores endoteliales

queaumentanel calcio libre citoplasmático.Estos agentesactúaninduciendouna rápidafusión

(1-2 minutos) dic los cuerpos de Weibel-Paladle (orgánulos secretores endoteliales) con la membrana

plasmática.La exocitosisde los cuerposde Weibel-Paladeproduceuna liberacióndel factor VIII
t

vonWillebrand,induciendosimultaneamenteunatraslocaciónala superficiecelulardeunaproteína,

almacenadatambiénel el orgánulo,llamadaGMP-14O~’36’”>,Estaproteínafuedescritainicialmente

en los orgánulosade lasplaquetas.En ausenciade neutrófilos,GMP-140desaparecerápidamente

de la superficieendotelialno siendoya detectable5-10 minutosdespuésde la estinlulación<’36>.

Es probable,aunqueno seha demostrado,quela unión de los neutrófilospuedeconservaraGMP-140

sobrela superficieendotelial.

Los neutrófilos,despuésde activados por factoresquimiotácticosespecíficoscomo los

leucotrienos<13E,ionóforos,ésteres<le forbol, PAF, factor de necrosistumoral(TNFa)<139>y fMLP

seadíhierenrápidamenteal endoteliovascular,a travésde la expresióndemoléculasde adhesión<’tSin

embargo,la adhesiónde los neutrófilosa lascélulasendoteliales,requierela expresióndemoléculas

especificasen la superficiede ambascélulas, de forma que la activaciónde los neutrófilosy su

interaccióncon el endotelio,no sólodependede fenómenoslocalizadosen el lado endotelial.Distintos

autoreshandemostradola importanciade unafamilia de moléculasde adhesión,localizadassobre

la superficiede los neutrófilos,las integrinas<¡4¡).Estasmoléculassoncapacesdereconocery unirse

a ligandosen la superficiede las célulasendoteliales,en respuestaa estímulosespecíficos.

Las integrinasestánimplicadasen los procesosde adhesióncelular y extravasación<¡23>;

tambiéndesempeñanun papel en la agregaciónplaquetaria,en funciones inmunológicas,en la

reparacióndetejidos, en la angiogénesis<12fl,en la invasióntumoraly enotrassituacionespatológicas.

En el procesode la adhesióncelular se distinguenvarias etapas(Figura 6).
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Figura 6
Proceso de
adhesión y
migración a
través del
endoteho de los
neutrc5filos.

La primerafasees la de rodamientode los neutrófilossobrela superficieendotelial.Esta

etapaestámediadapor la familia de las selectinas,Las selectinasincluyenun grupodetresmoleculas:

a) L-selectina(Lam-1, LECAM- 1) queseencuentradeformaconstitutivaenlos neutréfilosy cuando

éstos se activan se expresan en la superficie celular, esto ocurre cuando comienza el proceso de

rodamientoo frenadode los neutrófilos. b) P-selectina(GMP-140, PADOEM) se encuentraen

plaquetasen los gránulosay célulasendotelialesalmacenadaen los cuerposde Weibel-Palade,

queson rápidamentetraslocadoscuandoseactivala superficiedelas célulasendotelialesy lasplaquetas

conestímuloscomo histamina,trombina,bradiquinina,leucotrienoC4 (LTC4) o radicaleslibres,

y actúacomoreceptoresparamonocitosy neutrófilos,c) E-selectina(ELAM-1) quesoloseexpresa

en célulasendotelialesy es rápidamentesintetizadacuandosonestimuladasconcitoquinas(TNFa,

IL-1) o endotoxina.

El siguientepasoes la adhesión,querequierela activaciónde los neutrófilosporun agente

quimiotácticoy la expresiónde las ií~tegrinas.Existendosfamilias: las 131-integrinas;y las 82 integrinas.

En la familia de las l3~ integrinasse encuentrala VLA-4. Las ~2 integrinasestructuralmentese

caracterizanpor estarconstituidaspor unasubunidadfi comúnque ha sido denominadaCD1S,

y poruna subunidadaque las diferenciaentresi en tresgrupos. Inicialmentefueron identificadas

la CD1 1 a/CD18, tambiéndenominadaLFA-1<
125”41~,yla CDI. lb/CD18,tambiéndenominadaMac-

C<,rdaclo
al nial ~ Ro<luuiiitíi1o legado — I)iIí,cdes¡s .— Qu¡ltIiOIa\IS

Selecl¡g,,LS luitegriaas r~~>jí¡~ (le
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j(I25.126.I42), La disponibilidad de anticuerpos monoclonales contra la fracción ¡3 común, permitió 4w
jila identificación de un tercer miembro de esta familia, la CD1Ic/CD1S, tambiéndenominada t

u’
‘u
“ivLa acciónadhesiva<lelas B2 integrinases mediadaprincipalmentepor la CD1La/CD1B y

-u

por la CD11b/CDLB<
143>. Anticuerpos monoclonales contra estas moléculas,son capacesdeinhibir

la adhesión de los neutrófilos a las células endoteliales, demostrando el importante papel de estas 1
glicoproteinas.

La CDI 1 a/CD18 estápresenteen formaconstitutivaen la membranacelularde los neutrófilos. A
La CD11b/CDlBy la CDllc/CD1B están presentesen gránuloscitoplasmáticos,queselocalizan

ir

próximos a la membranacelular y que son transiocadoshacia la superficiedel neutréfílopocos ti
it

minutosdespuésdesu activación.Paraqueel neutrófilo finalmenteseunaala céluladianamediante »1>

>1*la acción<lelas integrinas,parecenecesariaunaelevación<lelosnivelescitoplasmáticosdecalcio<’43~, -u>,

Les ligandosendotelialesde las integrinas~32,denominados moléculas de adhesión intercelular
vi

tipo 1 y 2 (ICAMí, ICAM2), son miembrosde unafamilia de inmunoglobulinaslocalizadasen

lascélulasendoteliales<14~.LaCol la/CO]Bescapazde reconocerambosreceptoresy la CD11b/CDIB

reconocesólo al primero, desconociéndosehastala fecha el ligando de unión al endoteliode la
>2

COlle/COlE.
Tras la adhesiónfirme de los neutrófilos al endotelio,el siguientepasoes la migración

trans-endotelial. Aunque factores quimiotácticos como LT13
4, CSa, y fMLP pueden aumentar la ¡

adhesión de neutrófilos al endotelio, la transmigración a través de la monocapa endotelial requiere 4

un gradientequimiotáctico
t14QEstudiosrecienteshanimplicadoaotramoléculadeadhesión(PECAM-

1) en la transmigración.PECAM-1 esun miembro<lela familia <lelasinmunoglobulinas,seexpresa

en bajosniveles en la superficiede leucocitosy plaquetas,y en altos nivelesen el endotelio<í’~%

ExistentrabajosqueindicanqueanticuerposquebloqueanaPECAM-1 en la superficiede los leucocitos

puedenregularla adhesiónmediadapor integrinas~’41~.
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Tablas 6.- Moléculas de adhesión.

MOILCULAS [MIEMBROS DISTRIBUCION LIGANDO

SEI.,ECTINA5 P-seIeelií,a
(PADOEM, dJMP-140)

Endoiclio, Plaquetas psoL-í
Siaiyl Lewis’ y otros

E-solootina
(ELAM- i>

Endololio SiaIyl Lewis’
y otros

Laeleelina
(LAM-l, MEL-14)

Neutrélilos y lintocitos E-selectic,
cDa4. OIyCAM

INVEGIUNAS vLA-4 (a4
15) Monocitos, linfoclios y

cosiudralos
vcAM-¡, FN

col la/CO 18 fl,
(LFA-I)

Nouirdfilos
Liáirocitos

10AM-!,
IcAM2

CDI ll,ICDI8flZ
(Mae-I , Mcl)

Neniréflios
Monocitos

ICAM-I,
fll,rmdgeno.

Cl)! IclODIS fl
1

(pl5O,95)
Ncutr4fllos
Monocitos

No oarncleri
¿ajos

5UPERFAMIIAA
INMUNOGLOIXUUNA5

ICAM-I Endolelio
epilelio
mosangio

0011 a/CON
CDI Ih/CDI8

ICAM-2 Endolelio cDIIa/CDIS

vcAM-I Endotelio vLA-4

PECAM-t Endotolio
Neutrófilos
Plaquolas

PECAM, otros

2.4. FISIOPATOLOGIA

Papelde los neut.réfilosen la isquemianilocárdicay repcrrusión.

Se ha dado una importancia clave a los neutrófilos en los procesos de isquenWa-reperfusión

de órganoscomo el miocardio. En la isquemia-reperfusiónmiocárdica,los neutrófilosse activan

y producenun efectodañinoen el miocardio,mediantela liberaciónderadicaleslibresde oxigeno

altamentecitotóxicos,enzimasproteoliticas,productosderivadosde lipoxigenasay citoquinasque

modifican la función del endotelioy de las plaquetas<
148’149>.Los agregadosde neutrófilosjuegan

un papelimportanteen la formacióndetaponesen los capilares,creandoel fenómenodeno-reflujo,

quebloqucala circulacióncapilar. Lasplaquetasy el endoteliotambienpuedenmodificar a su vez

la función de los neutrófilos<~>. El neutrófilo regula la función endotelialmediantela expresión

de moléculasde adhesióny mediantela liberaciónde factoressolublestales comoel óxido nítrico,
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prostaciclina, endotelinas, PAFe intcrlcuquina-8. Las plaquetas afectan a la activación de los neutrófilos

mediantela liberacióndetromboxanoA2, Factordecrecimientoderivadode las plaquetas(PDGF),

serotonina,productosde la lipoxigenasa,proteasasy adenosina~’
50>.

La modificaciónde las interaccionesentreneutrótilos,plaquetasy eriotelioutilizandodadores

de NO, bloqueantesde tromboxanoA
2, análogosde prostaglandinas,iahibidoresde la enzima

convertidorade angiotensinao bloqueantesde endotelina,puedeseruna intervenciónterapéutica

muy beneficiosa.Actualmentetambiénseestudiala posibilidadde reduerel daño producidopor

los neutrófilosenel miocardiomediante“scavengers”osecuestrantesderadicaleslibresdeoxigeno,

anticuerposcontra las moléculascíe adhesióno antagonistasde las citoquinas,araquidonatoso lípidos,

incluido el PAF.

Papel<le los neutrófilosen el dañotisular.

El dañoproducidopor los neutrófílosen los tejidosinflamadospreciesercausadoporvarios
¿

mecanismos: 1) La activación de la adhesión de los neutrófilos dependie Me de integrinas no solo

promuevela adhesiónal endotelio sino tambiénla agregación<le los neutrófilos entresi (mediada

por CD11b/CD1B),lo que puederesultaren un taponamientoen los nii;rovasosy una isquemia

distal~’
51’. 2) una elevadaconcentraciónde estímulosinflamatorios causs la degranulaciónde los

neutrófiloscon la liberaciónde variasproteasas.Dosenzimasmuy implicadasen el daño ala pared

arterialson la colagenasay la elastasa.En los tejidosy en el sueroexistenantiproteasasquepueden

enparteinhibir algunasdelasproteasasliberadaspor los neutrófilos.3) la generaciónde metabolitos

de oxfgenodependientesde la NA1)PH-oxidasaactivadaporendotoxina~citoquinasinflamatorias

etc, puedenproducir un dañoen la célula endotelialy promoverlos efectosdestructivosde las

proteasasya seapor activarmetaloproteinasaslatenteso por desactivarantiproteinasassensibles

a oxidantes<ífl>.

2.5. OXIDO NíTRICO (NO) EN EL NEUTROFILO

La primera evidencia de que los neutrófilos producían una sustancia cii capacidad vasorrelajante

fueron los trabajosde Rimeley cols<tfl> en los quesedemostrarócómo l:;ucocitos peritonealesde

rata liberabanuna sustanciacapazde relajar segmentosde aortadesenditelizadose incrementar

los nivelesde GMPccii estostejidos<’54~.Harrisony cols<¡55>demostraronco¶¡olos neutrófiloshumanos
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inhibían la agregación plaquetaria. La producción de esta sustanciaantiagreganteerainhibible por

L-NMMA<’~>. Este “factor relajante derivado de los neutrófilos” tiene un perfil farmacológico idéntico

al EDRE. La síntesis del NOpor el neutrófilo se produce mediante los dos tipos de óxido nítrico

sintasa (NOS), inducible ci independiente de calcio~80’5~, y constitutiva ci dependiente de calcio~7~,

La L-Canavanina, que inhibe la formación de NOen el macrófago, pero no en las células endoteliales,

también inhibe la liberación de NOpor el neutrófilo<I54¡SS>. Sin embargo, el NwL—arginina metil

ester (L—NAME), queesun potenteinhibidordela sintesisendotelialde NO~’59~noafectaala síntesis

deNO del neutrófilo<’60 ¡él) La síntesisde NO en los neutrófilosseestimulapor agentesquimiotácticos

como el ¡‘MLI’ o LT13
4(í

5<).

El significado biológico y fisiológico de la producción de NOpor el neutrófilo no ha sido

todavía determinado. Se sabe que la degradación del NOes acelerada por especies reactivas derivadas

del oxígeno y en particular por el icin superóxido (O
2j~’

62’’63~. Distintos autores han descrito la

correlación existente entre un aumento en la síntesis de NOcon la de O{ por el neutrófilo<IéO>.

Esto reflejaría un mecanismo de control de los niveles de 0< en situaciones tales como la migración
‘u’

o la fagocitosis,pudiendoel NO actuarcomocitoprotectorcontrael dañopotencial queejercería

el ~2’ contrael propioneutrófilo, Otra funciónen la queseha implicado al NO deorigenneutrofilico,

es en la regulación de la agregación plaquetaria. Grupos como el de Vane~1~> han descrito como

la agregación de plaquetas activadas con trombina es menor en presencia de neutrófilos; además,

recientemente,López-Parréy cols<tóS>.handemostradocómoenpresenciadeaspirina,losneutrófilos

generanNO, POF lo queésteseríael responsable del papel inhibitorio de los neutrófilos en la agregación

plaquetaria en presencia de aspirina. Esto le dárla al neutrófilo un papel relevante corno controlador

de la propagación del trombo, pudiendo tener por lo tanto una función moduladora en el proceso

de la hemostasia y trombosis. Se ha descrito que agentes dadores de NOcomo la molsidomina

inhibenla liberacióndeenzimaslisoson,alest166~,mientrasquela inhibiciónde la NOS porL—NMMA

inhibe la quimiotaxis en los neutrófilos(1«~>.

2.6NUCLEOTIDOS CICLICOS. GMPc EN EL NEUTROFILO.

Cuandolos neutrófilos se exponena partículasfagocitablesseha observadoun aumento

delos nivelesde AMPc temprano(máximoa los 15 segundos)y breve(retornaalosnivelesbasales

al minuto o a los 2 minutos). Duranteestemismointervalo no seobservancambiosen los niveles

de GMPc. Les nivelesde AMPc correlacionanmuy bien con la quimiotaxisy la degranulación,
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sin embargo hay pruebas que sugieren que los cambios en los niveles de AMPeno son necesarios

ni suficientes para las respuestas de los neutrófilos. La relación 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 neutrófilos estimulados liberan adenosina que se puede

unir a los receptores de purinas los cuales amplifican la señal de la adenilato ciclasa aumentando

los niveles de AMPc.

Los neutrófilos disponen de guanilato ciclasa soluble~~>,aunque no se ha establecido qué

papel ejerce el GMPcproducido por esta guanilato ciclasa sobre el propio neutrófilo<16fl.

Distintos estudios demuestran que el análogo permeable del GMPc, 8-Br-GMPc, y otros

análogos del OMPepromueven quimiotaxis y degranulación en neutrófilos activados<’671~, El aumento

de [Ca2li en el neutrófilo indluce un aumento en la producción de NOy OMPe, Este aumento

en el OMPe en neutrófilos activadoscoincide con la fosforilación dependientede GMPc de un

filamento del citoesqueleto, la vimentina~’68>. El aumento de [Ca2+]iparece ser necesario para la

colocalización de la quinasa dependiente de GMPcy la vimentina en la célula, con lo que la quinasa

cataliza la reacción de fosforilación de la vimentina y se produce la polarización de la célula y su

degranulación,por lo que se sugiereun papelde la quinasa dependiente de GMPcen todos estos

hechos.

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

A pesardel grannúmerodetrabajosexistentesenla literaturasobreel mecanismodeacción

y las implicacionesfisiopatológicas<le laET-1 comovasoconstrictor,pocosesabesobrela importancia

de la ET-1 sobreotrascélulas relacionadasconel endotelio,comoson las célulasde la sangre.

En relacióncon lasplaquetasseconocequela ET-1 puedeactuaren combinaciónconPCI
2

y NO pararegularla interacciónde las plaquetascon la paredvasculary así, limitar la formación

del trombo.Sinembargo,el efectode la ET-1 sobrela agregaciónplaquetariano pareceque sea

sobrela mismaplaqueta,ya queexistendatosen la literaturaen los quesedemuestraquela ET-1

no afectaa la agregaciónde las plaquetasin vitro<
169>, No obstante,la ET-1 administradain vivo,

puededisminuir la agregaciónplaquetariamediantela liberaciónde NO y PGk~’70>. Hay un dato

interesantequedestacarya quelas plaquetasson capacesde estimularla expresióndel ARNm de

laET-1en célulasendotelialesencultivo<í?¡).Béay colsdemostraronqueconcentracionescrecientes

deplaquetasagregadasestimulanla produccióndeET-1encélulasendotelialesencultivo, Sinembargo,
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las plaquetas agregadas no estimulan o incluso inhiben la producción de endotelina en los vasos

intactos. Este efecto no está relacionado con efectos inhibitorios de el NOo la prostaciclina, y puede

estar causado por la liberación de algún factor derivado del músculo liso que inhiba la liberación

deendotelinatanto en condicionesbasalescomodespuésdela esimulaciónconplaquetasagregadas<’72k

Finalmente, la trombina es también un potente activador de la sintesis y liberación de ETA; por

lo que la ETA puede contribuir a la curación de los vasos dallados, y participar en los procesos

de coagulación sangurnea(¡n>.

A la ETA se le asigna un importante papel en la génesis y desarrollo de distintas patologías

que incluyen daño vascular, como la arteriosclerosis. El papel de la ETA en la aterogénesis está

principalmente relacionado con su potente acción quimiotáctica sobre los monocitos<’7~ y fibroblastos<í?Q

lo que contribuye a la formación de la placa. Por el contrario, la propiedad quimioatractante de

la ETA sugiere un posible papel de ésta en los procesos de curación de heridas. Sobre el efecto

<lela ET-i en la quimiotaxis dc los monocitosy macrofagos, existen resultados controvertidos<t74.í?ó>,

ya que Bath y cois han sugeridoqueni la ET-1 ni cl PDGF tienenefectosobrela quimiotaxiso

la adhesión de los monocitos al endotelio. Tambien existen datos sobre el efecto de la ET-1 en

el aumento de calcio intracelular, losforilación de proteinas<í?l>, producción de radicales superóxido

e interleuquina5<177’78~o la presenciade receptoresde ET-1 en los monocitosy macrófagos<2?’79>.

Las células humanas circulantes de la sangre, como plaquetas, linfocitos o neutrófilos no generan

ET-1, con la excepción<lelos macrofagos<180~.La secreciónde ET-I y ET~ por los macrófagos

humanos se estimula por LPS, lo que sugiere un papel de las ETs en los procesos inflamatorios

en los que están presentes los macrófagos 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 producción de citoquinas y prostanoides por los monocitos<t8~.

El descubrimiento de que el neutrófilo tiene la maquinaria enzirnática necesaria paraproducir

ETA a partir de su precursorproteico<fl abreun abanicode preguntaspor la coexistenciaen dos

célulasestrechamenterelacionadas,el endotelioy el neutrófilo, de dos sistemascon propiedades

teóricamenteopuestas,cl NO y la ETA. Estosdos sistemaspodríaninteraetuaren una forma no

estudiadahastala fecha.Los neutrófiloshumanosinducen la expresióndel gende la ET-1 en las

célulasendoteliales,estimulandola liberacióndeET-1, y paraqueseproduzcaesteefectoserequiere

el contactodirecto célula endotelial-neutrófilo.Diferentesproteasasliberadaspor los neutrófilos

son capacesde convertirla ET grandeen su metabolitoactivo, ¡a ET-1~’~’. Además,las proteasas

liberadaspor los neutrófilos son capacesde degradare inactivar la ET-1~’83k Tambien se conoce
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un papelde la ET-l en la producciónde aniónsuperóxido en los neutrófilos estimulados con fML~¡í4>;

pero no se conocen datos sobre el posible efecto directo <lela ET-1 en la activación <lelos neutrófilos, - Ii>
su mecanismode accióny comoconsecuenciasu papelendistintaspatologíascornoel infarto agudo 4

de miocardio,la uremiao cl fallo renalagudo.Del estudiode la interacciónde todos estosfactores

puede emergeruna definición del verdaderopapel dc la ET-1 en relación a los neutrófilos y el

daño tisular.Estosdatospueden,además,contribuir aunamejor comprensiónde cUal es el significado 2

de la ET-1 como mediadorbiológico a nivel tisular.

i~1
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Hipótesis y Objetivos

LIIPOTESIS

La hipótesisgeneralde estatesis fue que la endotelina-1y el sistemaNO/GMPc tienen

un papel significativo en los mecanismos de activación y desactivaciónde neutrófilos, y en la

relación de estos con el endotelio vascular.

OB,JETI VOS

1. Analizar si la endotelina-1 activa los neutrófilos. Para el]o se eligieron corno parámetros

de activación celular: a) Cambios en el calcio libre citosólico; b) liberación de ~-Glucuronidasa;

c) polimerización de filamentos de F-actina; d) producción de radicales libres del tipo del anión

superoxido.

2. Estudiar la relación del sistema NO/GMPccon la ET-1 en la regulación de la activación

dc los neutrólilos,

3. Analizar qué papel tiene la activación de los neutrófilos por la ET-1 en la interacción

de estas células con el endotelio vascular, Dentro de este mismo objetivo, plantearnos identificar

las proteínas de adhesión del neutrófilo involucradas en la interacción.

4. Por último, analizamos la implicación de la estimulación de los neutrófilos por la ET-1

sobre la acumulación de éstos a el corazón aislado perfundido y en un modelo de animal entero.

28



III. Materialesy Métodos

39



Mate,ialesy Métodos

1.- ESTUDIOS IN VITRO

1.1.- ESTUDIOS EN NEUTROFILOS

1.1.1.-Aislamiento de neutréfilos

Los neutrófilos humanos se obtuvieron de sangre periférica de donantes voluntarios sanos,

La sangre fue recogida en tubos Falcon que contenían EDTA0,2 lvi y sedimentada por dextrano

6% (p/v), centrifugando el sobrenadantea 2500 rpm durante 15 mm. El precipitado se

resuspendióen tampónHepes,(131 mM NaCí; 4.7 mM KCI; 5 mM glucosay 20 mM Hepes,

pH 7.4), seguidode centrifugacióna 1800 rpm durante30 mm en gradientede FicolI-Hypaque

(Flow Lab,, Irvine). El remanenteeritrocitario se eliminó mediantelisis hipotónica.

Los neutrófilosaisladosseresuspendieronen tampónHepesy se procedió a su contaje

mediantecolorante de basófilos. En algunos experimentosadicionales,se utilizaron también

neutrófilos de conejo aisladosde la mismamanera.La purezade los neutrófilos aisladosfue

mayor del 95% conuna viabilidad del 98% medidamediantela exclusiónde azul tripan.

— Criterios <le viabilidad celular

Para conocerel porcentajede viabilidad obtenidatras el aislamientode los neutrófilos y

despuésde realizarsela incubación da las células con las distintas sustanciasen estudio, se

realizaronexperimentosde exclusiónde azul tripán. Paraello, tras el periodode incubacióncon

los distintosagentesutilizados,se retiró el sobrenadanteañadiéndose1 ml de unadisoluciónde

azul tripán al 50%. Los neutrófilos se incubaron1 minuto con esta solucióny tras lavado se.

procedió a la observaciónmicroscópicade las células. El porcentajede viabilidad secalculé

mediantela cuantificaciónde las célulasteñidasde azul (célulasmuertas)en relación al número

total de célulasen, al menos, tres camposmicroscópicosdiferentes,Las célulasviables,másdel

98%, eran capacesde excluir el colorantepor lo queno aparecieronteñidas.Por el contrario, las

células muertaso cii periodode degeneración,al haberperdido la capacidadfuncional de su

membranacitoplasmática,presentabanuna coloraciónazul.

El contajede la viabilidad de las célulasendotelialesse realizó de una forma similar.
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1.1.2.- Medida de los nivelesde calcio libre citosólicos ([Ca2’],) mediantefura-2.

Los neutrófilos se cargaron incubando la suspensión celular con 2 pM fura-2/AM durante

60 mm a 370 C en tampón Hepes. La suspensióncelular se lavó dos veces, mediante

centrifugación a baja velocidad, y se resuspendió en tampón Hepes en una densidad dc 5. 10~

células/ml. Una alicuota de 200 pi de la suspensión se incubé con 800 ¡cl de tampón PSS-Ca2~

(140mM NaCí; 4.6 mM KCI; 2.0 mM CaCI
2; 1 mM MgCI2; 10.0mM Glucosay 10 mM Hepes,

pH 7.4) durante30 mm a 370 C. En muestras similares, los neutrófilos sepreincubarondurante

5 mm en presencia de TMB-8 10’
5M, un inhibidor de la liberación de calcio desde los orgánulos

subcelulare5~’85>. Se realizaron experimentos adicionales en un medio libre de calcio que contenía

EGTA 2 mM. El tiempo de preincubación con el medio libre de calcio/EGTA fue

aproximadíamente 30 s. La medida de la [Ca2’],se realizó con un espectrofluorímetro (Perkin

Elmer LS 50) en cubeta de cuarzo con agitación y a 370 C. Antes del experimento, se realizó un

barrido de la fluorescenciadel fura-2/AM hidrolizado. Las longitudes óptimas de excitacióny

emisión fueron340, 380 y 500 nm respectivamente.La [Ca2~],secalculó medianteunaecuación

estándar,empleandounaconstantedc <lisociación(Kd) del fura-2de 224 nM a37 oC<tí~. La Rmax

y Rmin sedeterminaronindividualmenteparacadaexperimentoañadiendoTritón X-100 (0.1%)

y EGTA (10 mM) respectivamente.Se realizaronexperimentosadicionalessobreneutrófilos

adheridosa discosde cristal, paraeliminar posiblesinterferenciaspor efectosagregantesde los

diferentesmediadoressobre los neutrófilos.

1.1.3.-Medida de liberación <le aniónsuperéxido(O~j.

La liberaciónde 02 se midió mediantesu capacidadde reducir el ferricitocromo C<’87~,

Los neutrófilosaislados,seresuspendieronen tampónKrebs-Henseleit088~(118,0 mM NaCí, 4,7

mM KCI, 1,2 mM KH
2PO4, 1,2 mM MgSO4, 25,0 mM NaHCO3, 2,5 mM CI2Ca, 5,0 mM

Glucosa;pH:7.4)en unaconcentraciónde s,io~células/mlen presencLade ferricitocromoC 2.25

M, incubándolosa370 C durante30 mm enpresenciao ausenciade ET-1 (10’M), fMLP (10’
7M)

o del ésterde forbol, PMA (10’6M). La reacciónseparémediantecentrifugacióna 1000rpm, 10

mm, a 4W. El 02 liberadopor los neutrófilos se midió a 550 nm,
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1.1.4.-Medida de Liberación de B-glucuronidasa

Medimos la liberación de fl-glucuronidasa como medida de liberación de enzimas

lisosomales de los neutróf’ílos en respuesta a ET-1. Se midió utilizando ácido fenoftalein-13-

glucurónico como sustrato, el cual es hidrolizado por la B-glucuronidasa presente en la muestra

dando lugar a fenolftaleina,que sedetectamediantela medidade absorbanciaa 540 ~~<‘
89~,

Las células (5x10~ neutrófilos/mí) se estimularoncondistintasconcentracionesde ET-1

y 5 gg/ml de citocalasina13 en tampón PSS-Ca2~.Una vez paradala reacción (40C y por

centrifugacióna 12000rpm, 5’ a 40C) se midió la il-glucuronidasaen el sobrenadante.

La reacciónse llevó a caboen un medio con250 ¡xl de acetatosódico0.1 M pH= 4.5;

200 pi de la muestraa medir (en estecaso sobrenadantede neutrófilos)y SO pi de unasolución

10 mM de ácido fenolftalein ¡3-glucurónico. Se agitó toda la mezcla. La reacciónse incubé4

horasa 370Cconagitaciónen ausenciade luz, y se detuvopor la adiciónde 500 ¡tI deTCA 5%,

1.25 ml de unasoluciónalcalinade Glicina (Glicina 0,217M, NaCí 0.217M, NaOH 12 ml 100%

w/l, pl-l:1O.7) y 750 ¡tI de 1-120. Tras una breveagitaciónse leyó la absorbanciade la mezcla

resultantea 540 nm en un espectrofotómetro13-2000de Hitachi.

1.1.5.— Polimerización<le filamentos<le F-actina

Se realizaron experimentospara estudiar la polimerizacióndel filamento F-actina en

neutrófilos estimuladosconel agentequimiotáctico fMLP o conET-1. Paraello los neutrófilos

aislados(2x106/SOO¡tI) se incubaronen tampónKrebs-Henseleitcon0.01%de albúminabovina,

durante30 mm y se estimularoncon fMLP l0’7M ó ET-1 10’7M durante45 segundos,tiempo

óptimo de polimerizaciónde actina inducidapor fMLP<190>.

Tras esta incubación los neutrófilos se fijaron con glutaraldehido al 1% (concentración

final), durante15 minutosa 370C. Posteriormenteseincubaronconlisofosfatidilcolina100 ¡tg/ml

y con NI3D-Falacidina (Molecular Probes, Bugene, OR) 3.3x10’7M, 15 mm 250C, se

centrifugarona 16000g, 1 miii. Se recuperóel precipitadoy se extrajoen 1 ml metanol,durante

1 horacon agitacióny en la oscuridad,secentrifugaronotra vez a 16000 g 1 mm y se recuperó

el sobrenadante(metanol), en el cual se mide la intensidadde fluorescenciarelativa en un

espectrofluorimetroLS-SO PerkinElmer (excitacióna 465 nm; emisióna 530 nm), en cubetade

cuarzo.Los resultadosse expresaroncomo incrementoen la intensidadde fluorescenciarelativa
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respecto al control.

1.1.6,- Incubacionescon L-argininay antagonistasde la fonnacié¡i de NO.

Se efectuaron experimentos preincubando los neutrófilos durante 60 mm a 370 C con: a)

el aminoácidodadorde NO, L-arginina 10”’M; b) con dos análogosde L-arginina que actúan

como antagonistas específicos y competitivos de la formación de NO, NW~Nitro~L~arginmna

(NwNLA) 10’4M y N0- mononietil-L-arginina (L-NMMA) 104M<~’9í> y e) con el isómero no

activo de la L-arginina, D-arginina 10’M.

En algunos casos,se realizaronexperimentosde reversióndel efecto de la L-arginina

mediante la coincubación de los neutrófilos con L-arginina 104M junto con L-NMMA5x10’4M

o NwNLASxlO4M durante 60 mm a 370C.

1.1.7.— Marcaje de neutréfilos con ~H]—L—arg¡nina

Los neutrófilos se incubaron en presencia de 1 ¡¿Ci de [3H]-L-argininay 10~ Mde L-

arginina en tampón Hepes durante 60 minutos a 370C. Al cabo de los 60 minuntos, la

radioactividad no incorporada se eliminó lavando 3 veces las células con tampón Hepes (1000

rpm, 5 miii). Finalmente los neutrófilos se resuspendieron en tampón PSS-Ca24’.

1.1.8.— Determinación dcl contenido de CII]—L—citrulina

Se realizaronexperimentosen Paraleloa los de la captaciónde L-arginina, de medidade

generaciónde NO mediante la transformaciónde [3H]-L-argininaen ~3H]-L-citrulina.Una vez

Usadoslos neutrófilos conmetanol(5x106/ml)y tomadauna alicuotaparacuantificar la captación

de este aminoácidopor los neutrófilos mediantecontaje en contadorbeta (como se detallará

posteriormente),el sobrenadanterestantesesecóbajo atmósferade N
2 a 37W. El extractoseco

seresuspendióen 20 mM Hepes/KOHpH 5.5,y se aplicó sobreunacolumnaDOWEX AG5Ox8

(forma-Naj,eluydndosecon H20 (fracción en la queaparecela L-citrulina) y con NaOH 0,5 N

(fracción en la queaparecela L-arginina). Las fraccionesflH]-L-arginina y [
3H]-L-citrulinase

cuantificaronmediantecentelleolíquido.
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1.1.9.-Medida del GMPc

La concentración de GN4Pc en los neutrófilos se midió mediante un radioinrnunoensayo

comercial acetilado (Amersham>. La suspensión de neutrófilos (5x106 células/mí) se preincubó en

1 ml de tampón Krebs-1-Ienseleit que contenía el inhibidor de la fosfodiesterasa,enzima

responsablede la degradacióndel GMPc, 3-isobutil-1-metilxantina(IBMX) 2 ¡tM, a 37Wdurante

1 miii. En algunoscasos,los neutrófilos se preincubarondurante1 hora con L-arginina 104M.

A continuaciónseañadióET-i 10’7M, fMLP 107M o tampóncontinuándosela incubacióndurante

2 mm, La reacción se paró añadiéndoseácido tricloroacético frío (10% peso/volumen),

almacenándoselas muestrasa -200Chastasu extracción,

El GMPc formado se extrajo mediantetres lavadossucesivoscon 4 volúmenesde eter

etílico y posterior evaporaciónbajo atmósfera de N
2 a 60W, guardándoselas muestras

inmediatamentea -70
0C hastael día en que se cuantificó medianteel kit comercial. Todaslas

muestrasse procesaronantesde 30 díasde conservacióny fueron descongeladasuna solavez,

inmediatamenteantesde la medida.Muestrascon cantidadesconocidasde GMPc se sometieron

al mismo proceso,clemostrándoseque el conjunto de procedimientosno causó deterioro del

GMPc, siendola recuperaciónsuperioral 80%.

1.1.10.-Medida de la captaciónde flll]-L—arginina.

La captaciónde [3H]-L-argininaserealizóen neutrófilosaisladosy adheridossobreplacas

Petri durante3 horasen unadensidadde 10~ células/ml.Las célulasadheridasse lavaron3 veces

contampónPSS-Ca2~y se incubaronen presenciade 1 ¡tCi/ml de ~H]-L-argininay 104M de L-

argininaen PSS-Ca2~durantetiemposvariablesa 37W, La reacciónse paró medianteaspiración

y rápido lavadodel medio de incubacióncon PSS-Ca2~,Las células fueronextraídascon 1 ml de

metanol frío durante30 mm, y tras centrifugación rápida (3000 g, 3 mm) una alicuota del

sobrenadantese analizó en un contadorbeta (Becknían) por centelleo liquido, Se realizaron

experimentossimilarespara determinarla Vníax y la Km mediante la utilización de distintas

concentracionesde L-arginina fría. Como posiblesactivadoresde la captaciónde L-argininapor

el neutrófilo seutilizó un factor quimiotáctico para los neutrófilos,fMLP 10’7M o ET-1 1VM.

Conel fin de estudiarel posiblepapel de un transportadorNa~-dependiente,se hicieron

experimentossustituyendoal CINa por cloruro de colinaen proporcionesequimolares, conel fin
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de no interferir con la osmolaridad del tampón debida a la ausencia de la concentración fisiológica

de CINa (140 mM) en el medio extracelular.

1.1.11.- Marcaje dc neutréfilos con 51Cr

Los neutrófilos aisladosse marcaroncon 51Cr (New EnglandNuclear) para la posterior

realización de los experimentos de adhesión al endotelio, Los neutrófilos se incubaron con 2

¡tCi/106 células de Naj5Cr]0
4 durante 60 minutos a 37

0C. Transcurrido el periodo de

incubación, las células se lavaron 3 veces con tampón Hepes, resuspendiéndose finalmente en

tampón Krebs-Henseleitcon 0.2% albúminasérica bovina ~SA) a una densidadde 2,5 106

células/500¡tI.

1.2.-ESTUDIOSEN CUL’l’I VOS CELULARES

Se utilizaron cultivos en monocapade célulasde endoteliovascularbovino,cultivos de

célulasendotelialeshumanasobtenidasde la venade cordonesumbilicalesy neutrófiloshumanos.

En esteestudio se analizó: a) El efecto de la ET-1 sobrela adhesiónde los neutrófilos a las

células endotelialesen cultivo, b) Los mecanismosde adhesión,en particular las proteínasde

adhesiónimplicadas.

1.2.1.-Obtencióny cultivo células endoteliales<le aortabovina.

Las célulasendotelialesseaislaronde aortadebovino segúnel métodode Jaffey cols<1§2>.

La aortasecortó en segmentosde 20 cm de jongitud, limpiándolade tejido conectivoy ligando

las arteriasintercostales,La superficiede la luzdel vasoselavé con tampónPBS (2,6 mM KO,

1,5 mM KH
2PO4, 137 mM NaCí, 8 mM NaH2PO4, 5.5 mM Glucosa;PH 7.4), que contenía

penicilina/estreptomicina(10001.11/mí), conel fin de eliminar las célulasde la sangreadheridas,

Posteriormentesecerróun extremodel segmentoarterial,medianteclampaje,rellenándoseel vaso

con una solución que conteníacolagenasaTipo II (Sigma) en concentración0,5 mg/ml. Tras

cerrarel extremoopuesto,la arteriase incubéa 370 C durante30 mm. Transcurridoesetiempo,

la soluciónde colagenasase lavé con RPMI 1640 que conteníasuerode ternerafetal 10%, La

suspensióncelular se centrifugó a 1800 rpm durante10 minutos, sembrándoseel precipitado
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1.2.2.—Adhesióndeneuhéfilosa célulasendotelialesen cultivo.

Las células endoteliales confluentes, se lavaron dos veces con tampón Krebs-Henseleit con

0.2% USA pH 7.4, preincubándolas con 500 ¡tI de este mismo tampón durante 2 miii.

Posteriormente se añadieron los neutrófilos marcados con 5tCr ~2.5xl06células/500¡tI de Krebs-

Henseleit), en presencia o ausencia de los distintos agonistas (ET-1 104M, el péptido

quimiotáctico fMLP l0’M, el ester de forbol PMA106M). Los dos tipos celulares se coincubaron

durante 30 mm a 37W, junto con los distintos agonistas. Los neutrófilos no adheridos al endotelio

sc lavaron medianteaspiracióndel sobrenadantey lavado por dos vecescon tampón Krebs-

Henseleit. Las células endoteliales junto con los neutrófilos adheridos se usaron con 500 ¡tI de

NaOHSM. El número de neutrófilos adheridos se midió utilizando un contador gamma. Los

resultados seexpresaroncomonúmerode neutrófilosadheridosporpocillo decélulasendoteliales.

Cada pocillo contenfa una media de 3,5x10’ células endoteliales, correspondiente a una media de

80 + 10 ¡tg de proteína.

Con el fin de individualizar la importancia relativa de los neutrófilos o de la célula

endotelial en la adhesión mediada por ET-l, se realizaron experimentos de adhesión sobre una

superficie plástica (Tissue culture dish 35x10 mm, Costar, Cambridge, MS, USA). Para analizar

la especificidaddel efectode la ET-1, se llevaron a cabo experimentossimilaresde adhesiónen

presencia de otras hormonas vasoconstrictoras como vasopresina 10~7M o angiotensina II i0~7M.

1.2.3.- Medida (le cxl)resión cíe integrinas en el neutrófilo. Citoinetría de flujo.

Los anticuerposmonoclonalesutilizados fueron: a) TS1/18 que reconoceel antígeno

comúnde la subunidadcomún 8 de las integrinas,CD18 (anti-CD18); b) TP1/32y TSl/11, que

reconocen la cadena CD1la (anti-LFA-1); e> Bear-1 que reconoce la cadena CD1lb (anti-Mac-l);

d) HC1/l que reconocela cadenaCOlle (anti-p150,95).Como anticuerpono especifico que

sirvió de control negativo se utilizó el P3X63 (lgG
1) obtenido del sobrenadante de cultivo de

células de mieloma. Todos los anticuerpos frieron monoelonales de rata.

Paralos experimentosde citometriade flujo, los neutrófilosfueronincubadoscon 10 pi

de los diferentesanticuerposmonoclonales(1x10
6 células/mí,30 mm, 40C). Los neutrófilos se

lavaron3 veces,paraeliminar el anticuerpono ligado,y seresuspendieronen 500¡tI de solución

deKrebs.Posteriormentese incubaronotra vez con 5 ¡tI de una dilución 1:40 de anticuerpode
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carnero antiratón IgG marcado con isocianato de fluoresceína (The binding site, Birmingham,

England), durante 30 mm adicionales, a 4W. Después de lavar, las células fueron suspendidas

en 200 pi de paraformaldehido al 1% en tampón 1-Tepes y guardadas a 40C. Sc realizaron

controles con células incubadas con el anticuerpo secundariosolo o con un anticuerpo

inespecifico. Los análisis de citometria de flujo midieron la fluorescencia utilizando un citónietro

de flujo/clasificador EPICS (Coulter), con excitación a 480 nm y emisión a 520 nm. En cada

muestrase analizóun mínimo de 6000 células, Lesdatosse obtuvieroncomo histogramasde un

solo parámetro,graficandoel logaritmo de la fluorescenciaverdecontrael númerode células.

2.- ESTUDIOS IN VIVO

ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Paralos estudios“in vivo y conorganosperfundidosseutilizaron conejosNew Zealand,

macho con peso aproximadode 2,5-3 Kg procedentesdel animalario de la FundaciónJiménez

Díaz. Estos animalesíueronalimentadoscondieta estandary agua ‘ad libitum’.

2.1.- ESTUDIOS EN CORAZON AISLADO.

2.1.1.— Sistema<le perfusión

El procedimiento se realizó mediante una modificación del diseñado por Maack y cols<’93>.

Les órganos se mantuvieron perfundidos mediante inmersión dentro de un baño

siliconizado, oxigenado (02 95%, CO
2 5%) y termostatizado(37W) conteniendosolución de

Krebs-I-Ienseleitsuplementadacon 5 mM de glucosay 5% de BSA libre de ácidos grasos.

El flujo haciael órganose realizó a travésde una bombade perfusión (Travenol)y la

presión cíe perfusión permanecióconstanteentre 90-110 mmHg durantetodo el experimento,

controladosmediantepolígrafo (Letica 2006).

Durante todo el experimentoel baño y oxigenador se mantuvierontermostatizados,

medianteflujo continuode aguaa37Wen su doblepared,desdeun bafio térmico(Selecta-Pacisa)

y controladacon termómetro (Frowi-FW21). El baño y el oxigenador de cristal fueron

siliconizadospreviamentea su utilización. Antes de iniciar el experimento,todos los circuitos
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fueron rellenados con el liquido de perfusión, que se mantuvo gaseado durante todo el periodo

experimental. El circuito de periusión (PVC-3 mm) se cambió cada tres experimentos y todos los

circuitos y reservorios f-ueron lavados después de ser utilizados. Se utilizó un filtro de 80 ¡tm,

intercalado en el circuito de perfusión, para evitar que, eventualmente, quedaran atrapados

agregados celulares en el órgano.

2.1.2.- Corazón aislado.

Los conejos fueron anestesiadoscon pentobarbital sódico (100 mg/Kg peso,

intaperitoneal).Se abrieronel tórax y el abdomena travésde incisión medianatoracoabdominal,

Los animalesfueronanticoaguladoscon heparinasódica(100U/Kg peso,iv.) mediantepunción

de la cava inferior y se quitó el esternóny la porción ventral de las costillaspara exponerel

corazóny los pulmones.Secanuló la aortaascendente,con una cánulade teflón (1,2 mm/18G),

de forma queel extremode la cánulase localizó inmediatamenteporencimade la válvula aórtica,

iniciándosela perfusióncon solución de Krebs~Henseleit<’94),y garantizándosede estaforma la

perfusiónprioritaria de las coronarias.El corazónfue extraídorápidamentey sumergidodentro

de un baño siliconizado, oxigenado(02 95%, CO
2 5%) y termostatizado(37

0C) conteniendo

soluciónde Krebs-Henseleitsuplementadacon 5 mM de glucosay 5% de BSA libre de ácidos

grasos<’95~.

Despuésde Lavar el órganocon tampónKrebs-Henseleitcon el fin de removerla sangre

coronaria, se agregóuna infusión de ET-l (0,027¡xg/min) administrándoladurante30 mm a la

velocidad de 0,3 mí/mm, Transcurridos2 mm desdeel comienzode la infusión de ET-1, se

inyectaronSx 106 neutrófllosmarcadoscon5tCr, suspendidosen tampónKrebs-Henseleit,enforma

de bolo. La soluciónde Krebs-Henseleit,la ET-1 y los neutréfilosmarcadosrecircularonen el

sistemadurantetodo el restodel experimento.El ensayoseterminómediantelavadode las células

no adheridascon tampónKrebs—l-lenseleit(pH 7,4, temperatura370C), durante5 mm.

Con el fin de determinar la implicación de las proteínasde adhesiónintegrinasen la

acumulación de neutrófilos inducida por la ET-1, se realizaron experimentosadicionales,

preincubandodurante10 mm los neutrófilos marcadoscon 51Cr con el anticuerpomonoclonal

TS1/18 y con un anticuerpono especificoP3X63, utilizado como control negativo.

Los corazonesse homogeneizaronen 6 ml de ácido tricloroacético (TCA) al 10%,

dividiéndose este volumen en tubos de poliestireno para su contaje en contador gamma. Una
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lámina fina de los corazones fue cortada con un microtomo para realizar ensayo autorradiográfico.

Paralas autorradiogratiasse utilizó película de rayosX Kodak XS (EastmanKodak, Madrid), y

pantallas de intensificación SHX-GD-400 (Valca, Madrid), manteniéndose el corte del órgano

sobre la película durante 15 días, a -700C. El peso de las láminas fue tenido en cuenta en el

cálculo final de la acumulación de neutrófilos.

2.2.-ESTUDIOSEN ANIMAL ENTERO

El animal fueanestesiado mediante la administración intravenosa de Ketamina (10 mg/kg)-

xilazina (20 mg/Kg), siguiendo el protocolo de rutina del quirófano experimental de la Fundación

Jiménez Diaz.

Les animalesfuerontraqueostomizadosy seventilaronmecánicamente(Mmniatureanimal

ventilator Harvard,Edenbridge,Kent, England).Seguidamente,se les realizó toracotomiay se

expusola aurícula izquierdapordonde se infundió PBS de forma continuaa la velocidadde 0,1

mí/mm a 370C, duranteun periodo de cstabilización de 30 mm. Al final de este periodo, se

administré ET-1 QO27O ¡tg/min o PUS, por un periodo adicional de 30 min<’96>, Una vez

finalizado este segundoperiodo, los animales fueron sacrificadosmedianteuna dosisletal de

anestesiay el corazónfue lavado con 12 ml de solución salina (0.25 mí/mm) a 37W. Los

corazonesse congelaronen nitrógeno liquido para la posterior determinaciónde la actividad

nileloperoxidasa.La presiónarterial mediase registrédurantetodo el experimentomedianteun

catéteren la arteriafemoral, conectadoaun registradordepresión(Letica, Scientific Instruments,

Madrid).

2.2.1.-Medida de la actividadmicloperoxidasa.

Para la medida de la actividad niieloperoxidasa,una vez terminado el protocolo

experimental“in vivo”, se extrajoel corazónrápidamente,almacenándoloen N
2 liquido hastasu

procesamiento.El método utilizado se baséen una modificación del utilizado por Weyrich y

cols<’
9~.

Despuésde pesarcadaórgano,sehomogenizésiguiendotres pasos,el primero mecánico,

el segundoconsistenteen dos criofraeturasy el terceromediantesonicacióndurante20 seg. Se

utilizó como tampón durantetodo el procesode homogenización,una soluciónde 50 mM de
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fosfato potásico con 0,5% cíe bromuro de hexadeciltrimetilamonio(Sigma Chemical Co,, St,

Leuis, MO) a pH 6,0. Este último compuestose empleó para evitar la interferencia en la

determinaciónde mieloperoxidasaquepudieraocurrir por la acciónperoxidásicadel hemou otras

ferroprotefnas. De este modo, este procedimiento alcanzó una alta especificidad para

mieloperoxidasade origen leucocitario.

La suspensiónse centrifugó a 3.000 rpm durante20 mm. La actividad mieloperoxidasa

se midió en el sobrenadante,por colorimetría basadaen la degradaciónde KO2. La

mieloperoxidasafue medida espectrofotométricamentetomando 200 ¡tI de sobrenadantey

mezclándoloscon 2,8 ml cíe tampón fosfato potásico50 mM, que contenía0,167 mg/ml de

dicloruro de o-dianisidina(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) y 0,0005% de peróxido de

hidrógenoal 30% (Foret, Barcelona)a pH 6,0, El cambio de absorbanciaa 460 nm se midió

durante5 mm medianteun espectrofotómetro(13—2000, Hitachi).

Se definió una unidad cíe actividadde mieloperoxidasacomo la cantidad de enzimaque

degradaun gmolde peróxidopor minuto, a25
0C. Paracorrelacionarla actividadmieloperoxidasa

contenidaen el órgano con el númerode neutrófilosacumulados,se realizó una curva estándar

de actividad mieloperoxidasaconun ndmerode neutréfilosconocido.

2.2.2.-Adhesióndc neiitrófilos a segmentosarterialesde conejo

Los conejos fueron anestesiadoscon pentobarbital sódico (100 mg/Kg. peso,

intraperitoneal).Se realizótóraco-laparotomíamediaconidentificación de aortay arteriasrenales

parasu disección.Unavez extraídoslos vasosse sumergieronen tampónPBS, a 40Cy se retiró

el tejido conectivo perivascular.Despuésde limpios, se cortaron en segmentosde 1 cm de

longitud. Cadauno de los segmentosfue evertido con cuidado de no dañar la capaendotehial,

quedandoestaexpuestahacia el exterior. Les extremosse ligaronconunasuturade seda4-0 para

evitar el contacto de los neutrófilos con el interior del segmento(carano endotelial). Una vez

cerrados,se incubaronen Krebs-Henseleita 370Coxigenadocon 95% 02 y 5% CO
2, en placas

de24 pocillos,esperándose60 miii parasu estabilización,Transcurridoesetiempo, los segmentos

selavaron2 vecesconKrebs-Henseleity se incubaronen presenciade neutrófilos marcadoscon
51Cr durante30 miii, a 37W. Las incubacionesde los segmentosconneutrófilosse dividieronen

grupocontrol, grupo con ET-1 (107M) y grupo con el péptido quimiotáctico fMLP (10’7M). Al

finalizar el tiempo de coincubación,seeliminaron los neutrófilos no adheridosmediantelavados
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sucesivos con PSS-Ca2~. Los neutrófilos adheridos a los segmentos se cuantificaron en un

contador gamma.

Se llevaron a cabo experimentos adicionales de adhesión similares a los descritos

anteriormente, en presencia del anticuerpo monoclonal TS1/18. Comocontrol negativo, se utilizó

el anticuerpo no específico P3X63.

3.- ANALISIS ESTADíSTICO

Todoslos resultadosse expresancomo media j errorestándarde la media(X j EEM).

Cada resultado corresponde a un mínimo de 7 experimentos en cada caso, excepto que sc

especifiqueotro valor. Cuandose compararonexclusivamentedos mediasseutilizó el test de “t’

de Student, de forma emparejada o no emparejada, según cada caso. Cuando se trataba de

comparar varias distribuciones de valores, se utilizó un análisis de varianza de una entrada o un

análisis de varianzade dobleentrada,seguidode unapruebade comparaciónmúltiple de media

(Scheffé). En todos los casos, se consideró que existían diferencias estadisticamente significativas

si la p era menor de 0.05. Las pruebas estadísticas se efectuaron mediante los programas Stat

View (Brainpower mc, Calabasas, Ca) y Sigma (Horus, Madrid).
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- En la primera harte dc los experimentosde esta tesisse estudióel papel de la ET-1

como un posible activador de los neutrófilos, y la interacción entre ET-1 y NO, en la

regulación de la actividad de estascélulas.

1.- Activación dc los neutrófilos por ET-1

1.1.- Efecto de la ET-1 y el t’MLP sobre la concentración de calcio intracelular

([Ca2~]
1) en neutréfilos aislados.

La ET-1 indujo un aumento transitorio de [Ca
2~hen neutréfilos humanos aislados,Este

aumento siguió una respuestadosis-dependiente(Figura 8) (EC
50 ET-1: 6x10”

0M). El aumento

en [Ca2~]Éinducido por la ET-l 107M fue similar en neutrófilos de rata y humanos (Á[Ca2~]m=

119 j 15 vs 165 ±61 nM). Esteefectose inhibid por TMB-8, un inhibidor de la liberaciónde

calcio desde los depósitos intracelulares (% inhibición del aumentode Ca2~ inducido por ET-1

con TMB-8 10’5M: 84.4 ±3.4; n3, pC .01). El aumento de [Ca2~]
1inducido por ET-1 también

fue inhibido cuando los neutrófilos se aislaron e incubaron có un medio libre de Ca
2~ que contenía

EGTA2 mM. En presencia del agente quinilotáctico fMLP 1O7M se observé un pico de [Ca2~]
1

de característicassimilaresal inducido por ET-1, pero de mayor intensidad.El aumentoen la

[Ca
2~]

1inducido por el fMLP tuvo un comportamiento similar a la de ET-1 en presencia de 37MB-

8 y ECTA.

Figura 8.- Dosis-respuesta del
aumento de la (Ca’~j, inducido por
ET-l en neutr4filos humanos. El
aumento en la [Ca’tI, se calculó
como incremento con respecto al
basal para cada experlinetifo
individual, Los resultados estd,t
representados como media ±EEU.
* representa p <.05 respecto al
basal. (n—3)

tfl
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Figura 9., 7lempo-respuestadel aumento
& la fC’a’~Ji inducido por EI’-1 1~7M ~)
yjAILP ¡0’M ~%en neutrtlfllos humanos.
El momentoen el que se añad/eron los
agonisras se indica con una flecha (u =9).

Paraestudiar si~esteefectode la ET-1 sobrela [Ca2~]iestabamediadopor unaproteína

del tipo Gi, se preincubaron los neutrófilos con toxina permssis 1 gg/ml, un inhibidor funcional

d~ la proteína Gi, durante 3 horas, observándose una disminución delpico de [Ca2t]iinducido

por ET-t y IMLP.

Posteriormente,con el objetode estudiarquétipo dereceptorde ET-1 estabainvolucrado

emi este incremento de [Ca2~]iinducido por ET-1, se preincubaron los neutréfilos con 13Q-123

10 ¡xM o IRL-1038 1 gM, antagonistas de los receptores ETA y ET~ respectivamente,durante10

mm, y se estimularon con ET-1. Los resultados obtenidos parecen indicar que el tipo de receptor

de ET-1 que media predomninantementeeste efecto es el de tipo A ya que al incubar los

neutrófilos con 13Q-123, se bloqueabael incrementoen la [Ca2~]iinducido por ET-1 (ÁfCa2~]i:

47 + 5 nM)(n=9 p.CO.05).Sin embargo no podemos descartaría posible existencia del receptor

de tipo B de ET-1 ya que en algunosexperimentosal bloquearcon el BQ-123 hemosobtenido

aumentode Ca2~, al igual quecuandoestimulabamoscon ET-3 10’M o conel agonistaespecífico

del receptorET-13, IRL-1620 107M, lo que indicaríaqueesteefectoestámediadoporel receptor

2%; y al bloquear este receptor con el antagonista del ETC, [RL-1038,se bloqueé parcialmente

a
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c 200
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o
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el aumentoen la [Ca2’ii. Para poderaclararesteaspectoposiblemente,necesitarianiosutilizar

unosantagonistasde los receptoresdeET-1 más específicosparael caso de los neutrófilos.Por

otraparte,la especificidaddel antagonistadel receptorde tipo U ha sido cuestionada<m93>.

Con el fin de eliminar la posible interferenciacon la señalemitida por cl fura2 porparte

de la agregaciónde los neutrófilosinducidaporlos distintosagonistas,serealizaronexperimentos

adicionalesen neutrófilos adheridosa discos de cristal, con lo cual estosneutrófilos no pueden

agregarse,siendoel aumentode [Ca’~]iinducido por ET-1 idéntico al observadoen neutrófilos

en suspensión.

1.2.-Efecto dc la E’1’-1 sobrela liberación de O{por los neutrófilos.

Los neutrófilos generananión superóxidocuandoson expuestosa estímulosapropiados

o procesospatológicos.Estaliberaciónacompañaal denominado“respiratoryburst” (<estallido

respiratorio”),característicod¿ la activación masivadcl neutrófilo.

Corno seobservaen la Figura 10, el activadordé la proteínaquinaspC, PMA 1O~M y

el fMLP 104M indu%ronun aumentosignificativo de la liberaciónde 0~ en neutrófiloshumanos

en suspensión.Esteefecto no se observócuandolos neutrófilos se activaroncon ET-1 1O71v1.

Figura 10.-Liberación de
Oj~ por neutrófilos humanos
en suspensión activados con
fldL?’, ¡‘MA o ET-1. Los
resultados estdn
representados como media
±EEM (n=5). e ¡‘<0.05 ___________

respecto a los neutrófilos
activados con ST-). ____________________________________________________________
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1.3.- Efecto de la ET-I. sobre la liberación de lI-Glucuromiidasa por los neutréfilos.

La liberaciónde enzimaslisosomalesporel neutrófilo juegaun papelfundamentaltanto

en la digestiómi de los microorganismosfagocitadoscomo en el dañotisular que se produceen la

inflamacióny en procesosde isquemia-reperfusión.Medimos la liberación de ¡1-glucuronidasa

comomarcadorde la activación de los gránulosde los neutrófilosen respuestaa ET-1.

Como seobservaen la Figura 11, en presenciade Citocalasina8 (5 ¡¿g/ml preincubada

5 mm), la incubaciómi de los neutrófilos con ET-1 107M durante30 mm indujo la liberaciónde

¡3-glucuronidasa.Un efecto similar al encontradocon la ET-1 seobservóal activarlos neutrófilos

con fMLP 10~7M durante30 mm.

La liberaciónde B-glucuronidasarequiereCitocalasina13 como preactivadorya queen su

ausenciano hay diferenciasentrelos neutrófilosen reposo(% Liberación respectoal total: 23%)

y los estimuladossolo con ET-1 (% Liberaciónrespectoal total: 25%).

40 -
<y

<uo y

30-- 1*
si

* Figura 11.- Liberaci¿5n
de f3-Glucuronidasa eno

~20 -. neutró/llos estimulados
con £7’.) ¡041 y jlvfL?
1 07M. Los neutrófilos

o, (5x1 06/ml) se
e preincuboron 5 mm con‘cíO’

15 Citocalasina RS ~g/mly
si

se estimularon durante
-J 30 miii con JMLP o ST-

1. Los resultados seo.
expresan como la media±SRM(n=9,X*p<O.05

Al incubar los neutrófiloscon BQ-123 e IRL-1038, paraestudiarel receptorde ET que

mediabaesteefecto,obtuvimos la misma variabilidadque en el casodel aumentode [Ca2ii.

Basal ET-l fMLP
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1.4.- Efectode la ET-1 sobrela polimerizaciónde los filamnentosde F-actinaen los

nctmtréfilos.

Los cambiosque seproducenen la movilidad de los neutrófilos durantela quimiotaxis

estánasociadosa polimerizaciónde los filamentosde actina, que seproduceporun aumentoen

el contenidode F-actinay unadisminuciónde la 0-actina,Comosemuestraen la Figura 12, El’-

1 indujo un aumentoen la intensidadde fluorescenciarelativa de la NBD-falacidina, que fue

máximaa los 45 segundos.El efectode ET-l fue similar al producidopor el agentequimiotáctico

IM LP.

Un dato adicionalsugierequela activaciónde la polimerizaciónde F-actinainducido por

ET-1 en los netmtrófilos estámi~ediadapredominanternenteporel receptorETA, ya queal bloquear

este receptor con el antagonistaespecificoBQ-123 10 t¿M, el efecto se inhibid CA % NEO-

falacidinaunida respectoal control: BQ+ET-1: 7.1 ±1,9 %). Esta inhibición no ocurrióen el

casoen que sebloqueóel receptorde tipo 13 con el antagonistaIRL-1038 1 gM (IRL-1038+ET-

1: 27.4±1.6%).Sin embargo,cuando se incubaron los neutrófilos con el IRL-1038 solo se

observóun cierto efecto agonista(A%NBD-falacidina unidarespectoal control; 29 ±3%>, por

lo que, en forma similar a lo comentadoen los experimentosde [Ca2~]~y ~-gIucuronidasa,no

podernosdescartarla existenciadel receptorde tipo El’
11 en el neutrófilo.

Figura 12.- C’ontenido en F-actina en
neutrófilos estimulados con ST-) y
JUL?. Los resultados representan el
% de Intensidad de fluorescencia
relativa de la NRD-Falacidina respecto
a los neutrófilos en condiciones
basales. Los resultados se expresan
como inedia ± EEM. * pCO.OS
respecw al control Ú¡ 9~.
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2.- Papel del sistema NO/GMPc en la activación del neutrófilos por ET-1.

2.1.-Efecto de los distintos mecanismosque generanNO/GMPc sobreel aumemfto de

calcio inducido por E’F—1 y otros mediadores.

En función de datosanterioresde nuestroy otros laboratoriosse consideróla posibilidad

que el NO, por si mismo o a través de la formación de GMPc, pudiera influir en las

característicasdel aumentode calcio citosólico inducido por ET-1 en los neutrófilos.

Se realizaronexperimentosincubandolos neutrófilos en medio con L-arginina 104M,

como precursorde la síntesisde NO.

Como se muestraen la Figura 13, el aumentode [Ca2~Linducido por ET-1 10’7M fue

inhibido cuandolas célulassepreincubaronen presenciade L-arginina104M. Estainhibición fue

específicaenantioméricamente,ya queno seobservócuandolos neutrófilossepreincubaroncon

D-Arg 10’4M. La preincubaciónconL-arginina 104M inhibió tambiénel aumentoen la [Ca2~]
1

inducido por fMLP i0
1M (Figura 14), indicandoqueno setratabade un efecto especificosobre

el mecanismomediadopor ET-1.

Con el fin de analizar la especificidadde los efectos de la L-arginina, se realizaron

experimentosadicionalesen presenciade dos antagonistascompetitivosde estaen la formación

de NO, NwNLA SxlO’M o L-NMMA 5x104M. Cuandolos neutrófilosse incubaroncon los

antagonistascíe L-arginina,el aumentotransitorioen la [Ca2~]
1inducidopor ET-1 o fMLP no se

vió afectado(Figuras 13 y 14). El efecto inhibitorio de la L-arginina10
4M sobreel aumentoen

[Ca2~]
1inducido por ET-1 o fMLP fue revertidopor L-NMMA Sxl&

4M pero no por NwNLA

5xl0~4M. La [Ca2~]
1basal (100 ±10.3 nM) no se vid afectadapor la preincubacióncon U-

argininao L-NMMA. En estosexperimentosfuenecesariaunapreincubaciénde al menos45 mm

para que se pudieranobservarlos efectosde la L-argininao del L-NMMA.

El efecto inhibidor de la L-argininaen el aumentode la [Ca
2~]~inducido por ET-1 se

revirtió mediante la coincubaciónde los neutrófilos con un inhibidor de la guanilatociclasa

soluble, azul de metileno (MB) 10 ~M (128 ±13 nM), lo que sugiereque el efecto de la L-

argininaes dependientedel sistemaNO/GMPc.

Con el fin de confirmarmásdirectamenteel papeldel GMPc comoreguladordel aumento

de [Ca2~]
1Inducido por ET-1 o fMLP, sepreincubaronlos neutrófilos(10 mm) con8-Br-GMPc

100gM, el cual inhibió significativamenteel incrementoen la [Ca
2~]

1~A[Ca
2~]

1:33 ±7 nM con

8-Br-GMPc vs 160 ±13 conET-1). Tambiénseobservóunadisminuciónde la [Ca
2~Lbasal(87
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j 8 nM) en presenciade 8-Br-GMPc.
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FIgura 13.- Efecto de la L-
arginina, D-arglnlna, L-NMMA
y MvNLA en el aumento de ¡a
(Or’~J, fr4uckJA por £24.SiL-
M¶fMA SxIO1M pero no el
MvNLA Lx) 0~¡4 r&rfleron el
efecto de la L-arginina. Los
resultados se expresan corno
Incremento en ¡a fCa”j, con
respectoal basaL Cada punto
representa ¡a media ±SRM de
5 experimentos. p <0.05 COtí
respectoal basal.*p<O.05con
respecto a ST-).

Figura 14.- Efecto de la U
argi¡:ino, D-arginina, L-NMMA
y NívIVIA en el aumento de la
[Ca’tl, inducido porJMLP. El
L-NMMA Lxi09.1 pero no el
MiNLA Lxi (MM revirtieron el
efecto de la L-arginina. Los
resultados se apresan como
incremento en la fCa2tJ, con
respecto al Basal, Cada punto
representa ¡a media ±EEM de
5 experimen tos. p <0.05 con
respecto al basat*p<0.0S con
respecto aflíL?.

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

incluso a concentracionesbajasde L-arg¡nina (inhibición con L-arginina 10 nM: 40.1 + 7.4%,

n=4, pCO.05).

Finalmente,para asegurarque el efecto de la L-arginina estabamediadopor NO, se
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estudióel papel del anión superoxido,ya que éste acelerael catabolismodel NO. Paraello se

realizaronexperimentosen los que se utilizaron concentracionesbajasde L-arginina, viendo si

existíapotei~ciaciónde la inhibición en presenciadel scavengerde aniónsuperóxido,superoxido

dismutasa(SOD 30 U/mí). En presenciade500, la inhibición inducidapor concentracionesbajas

de L-argininase potenció(68.4 ±9%, n=4; pC 0.05 respectoa la inhibición obtenidaconL-

arginina 10 nM).

Con objeto de impedir la degradacióndel GMPc, algunode los experimentosde medida

de [Ca2~]¡fueronrealizadosen tampónPSSqueconteníael inhibidor de la fosfodiesterasaIBMX

(2 mM). No seobservaroncambiosen el incrementode la [Ca2~]
1inducidopor ET-1 y fMLP en

comparacióncon los resultadosobtenidosen ausenciade IBMX (128 + 12 nM). Se observóuna

pequeñadisminución en el valor basal de LCa
2~t cuandose incubaronlos neutrófilos con L-

argininae IBMX (Basal: 90,2 1 2,7 nM).

- En la siguienteseriede experimentosseexamninaronlos níecanismnosde interacción

entreET-1y L-arginina/NO/GMPcen neutrófiloshumanos.Estasinteraccionesseanalizaromi

a tres niveles diferentes:a) el efecto de ET-1 en el metabolismode la L-arginina a L-

Citrulina. b) la influenciade la ET-1 en la producciónde OMPe, e) Los zuecanismuosde la

captación de L-arginina en el neutrófilo y el erecto de la ET-1 en estacaptación, incluyendo

la retroregímíación dc la captación de L-argimdna en neutrófilos estimuladosy no estimulados,

muediante mnecamíismosdependientesde NO/GMPc.

2.2.- Metabolismo de la ~1l]-L-arginina.

Analizarnos la acumulaciónde [3H]-L-citrulinaa partir de [3H]-L-argininaen presenciao

ausenciade ET-1 1O’7M o fMLP 10’7M. La generaciónde [3HJ-L-citrulinadesde fH]-L-

arginina,enneutrófilos no estimulados,aumentóen unapequeñaproporcióndesde2 a 30 mm de

incubación(Tabla7). La acumulaciónde [3HFL-citrulinaseincrementésignificativamente30 mm

despuésde la adición de ET-1 o fMLP, con unadisminuciónsimultáneade los nivelesde [3H]-L-

arginina(Tabla7). Este efecto serevirtió cuandolos neutrófilos se preincubaronconL-NMMA

SxlO4M (90.5±6%inhibición), indicamidoquela conversiónde [311]-L-argininaa [‘H]-L-citrulína

ocurrió vía NO.

Posteriormente,se consideróla hipótesisde que el factor tiempo y el contenidototal de
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L-argininaen el neutrófilo tuvieraun papelrelevanteen el metabolismode esteaminoácidoa NO

y L-citrulina. Con este fin, se realizaron experimentosque, como se observaen la tabla 7,

revelaronquecuandolos neutrófiloseran incubadosen PSScon ~3H]-L-argininay L-argininafria

100 gM por un periodo corto (2 mm) y activadoscon ET-1 o fMLP (2 mm), no se detectaba

ningúmi incrementoen los niveles de [3H]-L-citrulina.Por el contrario, cuando los neutrófilos

fueronpreincubadosdurante30 mm y la ET-l o el fMLP seañadierondurante2 mm, los niveles

de [311]-L-citrulinase incrememitaronsigmiificativamente(desde46 ±9 hasta239 + 18 nmol/5.106

células). Por lo tanto, existendiferenciassignificativasen la producciónde L-citrulina inducida

por ET-1 en los neutrófilos,dependientesno tanto de la duracióndel efectode la ET-1 comode

el tiempo de pre-incubaciónde la L-arginina.

Tnl)la 7. contenido cte /311j—L—arginina y /3HJ—L—citrulina en neutrófilos humanos estimulados o no con
JET-) )07M o/AlLÍ’ io’~i,i,

‘1’r,itii,ii ¡cnt o Ilení p<~ [~Jm].Trarglnma

(.míomls.10’ccls)

1,—oitruUna

(nmamls,lO5ccIs)

I3nsmiI 2 miii

aon~uí

45 ±2

229±9

4 ±2

46±9

ET-1 2uni¿,

30 miii

45±2

129 ±32

4±2

190 ±32’

mT~iLm>

30 mlii

48±3

149 ±¡Y

4±3

172 ±48’

Los neutpdJiios<‘5x104 c¿lulasIpn~ se incubaron con en PSS-ca24contepilendoL-arginina (100 ~A1,>y 1 ~ci/n:l
/3ft/-L-argi,¡ina e,: presenciao ausenciacte JET-) yJZí4LP. El contenidoen fui -L-argitsMoy tHJ-L-citsulina de
los neutr¿5fllos ILvados se cuantWcó mediante cromatogrq/Ta de intercambio iónico. Esta tabla representa los
datos obtenidosmediante cronsatograflade intercambio ióp,ico. Los resultados se representancomo inedia 1
EJEM. * p <0.05 cots respectoal basal correspondiente <‘¡¡=6.).

2.3.-Efecto de la ET-1 sobre la formación de GMPc en neutrót’ilos aislados

Como se muestraen la Tabla 8, la ET-1 no indujo cambiosen los niveles basalesde

OMPe sobre los neutrófilos que previamenteno hablan sido incubadoscon L-arginina. En

presenciade L-arginina 10~4M, la ET-1 107M indujo un aumentosignificativo en la producción
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de GMPcen neutrófilos aislados.Un efectosimilar seobservócuandolos neutrófilosseactivaron

con fMLP 107M (GMPc basal: 112±2fmol/5.106células;GMPcen presenciade L-arginina 10’

4M±fMLP 10’7M: 223±7fmol/5.106 células. p< 0.01). La L-arginina, per se, aumentó

significativamentelos nivelesbasalesde GMPc. El incrementoen el GMPcinducidopor la ET-1

en neutrófilos preincubadoscon L-arginina fue inhibido por: la coincubaciónconel antagonista

de la L-arginina, L-NMMA 5x10~4M, y por el inhibidor de la guanilatociclasasoluble, azul de

metileno 10 ~xg(Tabla8), lo que sugiereun papel critico de la secuenciaNO/CuanilatoCiclasa

soluble, El incrementoen los nivelesde GMPc inducido por nitroprusiatosódico (NPS lOgM)

no se modificó cuandose incubójunto conET-1 o L-argininapor lo quesedescartaunaacción

directasobrela actividad de la guanilato ciclasa.

Tabla 8.- Niveles de cAlPe (OnoliS. 109 en neutrófilos humaisos activados cops £2’-) 1(PM. Los neutró/Ylos
jkeron preincubados en presencia o ausepícia de L-arginina 1 09w, LP/AlMA 5x1 (MM durante 45 fsm, y MB 10

o NPS 10 ~tMdurcuste 10 pnin, antes de apladir la JET-). Todos las pnedidas se realizapopí en preseiscia de
IBMX 2 ppíM. Los resultados se presepsta¡s corno medias ±EEM, ~p< 0,05 con respecto al basal; ~p < 0.05 cop:
¡aspecto a L-arginina ~s= 7~.

Ya que la actividadde la NOS constitutivaes dependientede Ca2+~calmodulina,y segón

los experimentosprevios, la ausenciade calcio extracelularinhibió el incrementode la [Ca2+]í

inducidopor ET-1, serealizaronexperimentosen medio sin Ca2~conteniendoEOTA 2 mM, para

estudiarel posiblepapel del Ca2~ en la producciónde OMPe. La ausenciade Ca2” extracelular

no afecté los nivelesbasalesde GMPc en los neutrófilos(126 ±16 vs 120,3 ±18 fmol/5,106

células en presenciao ausenciade Ca2” respectivamente;n3 cadagrupo, pNS). Sin embargo,

seobservóunadisminuciónsignificativaen los nivelesde GMPc, en ausenciade Ca2~extracelular

en los neutrófilos incubadoscon L-argininay estimuladosconET-1 (OMPe: 253 ±19 ó 188 ±

16 fmol/5. l0~ célulasen presenciao ausenciade Ca2” extracelularrespectivamente,n4 cada
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grimpo, p’ZO.OS).

2.4.- Efecto de la ET-l sobre la captacióm de L-argininaen neutréfilosaisladosy

células emidoteliales.

Como se observaen la Figura15, el flujo de [311]-L-argininaen el neutrófilo siguió una

cinética tiempo-dependiente,siendolineal hastaaproximadamenteel minuto 30 y alcanzándose

la máxima incorporaciónaproximadamenteentrelos 30-40 mm.

La célula endotelial tiene una alta capacidadde producir NO, por lo que estudiamos

tambiénen la célula endotelial la cinéticade captaciónde la L-argininapara compararcon la

cimiética encontradaen los neutrófilos. En las células endoteliales,el flujo de [3H]-L-arginina

siguió tambiénunacinéticatiempo-dependientealcanzándosela máximaincorporacióna los 45-60

mm (datosno mostrados),

0,25

c
‘a; 0,
o
a
o,

o
E Figura 15.- Tiempo.
3

respuesta en la captación de
1: 0,

L-arginina por neutrófilos
banianos. Los neutrófilos se

O incubaropí en PSS-Ca2~con
‘u
ti 0,05 L-arginina 100 gAl a
(uo d¿ferentes tienspos. Los

resultados estdn
representados conto inedia
±EEM. * p <.05 respecto

al tiempo O <‘¡¡=10,],

La captaciónde la L-arginlna, en los neutrófilossiguióuna cinéticade Michaelis-Menten,

en la cual el flujo de L-argininaestádefinido por un flujo máximo (Vmax) y por una constante

de disociaciónaparente(Km). El flujo de captacióndel aminoácido(\O se obtienemediantela

O lO 20 30 40 50 60 70

Tiempo (mm)
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ecuación

y Vmax (C,/(C, + Km))

dondeC, es la concentraciónde L-argininaen el medio extracelular.

En los neutrófilos se identificarondos componentes,uno Na~-dependientey otro Na+

independiente,ya que en ausenciade Na~ en el medio de incubaciónla captaciónde L-arginina

sevió parcialmenteinhibida. Por el contrario, en otras célulascapacestambiénde generarNO,

como es la célula endotelial, la no presenciade Na+ en el medio de incubaciónno afectó el

transportede L-arginina, por lo que debededucirsequedisponensolamentede un transportador

Na~-imidependiente.
jiComo se muestraen la Figura 16A , la captaciónde L-argininapor los neutrófilostuvo

una Vmax de 0,11 t 0.02pmol/min/mgde proteínay unaKm de 1454 ±160 pM. Enun medio

libre de Na~, la Vmax tendió adisminuir(Vmax: 0,059 + 0,01~¿M/min/mgdeproteína,p<O.05

con respectoal medio con Na’j, y no se encontraroncambiosen la Km (1635 ±200gM, no

significativo respecto al medio con Na”)(Figura 16B).

Está ampliamentedemostradoque el ciclo del glutation puedemodificar el transportede

algunos aminoácidosen las células<’9% Por ello, en estudiosadicionalesseexaminó la posible

implicación del glutation como transportador de L-arginina en los neutrófilos mediante el ciclo

de ‘y-glutamil. Para ello se preincubaronlos neutrófilos (15 miii y 4 h) en presenciade

butionimisulfoximina (ESO 0,1 mM), inhibidor irreversible de la enzima y—glutamilcisteina 2
sintetasa, responsable de la síntesis de glutation. El ESOno modificó la captación de L-arginina 1<

½

en los neutrófilos (Vmax, Basal: 0,13 ±0,03, ESO15 mm: 0.12 ±0.09, ESO4h: 0.14 + 0,05

pmol/rng cíe protelna)(n=5), pudiéndose por lo tanto deducirse su independencia de mecanismos ~1
que involucren al glutation.

Bajo las condiciones anteriormente memiclonadas, la presencia de ET-1 107M o de fMLP

10’1M no mi~odificó la cinética de captación Na”-dependiente o Na”independiente de la L-arg¡nina

en los neutrófilos. Estos resultadossugierenque el incrementoen la producción de UMPe

inducido por BT-1 en los neutrófilosno es debidoa un aumentoen la captaciónde L-arginina.
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Figura 16.- Transporte de L-arginina concentracióps—dependie~ite en pseutróflloshumatsos. Neutr4/ilos (5.IdInul)
se it> cubaron 30 pp¡ ip>, 37W en PSS-Ca2~ con d(fepepstes con centracioPses de L-argitsina <‘10-1000 gM’,)y 1 pCi/ini
L-tH]a,gipuina (A). Se realizaron experimeistos adicionales reensp lazando NaCí por cloruro de col/psa a
concentraciones equinmolares en el íapnpón PSS,Ca¡+ (B» Los insets sois upsa representación doble-recíproca del
transporte de L-arginina con Pla’ (A) y sin No’ (fi,]. p’C 0.01 dfferencia epstre las curvas (¡¡=9).

Paraestudiarsi existíaun mecanismoretroreguladordependientede productofinal en la

captaciónde L-arginina, se preincubaronlos neutrófilos en presenciadel antagonistade L-

arginina,L-NMMA (SxlO’4M, 45min) u 8-Br-GMPc (100yM, 10 mm),

Cuandose realizaronexperimentosconL-NMMA en el medio de incubaciónse lavaron

los neutrófiloscon PSS,al finalizar la incubaciónde45 mm, paraevitarel efectocompetitivopor

el transportadorde membranaentreel L-NMMA y la L-argininaextracelulares,asegurandoasí

queel efectodel L-NMMA seadebido a su acciónsobrela NOS.
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La cinética de captaciónde L-arginina por los neutrófilosno semodificó en presenciade

L-NMMA (Tabla9). Sin embargo,cuandolos experimentosse hicieron en presenciade ET-1,

la Km disminuyósignificativamente,indicandoque cuandose inhibe la formaciónde NO por el

neutrófilo, la ET-1 aumentala afinidad de la L-argininapor su transportador.

Tabla 9.- Valores de Km y Vma.x en la cinética de captaciótí de L-argipsina en los )IeutróJUos,

Km (pM) Vmax
(~tmolIrnInI,iig proteúia)

Bmisal
ET-1
IrNMMA
L-NMMA+ET-1

m564 ±¡60
1532 ±128
1560±¡65
¡58 ±25”

omí ±0.02
0.14 ±o.om
0.12 ±0.02
0.19 ±0.04

Los neutrófilos se prei~scubaron en presepscia deS. 1W’ A>4L-NMMA, 45 pdn, y 8-fir-GMPc 100 ¡¿U, 10 puis> antes
de consenzar la captación de /311/-L-argin¡na. Los resultados se presentan copilo tnediasjJE. Edil; p <0,05
respecto a L-NMMA sola, & p<O,0S respecto a el basal (n~6J.

Conel fin de analizarsi el transportadorde L-argimíina podíaregularseporel GMPcque,

como ya hemosexplicado anteriormente,es el mensajerocelular de la mayoríade las acciones

del NO, se realizaron experimentos adicionales de captación de L-arginina en neutrófilos

inctmbados con el analogo estructural del GMPc, 8-Er-OMPe, Cuando los neutrófilos se incubaron

en presenciade 8-Br-GMPc no seprodujeroncambiosen la Vmax ni en la Km (Km: 1520±193

t¿M; Vmax: 0.12±0,03~mol/min/mgproteína).

3.- Efecto de la E1’-1 sobre la adhesión de neutrófilos al endototelio vascular.

La interacción de los neutrófilos circulantes con el endotelio es un fenómenocritico

cmi varios procesospatológicos comno isquemia ¡nioctirdica y renal, y procesosinflamatorios

cmi los cuales tamnbien se han observado niveles elevadosde ET-1 en plasma o en los que

pueden ocurrir elevaciones locales de la concentración de ET-1. Según los resultados

descritos, que muestran que la ET-1 estimula varios mecanismos de activación en los

neutról’ilos; en la segundaparte de esta tesis analizamos los efectos de la ET-1 sobre la

adhesión de los neutréfilos a las células endotelialesen cultivo y sobre la acumulación de

neutrófilos cmi el corazón.
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3.1.- Efecto de la E1’-1 sobre la adhesiómi de neimtrófilos a células emidoteliales cmi

cimítivo.

Como se observaen las Figuras 17 y 18, la ET-1 101M estiniuló la adhesión de

neutrófiloshumanosmarcadoscon smCr a células endotelialesbovinasen cultivo, Estaactivación

en la adhesiónde los micutrófilos inducidapor ET-1 fue equivalentea la inducidapor el factor

quimiotáctico, fMLP 107M y menor que la inducidapor el ésterde forbol, PMA 106M, que

tmtilizamos como control positivo (Figura 18). Un aumentode la adhesiónde los neutrófilos

tambiénse observóutilizando 108M y 109M de ET-1 (A de la adhesiónde smCr~neutrófilos:

9.06x104±8.1x103y 7.13x104±5.7x103neutrófilos/pocillo).ET-1 lomoMo dosismenoresno

indujeron un aumento consistenteen la adhesión de neutrófilos (5.23x10’ j 4.6x104

neutrófilos/pocillopNS).

Con el fin de analizar si el efecto de la ET-1 en el fenómeode adhesiónerasobre los

propios neutrófilos o sobre las células endoteliales,se realizaronexperimentosde adhesiónde

neutrófilos a superficies sintéticas. La ET-1 activó la adhesiónde los neutrófilos sobre las
‘1

simperficies sintéticas,confirmandoel efecto directo de la ET-1 sobreel neutrófilo (A en la

adhesiónde smCr~neutrófilos1 .94x105±1 .2x104neutrófilos/pocillo,n= 6 p <.01).No seobservó

umi incrementosignificativo de la adhesióncuandofueronlas célulasendotelialessolaslas que se

incubaroncon ET-1 107M, 10 minutos CAen la adhesiónde neutrófilos: 27000neutrófilos/po-

cilio, n=9, pNS). No se realizaronexperimentospreincubandoa los neutrófilosconET-1 107M

ya que la ET-1 indujo agregaciónde los neutrófilos(WO>,lo quedificultaba la interpretaciónde los 4>

resultados.

Tambiénse observóun efectosignificativo en la adhesióndeneutrófiloshumanosa células ‘/4)
4-4endotelialesde cordón umbilical humano(A en la adhesiónde neutrófilos: 1,2x105 ±1x104

mieutrófilos/pocillo, n=5 p <0.01), descartandoasí un posible efecto inespecíficodebido a la

heterogeneidadde las especies.Para demostrarmás la especificidaddel efectode la ET-1, en

experimentosposterioresrealizadosin vivo, se observóque la ET-1 indujo la acumulaciónde

neutrófilos de conejoen corazónaisladode conejo. Asimismo,no se observaroncambiosen la

adhesiónde neutrófilosinducidaporotrosagentesvasoconstrictorescomola AngiotensinaII (Ang
ti

II, 107M)(Aen la adhesiónde neutrófilos: 1.83x101±3.2x103neutrófilos por pocillo, p NS) o

la argininavasopresina(AVP 10~M)(6.77x103~ 1.8x103 neutrófilospor pocillo> p NS) lo que
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indica quecl efecto adhesivoes especificopara la ET-l.

Figura 17.- Adhesió,s de nesarófilos
a células e,sdotelia les. Neutr4filos
activados con JET-) 1O’M, JMLP
i&M o ¡‘MA )04k1, Los resultados
están representados conso inedia ±
EJEM (n=8). • pCO.OS con
respecto al basal. La adhesión
basal fue: 297± sao’
neutrófilos/pocillo después de 30
¡¡¡¡pi de incubación.

3.2.- Caracterizaciómde la adhesiónindtmcida por ItT-1 desdeel puntode vistade las

l)roteímlas cíe adhesión.

La posibleimplicacióndel complejoCDI l/CDLS en la estimulaciónde los neutrófiloscon

ET-1 se cstudió mediante la preincubaciónde estos con un anticuerpomonoclonalespecífico

(TSL/18), contrala subunidadcomún 13. Como se muestraen-la Figura 19, la adhesiónmediada

por ET-1 se bloqucó en presenciadel anticuerpocontra la cadena13 del complejode integrinas.

El anticuerpoTS1/18tambiénredujo la adhesiónbasalde neutrófilosal endotelio,probablemente

debido a la presenciade un cierto grado de activación no específicaque ocurrió duranteel

procedimientode aislamiento.La preincubaciónde los neutrótiloscon una inmunoglobulinano

específica, P3X63, no tuvo efecto en la adhesiónde los neutrófilos inducida por ET-1 (%

inhibición: 2 j 1,4, pNS). Una vez que se identificó en los experimentosanterioresque el

complejo CDl 1/CD1Seraun mediadorimportanteen la adhesiónde neutrófilosmediadapor ET-

1, examinamosque posiblessubunidadesa. podíanestarinvolucradasen esteproceso.Como se

muestraen la Figura , se observóuna inhibición significativade la adhesiónde los neutrófilps a

la célula endotelial con anticuerposmonoclonalesanti-CDLIá, anti-CDILb y anti-CD11c. La

inhibición inducidapor anti-CDIIa, ariti-CDI1b y anti-CDllc fue parcial.
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La inhibiciónporTS1/18 ftme casi completa(80-90%),sugiriendoquetodosCUhla/COiS,

CD1Lb/CD18yCDllc/CD18 tienen una función en la adhesiónde los neutrófilos mediadapor

ET-I. Este aspecto se confirmó por la observación de que una mezcla de anticuerpos

monoclonalescontra LFA-1, Mac-1 y plSO,95 tuvieron un efecto inhibitorio aditivo sobre la

adhesión(Figura 19).
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Figura 19.- Caracíepizacióps de la adisesiáis inducida por ET-1 asediante azstJcuerpos nsopsoclonales copstra las
glicoproteinasde adhesión, ap¡ti-c’DIIaIG’DIB(TPI/32y TSI/11»azsti-G’Dhlb/C’D18<’Bear-1), and&Dllc/cDl8
(IICIIJ), y ami- C’DJB (151/18,]. Los resultados están representados como media ±EEM <‘n8,]. •p<.0S con
respecto al basal.

El análisisde la citometriade flujo demostróque la ET-1 (n4) inerementóla expresión

de la subunidad13 de Jasintegrinas,CD1B, en un gradosimilar que el inducidopor fMLP (Figura

20 A). Se observóun aumentoen la expresiónde CD11b en presenciade ET-1 (Figura 20 E),

mientrasque no hubo un efecto significativo de la ET-1 sobrela expresiónen la superficiedel

neutrófilo de CD1Ia y CDIlc (datosno mostrados),

En neutrófilosestimuladoscon el ésterde forbol, PMA, aumentótanto la expresiónde

Mac-1 como de LFA-1 (datosno mostrados).

*
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A

LI 1

A

A A
Figum’a 20.- A, Expresión del apst(geno C’fl18 ci> la superficie de neutrófilos controles (1)> activados cops ET-1
jo’ M (2), o con JUL? <‘3). La Figura representa tus trazado real de ups experimento típico. fi, Expresión del
apst(geno C’Dllb/c’DlSezs la superficie de ,seutrófilos controles (1), estimulados cops ET-1 10’ M<’2> oJMLP 10’
M. La Figura representa un trazado real de un experimento típico.

3.3.- Efecto <le la ET-1 sobre la adhesión de neutréfilos a corazón aislado.

La infusiónconstantede ET-1 (0.027gg/min) aumentóla acumulaciónde neutrófilosde

conejoen el corazónaisladoy perfundidode conejo (acumulaciónde neutrófilos no estimulados:

1.5x106 ±L6x105neutrófilos;neutrófilosestimuladosconET-1: 4.2x10d±3.8x105neutrófilos;

n=5, p<.01) (Figura21). No seobservaroncambiosen la presiónde perfusióncoronariacuando

se administró esta dosis de ET4 (presiónde perfusión: 100 ±21 y 104 + 26 mm HG en

ausenciay presenciade ET-1, respectivamente,p NS).

Paradescartarun posibleefecto inespecificode atrapamientode los neutrófilos inducido

por el efecto vasoconstrictorde la ET-1, se realizarondos experimentos:1) Se incubaronlos

neutrófilos con un amnicuerpomonoclonal,‘PSI/lS, contrael antígenoCDIS común de las ~2

integrinasexpresadasen la superficiedel neutrófilo implicadosen los procesosde adhesión,10

minutosantesy durantela infusion de ET-1 en la circulación.TS1/18 inhibió la acumulaciónde

neutrófilos inducida por ET-1 (65 ±15% de inhibición, pcZ,Ol), lo que sugiereun papel del

complejo CD1I/CD18 en este efecto. No se encontró inhibición cuando los neutrófilos se
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Figura 23.- Actividad de
rnieloperoxidasa (Ue/gr tqido,) en
corazones de conejo aislados y
sometidos a una it fusión intracardiaca
de ET-1 (0,027 ~¿g/,ninJó vehículo.

*p<O.00I en relación al control Ú~=9Y

3.5.- Adhesidm de neutrcSfilos a segmentosarteriales.

El objetivo de esteUltimo grupo de experimentos fue examinar el papel de la ET-1 como

estimulante de la adhesión de neutrófilos 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 estimuló la adhesión de 5mCr-neutrófllos a la aorta, arterias renales y

femnorales aisladas de conejo, La adhesión inducida por ET-1 fue equivalente a la mediada por el

péptido quimiotéctico, tMLP 1&7M.

La implicación del complejo CDI l/CDIB en la adhesión de neutrófilos estimulada con ET-

1 seexamimió utilizando, al Igual queen los experimentosde órganosperfundidos,el anticuerpo

monoclonalcontrael antígenoODiS, ‘¡51/18. Al bloquearla cadena13 del complejoCD11/CD1S

se inhibió completamente la estimulación de la adhesión de los neutrófilos mediada por la ET-t.

El mismo resultado se obtuvo con el fMLP. La presencia del anticuerpo no específico, P3X63,

no modificó la adhesióninducidapor la ET-1 o fMLP.
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Figura 24: Adhesión de “cr-
neutró,/ilos a segmentos arteriales
aislados, en presencia o ausencia
de ET-1, JUL?, ET-1 +iSJilS,

JMLP-t-TS1/18, ET-1 +PSXÓS,
fA’ILP+?3X63.*p <0,001 respecto
a ET-1; * p<O,0O1 respecto a
jMLP.
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D iscusió,s

Esta tesiscomitieneunaseriede hallazgosoriginalesde importanciapotencialen procesos

fisiopatológicos en los qime existe una interacción entre el endotelio vascular y los neutrófilos. En

una primera serie de experimentos analizamos si un péptido vasoactivo, la ET-1, era capaz de

activar a los neutrófilos y la regulación de esta actividad inducida por ET-1 mediante el sistema

NO/GMPc.

Existen diversas pruebas qtme muestran la existencia de una interacción entre ET-1 y NO

a varios niveles. Así, distintos activadores de la guanilato ciclasa (soluble-y particulada) como son

NO y ANF (Factor natriurético atrial) causanuna relajación potente durantela contracción

inducida por ET-1 en vasos aislados, lo que sugiere un antagonismo funcional entre el NOy la

ET-1. Por otro lado se ha demostrado que el NOpuede ser un inhibidor de la estimulación de la

liberación de ET-I, ya que tina elevada producción endotelial de NOactúa como un mecanismo

reguladornegativode la producciónde ET-1. Un tercernivel de interacciónseríaaquel mediante

el cual al activarsereceptoresde ET-1 en las célulasendoteliales,se producela liberación de

prostaciclina,EDRE/NO y EDI-IF (Factorhiperpolarizantederivadodel endotelio).Esteúltimo

mecanismo actuada como un sistema de control en situaciones en las que se encuentran niveles

elevadosde ET-i, en las quela liberaciónde NO disminuirlano solola producciónde ET-1 sino

también su actividad vasoconstrictora. Como ya hemos indicado en la introducción de esta tesis,

la ET-1 no sólo influye en el tono vascularsino quetambiénse hanencontradoniveleselevados

de ET-1 en procesosde inflamación y en los procesosde isquemía-reperfusiónde diversos

órganoscomo el riñón o el miocardio. Ademas,es bien conocida la implicación que tienen los

neutrófilos en el dañotisular producidoduranteestosestadospatológicosy la regulacióndeéstos

mediante el NO.

1.- La ET-1 activa a los netmtrótiilos humanos.

Los resultadosobtenidosen esteprimergrupo de estudiosdemuestran:1) queel péptido

vasoactivoET-1 es capazde activar a los neutrófilos, induciendo:a) un aumentotransitoriode

[Ca2~],;b) polimerización de los filamentos de F-actina; e) liberación de 8-glucuronidasa. Sin

embargo,la E1’-1 no fue capazde inducir la liberaciónde radicalsuperóxidopor los neutréfilos,
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Existe un solo trabajo previo en la literaturaque demuestrecómo la ET-1 puedeactuar

sobreel neutrófilo~’~’>. En estetrabajose demuestraque la ET-1 potenciala producciónde lón

superóxidoinducidapor fMLP, un potenteagentequimiotácticode los neutrófilos. Sin embargo,

los autoresno encontraroncambioscmi el [Ca2+]<en netmtrófilostratadossolamentecon ET-1.

La diferenciaen el aumentotransitoriode Ca2+ encontradopor nosotrosy los obtenidos

por Ishida y cois puede atribuirse al diferente grado de repleción de Ca2~ en los depósitos

celularesen lasdos preparacionesexperimentales.En estesentido,hayqueconsiderarquedurante

el procesode extracciónde los neutrófilos, se utilizan mediosque no contienencalcio para así

dismninuir su grado de activación previo al estudio. En nuestrosexperimentos,con el fin de

obtemíer nuevamemíteuna situación lo más fisiológica posible, replecionarnosde nuevos los

neutrófilos de este ión medianteuna preincubaciónde 30 minutos en un medio fisiológico que

contieneuna concemítraciónde calcio de 2 mM. Sinembargo,en los experimentosrealizadospor

Ishiday cois, no se siguió estemnismo procedimiento.

El efectopoco duraderoen los cambiosen la [Ca2~]iinducidopor ET-1 puedeserdebido

a quela ET-1 produceumia rápidaagregaciónde los neutrófilos<2~>.Paraconfirmarestahipótesis,

se realizaronnuevosexperimentosutilizando neutrófilos adheridosa cristal, En este grupo de

ensayos,observamoscomo en los neutrófilos adheridosla forma de los cambiosen el [Ca2~]i

inducidapor la E1’-1 eradiferente que la obtenidacon neutrófilos en suspensión,siendomás

dtmraderoel aumemítode Ca2~ en los neutrófilosadheridosa cristal.

El hechode que el aumentotransitorio en [Ca2+Linducido por ET-1 se inhibió no solo

por el bloqueode la salidade Ca2~desdelos depósitoscelularesmedianteTMB-8, sino también

en un medio libre de Ca2~ que conteníaEGTA, sugiereque la entradade Ca2~desdeel medio

extracelulares necesariaparaactivarel mecanismode liberacióndesdelos orgánulossubcelulares

ó que emí presenciade ECTA se produceuna rápidadepleciónde los depósitosintracelularesde

Ca2F.

Emí trabajos posterioresse dan datos controvertidossobre la acción de la ET-1 en la

actividad no sólo de los neutrófilossino tambiénde otros tipos de células sanguíneascomo los

macrofagosy monocitos.Existenvaríaspublicacionesc-ondistintasinterpretacionessobreel efecto

de la ET-1 sobre la producciónde Iones superóxidopor los neutrófilos<2Om2ú22Ol[7’4~Otros autores

discrepansobreel efectode la ET-1 en la quimiotaxis de los nionocitos<’74”76~,y recientemente

se ha publicado un articulo que demuestrael efecto de la ET-1 en la migración de los

neutrófilos<20’1>.Lasdiferentescondicionesexperimentalesqueutiliza cadagrupo,puedenjustificar
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estasdiscrepancias.

Es imiteresanteobservar que nuestrosresultadossobre la liberación de 02’ por los

neutrófilosestimuladoscon ET-1, al igual que los obtenidospor Ishiday cols(tM), demuestranque

la ET-l no aumentaper seel 02, mientrasque síprovocafenómenoscomo la liberaciónde una

emízimadegradativade la matrizextracelular,la B-Glucuronidasa,y la polimerizaciónde la actina,

necesariapara la movilidad transvasculary la agregacióndel neutrófilo. En su conjunto, estos

datossugierenque la ET-1 producesolouna activaciónparcial de los neutrófilos,dirigida sobre

todo a manifestarsuspropiedadesadhesivas,agregantesy de motilidad sin provocarunareacción

masivade los mismos.

El efecto inmediato qime la E1’-1 provocasobrela polimerizaciónde los filamentosde

actina,es mtmy importanteya que paraqueun factor quimiotáctico o un esterde forbol inicie su

respuestabiológica en los neutrófilos, entre las que se encuentrancambios en la morfología,

formaciónde pseudópodos,movilidad celulary fagocitosis,se requiereunareorganizaciónde los

microfilamentosque componenel citoesqueleto,constituidosprincipalmentepor actina<205>,

En los experimentosdestinadosa estudiar el tipo de receptorde ET-1 que media estos

efectosde la ET-l sobrelos neutrófilos no hemosobtenido resultadosque permitan definir de

forma expresaqué tipo de receptor de ET-1 expresanlos neutrófilos. Existen estudiosque

demuestranque el receptorque existe en los monocitosy macrófagoses del tipo ETA. Nuestros

resultados,indicanqueel tipo mayoritariode receptordeET-1 en el neutrófilo seriadel tipo ETA,

ya que los efectosinducidospor la ET-l en los neutrófilosse bloquearonmedianteincubaciónde

éstos comí 13Q-123, un antagomíistaselectivo de los receptoresde tipo ET-A. Sin embargono

podemosdescartarla existenciade receptordetipo B de la ET-1 en los neutrófilosyaquetambién

en algunocíe los experimentosel antagonistadel receptorB bloquedel efecto de la ET-1; o en

algunosde los casosal bloquearconBQ-123 el receptorA, la ET-1 produjoun efectoquedebía

estar mediado por el tipo 13. Esta variabilidad de resultadospued9 ser debida a que los

antagonistasdisponiblesno seanmuy específicospara el tipo de receptorespresenteen los

neutrófilos.

Recientementese ha publicadoun estudioen el que los autoresconcluyenque el tipo de

receptorde ET-1 cmi los neutrófiloses del tipo ETA, ya queun bolo intravenosode ET-1 produce

efectos inflamatorios y neutropeniaque se bloqueanmedianteun antagonistaselectivo de los

receptoresETA, FR 139317.El agonistaselectivodel receptorETB, IRL 1620, tambiénprodujo

neutropenlapero en menormedidaque la ET~1(2o6>, Sin embargo,otros autoreshanestudiadoel
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papel de la ET-1 y la ET-3 en la quimiotaxis de los neutrófilosdemostrandoqueéstosposeenlos

dos tipos de receptores,ETA y ET11<
2fl>.

Paraclarificar de forma definitiva esteaspecto,son necesariosmásestudiosen los quese

deberánutilizar técnicasde biología molecularque faciliten la deteccióndel tipo de receptorde

ET-1 queseexpresaen el neutrófilo. Por lo tanto, próximos experimentosqtme realizaremosen

nuestro laboratorio intentaránanalizar mediantePCR (Reacciónen cadenade la polimerasa)o

WesternBlot, quétipo de receptoro receptoresdeET-1 seexpresaen la superficiede] neutrófilo.

La caracterizacióndel tipo/sde receptoresde ET-1 en otrascélulaspuedeserde importanciapara

el abordajefarmacológicode situacionescomola isquemia/reperfusión,en los cualesla activación

del neutrófilo juegaun papel relevante.

2.- La L-argimuina, precimrsorde la síntesisde NO, es capaz de inhibir el efecto de la

ET-1 cmi los camnbiosen [Ca2~1,en los neutréfilos,

La presenciade L-arginina inhibió el aumentode [Ca2~]
1inducidaporET-1. Sin embargo

este efecto no me selectivo para la activación de los neutrofilos por ET-1, ya que resultados

similaresse obtuvieronsobreel aumentoen el [Ca
2~]

1inducido por fMLP,

La ausenciade efecto de la D-arginina, no metabolizable,es una evidencia de la

especificidadenantioméricade la inhibición inducida por la L-arginina. Por otro lado, el

antagonistacíe la L-arginina, L-NMMA perono el NwNLA revirtió el efectoinhibitorio de la L-

arginina.Esta diferenciaen la especificidadde los inhibidoresde la formaciónde NO puede

indicar la existenciade diferentestipos de NO sintasaenel neutrófilo conrespectoaotrascélulas,

como ya han referido McCall y cols<
tm56>.

Los neutrófilos tienen la maquinariaenzimáticanecesariaparala producción de NO.

McCalL y cois demostraronque la producción de NO por los neutrófilos puedeaumentarse

estimulandoa estascélulascon fMLP<15&>. Nuestrosresultadosdemuestranque, en presenciadel

aminoácidodadorde NO, L-arginina, algunasde las señalesintracelularesinducidaspor la ET-1

y el fMLP sobre la movilización de Ca2~ por los neutrófilos se inhiben. De este modo> la

producción cíe NO mediadapor la L-arginina, puede ser consideradacomo un mecanismo

endógenoparacontrolarla acciónde distintos mediadoresqueactúensobreel neutrófilo. Así se

conoce,por ejemplo,queel NO tambiéninhibe la polimerizaciónde actinainducida porel fMLP

en neutrófilos ensuspensióny adheridos,mediantela ADP-ribosilacióndel fil-amentode actina<2ú~.
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3.- EL sistemaNO/GMPc actun muediante um mecanismode retroregulacién en la

activacióm de los neutrófilos por ET-1.

Los resultadosde este grupo de experimentosdemostraronque: 1) la ET-1 y el fMLP

inducen la formaciónde NO en el neutrófilo; estainducción esdependientede la disponibilidad

de L-argininaen el interior de la célula; 2> la ET-1 y el fMLP inducen la formaciónde OMPc

en los neutrófilos,medianteun sistemaNO-dependiente;3) el neutrófilo transportaL-argininapor

un sistemaparcialmenteNa1 dependiente;4) el transportede L-argininaen el neutrófilo no es

estimulablepor ET-1 o IMLP.

Como han demostradodistintos autores, los neutrófilos producenNO a partir de L-

argimiina<156?S.í&I).Consecuenciasfuncionalesde la producciónde NO por los neutrófilos son: la

antiagregabilidadplaquetaria,el efecto relajantede vasoscuyo endotelioestádañado(m~.2oí),y la

imihibición de la adhesiónde estascélulasa la paredvascular(’~>,

En ntmestroestudio,postulamosla existenciadeun papelautocrinodel NO sobreel mismo

neutrófilo. Nguyen y cols~209~han demostradoun papel autoerinoy autorreguladordel NO en la

plaqueta,mediante la elevacióndel GMPc. En este sentido,tanto la inhibición del aumento

transitorio del [Ca2~]¡por la L-arginina o el amiálogo estructuraldel GMPc, 8-Br-GMPc, y la

elevacióndel GMPc inducido por la ET-1 o fMLP en neutrófilos incubadospor L-arginina,

apoyan la existencia de un mecanismo autorregulador mediado por el sistema L-

arginina/NO/GMPcen los neutrófilos.

Una evidencia directa de la implicación de estos mecanismosse obtuvo con los

experimentosquemostraromiun aumentode L-citrulina en los neutrófilosestimuladosconET-1.

Las células endotelialesvascularesy los macrófagossintetizanL-citrulina y NO a partir de L-

argimlina<6566822m0>.Emi nuestro estudio, la generación de L-citrulina aumentó en neutrófilos

preincubadoscon L-arglnina y estimuladoscon ET-1 o fMLP, evidenciando a la vez una

dependenciadel nivel de sustrato.

La dependenciade L-argininaen el aumentode GMPc inducido por ET-1 y la reversión

de este efecto por L-NMMA sugieren que el efecto de ET-1 y fMLP fue NO-dependiente,

Nuestroshallazgosapoyantambiénla hipótesisde la implicación del sistemaNO/GMPc,ya que

resultadossimilares a los obtenidoscon L-NMMA se observaronmediantela inhibición de la

guanilatociclasa soluble(enzimaencargadade la generaciónde GMPc), por el empleode azul

de metilemio, Seha demostradoqime la ET-1estimulala producciónde GMPcen célulasepiteliales
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de riñón de cerdo,medianteun mecanismodependientede L-arginina-GuanilatoCiclasa soluble

lo que estaríarelacionadoconel efecto natriuréticode la E1’-1 in vivo<210.

Finalmente,analizamosel sistemade transportede L-argininaen el neutrófilo con el fin

de conocersi la mayor generaciónde L-citrulina mediantela incubacióncon ET-l o fMLP se

debía a una estimulacióndel transportede L-arginina, Los sistemasde transportede distintos

aminoácidosen células relacionadascon los neutrófilos como células de leucemia mieloide y

macrófagos(2122m3>estánsuficiemmtementecaracterizados,pero no se teníanresultadosespecíficos

sobreel transportede L-argininaen los neutrófilos.

Los aminoácidoscatiónicoso básicoscomo L-argininason transportadospor distintas

células medianteun transportadorselectivo, llamado y+<70), El sistemay~ es un sistemade

transporteindependientede Na’, pero en algunos casos,como en el borde en cepillo de

membranasde origenrenal o intestinalpuedeser parcialmenteNa+ dependiente<70>.La L-Lisina

tiene un sistemade transportesimilar en macrófagos(214.2m3>.A diferenciade lo observadoen el

neutrófilo, el tramisportede L-argininapor el endoteliopareceserNa~-independiente~69’.Distintos

autores(2m62¡l>tambiénhandemostradoqueel transportadorde L-argininapor la célula endotelial

es también del tipo y~. Este mismo transportadorestá implicado en la captaciónde otros

aminoácidoscatiónicospor el endotelio,como la L.Lisina<2m8>,

La ET-1 solamnenteestimulóla captaciónde L-argininaen presenciade L-NMMA, y este

efectoserevirtió porel análogode GMPc, 8-Br-GMPc, Estosdos resultadossugierenquela ET-1

y el sistemaNO/GMPc actúansobreel sistema de transponede L-arginina en los neutrófilos

medianteun mecanismode retroregulación.Paraconocerel mecanismoprecisode estosefectos

se requerirla el estudio y caracterizaciónde los sitios de regulación del transportadorde L-

argininaen el neutrófilo.

El aminoácidoL-argininaademásde ser sustratoparala síntesisde NO tienetambiénun

papel importanteen la síntesisde las proteínasorgánicasy en el ciclo de la urea(~9>.

Normalmentela arginina se deriva de la dieta o de la citrulina, a través de diversas

reaccionesorgánicas<69).La citrulina absorbidapor el intestino es pobrementeutilizadapor el

hígado, siendoaprovechadaextrahepáticamentepor el riñón<69), Aproximadamenteel 25% de la

glutamina de origen intestinal es liberadaen la circulación como citrulina. En el hígado, la

argininasintetizadadesdecitrulinaesrápidamentecatabolizadadadoel alto contenidoenarginasa,

por lo que la liberación de argininadesde el higado es mínima. Sin embargo,el riñón y el

músculotienenbaja actividadde arglnasa<29>•Estaenzimatambiénseencuentraen humanos,en
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los eritrocitos, leucocitos y fibroblastos(2m8).Aunque los neutrófilos puedenmetabolizar la L-

argininamediantela arginasa(2m9.flo),la inhibiciónde la generaciónde L-citrulina porel L—NMMA

descartacl papelde la argimiasaen el metabolismode la L-argininaen el neutrófilo estimuladopor

ET-1.

Los resultadosdeestatesis indicanquela concentraciónintracelularde L-argininaesun

factor limitante cmi la simitesis de NO en los neutrófilos. Los neutrófilos probablementese

deplecionande L-argininaduranteel procesode aislamiento,y la incubaciónen presenciade U

argimiina exógenarepleciona los almacenesintracelularesde L-arginina, Distintos autoreshan

demnostradola importanciade los niveles locales de L-arginina en células endotelialesy en

macrófagos(22m.fl2fl3.219).Nuestrosresultadosdemuestranque cambiosen la disponibilidad de L-

arginimia puedeninducir profundasconsecuemiciasen la biología de los neutrófilos.

4.- La E3’-1 activa la adhesiónde neutrófilosal endotelio.

La fumiciómí fis vivo de la ET-1 mio estátodavíasuficientementedefinida,Diversosestudios

han demostradoque los milveles de ET-1 circulantesse elevanen situacionesen las que la

interacciómíemitre los neutrófilosy el emídoteliotieneunarelevanciapatogenéticaespecialcomopor

ejemplo en la isquemiamniocárdica~55224’2”>,No obstante,no existendatosacercade la posible

relaciómí entre los niveles elevadosde ET-1 y los cambios inducidos en las propiedadesdel

neutrófilo en estassituaciones,como por ejemplo la adhesividad.

Estos resultadospuedemícontribuir a la comprensióndel papel real de la ET-1 en

situacionesfisiopatológicas, Los resultadosobtenidosdemuestranque: a) la ET-1 activa la

adhesiónde neutrófilos al endotelio,actuandopreferentementesobre las célulasde la sangre,a

través del aumentode expresiónde integrinas;b) el aumentode la adhesiónde neutrófilos al

endotelioinducidopor ET-1 se correlacionacon la acumulaciónde neutrófilosa corazónaislado;

c) la infusión de ET-1 tu vivo activa la adhesiónde neutrófilosal corazón,

La ET-1 indujo la adhesiónde neutrófilosal endotelioen unaproporciónsimilar a la que

lo hizo un conocidopéptido quimiotáctico,fMLP. Las concentracionesde ET-1 queestimularon

la adhesiónde los neutrófilos fueronmayoresque los nivelesque se encuentranen plasma;sin

embargo, los niveles tisulares locales alcanzados durante los procesosde isquemia son

probablemnentemayoresque los quepodemosmedir en las muestrasde sangreperiférica<225).
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Por todo esto,en situacionespatológicasprobablementela concentraciónlocal de ET-1 alcanzada

puedeestaren el rangode ~09Mo mayor.

Para estudiarel mecanismopor el cual la ET-l indujo la adhesiónde los neutrófilos,

analizaniosla implicaciónde la glicoproteinade adhesiónCDIl/CD18, La adhesióninducidapor

la ET-l se inhibió significativamentepreincubandolos neutrófilos con TSl/l8, un anticuerpo

monoclonalcontrala cadena13 comúnCDl8 de éstas.Los estudiosde citornetriade flujo indican

qime la ET-1 activa la expresiónen la superficiedel neutrófilo del antígenoC018y la del antígeno

CDi ib, consolidandopor lo tanto las evidenciasobtenidasen los experimentosde adhesión,

implicandoestafamilia de integrinasen la adhesiónde los neutrófilos inducidapor ET-1.

Agentescomoel fMLP o el PMA inducen la expresiónde integrinassobrela superficie

del neutrófilo<2V>. Este aumentode la expresiónde integrinas resultade la movilización de

proteínaspreformadasdesdelos gránulosespecíficoslocalizadosen el interior de la célulahasta

la superficiede la misma.Utilizando anticuerposmonoclonalescontracadasubunidadaparticular

observamos que las integrinas CD1la/CD18, CD1Ib/CDI8 y CD1c/CD18 tienen una

participación parcial pero significativa en la adhesiónde los neutrófilos inducidos por ET-1.

Específicamente,el anticuerpocontra el antígenoCDI1b/CDI8, Bear-1, pareceser el más

eficiente como inhibidor de la adhesión.Este resultadoconcuerdacon la mayor expresiónde

CDI1b en la superficie del neutrólflo estimulado con ET-1 observadaen los experimentosde

citometríade flujo. Cuandosecombinaronlos tresanticuerposcontralas trescadenasa seobtuvo

igual inhibición que cuando se utilizó el anticuerpocontra la cadenafi común CD18, lo que

demuestrauna interacciónpositiva de los tres miembros de la familia de las integrinasen el

procesode adhesiónde los neutrófilos inducidapor ET-l,

Los posiblesligandosde estasintegrinas en la célula endotelial suelenestarbasalmente

expresadosen la superficieendotelial,corno son ICAM-l e ICAM~2<’24>, por lo quesu expresión

no sería inducida pom ET-1 como lo demuestranlos experimentosen los que sólo la célula

endotelial se incubó con ET-1. La ET-1 no tuvo efecto sobre el endotelio en el procesode

adhesión,Se ha demostradotambiéncomo el tromboxanoA
2 induce la adhesiónde neutrófilos

al enclotelio vascularpor un mecanismosimnilar al encontradopor nosotrospara la ET~1(
22a>.

La adhesiónde neutrófilos a la superficie plástica, la ausenciade efecto de ET-1

preincubadaen la célula endotellal y la adhesiónde neutrófiloshumanosa células endoteliales

humanas,mostraronque el efecto de la ET-J. fue predominantementesobreel neutrófilo y que

no existeefecto inespecificodebidoa la heterogeneidadde especies.La especificidaddel efecto
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de La El’- 1 como agenteinductorde la adhesiónsedemostrótambiénmediantelos experimentos

quc mostraronla ausenciade efectoadhesivode otrosagentesvasoconstrictorescomo Ang 11 o

AVP.

Distintos autoreshan implicado al NO emi la anti-adhesividaddel endotelioa las células

sanguíneas.Los gruposde SalvadorMoncada(2>y de JohnVane<ZZQ) describieroncomoplaquetas

estimuladaspor trombinateníanuna menor adhesiónal endoteliocuandoseañadíaal medio NO

o 5013, atmmentandola adhesiónen presenciade hemoglobina,secuestrantedel NO naciente.

RecientementeGrangery cois handemostradoqueel NO tieneun papel inhibidor de la adhesión

de los neutrófilos al endotelio(IOO>.En estesentido,los resultadosencontradospor nosotrossobre

la capacidadde inhibición del NO en la activaciónde los neutrófilos inducidapor ET-1 pueden

englobarseen estamisma linea.

Los hallazgosobservadosen el corazón aislado y perfundidoy en las infusionesintra-

atriales fis vivo de ]ST- 1 y la adhesiónde neutrófilosen arteriasaisladas,permitenhipotetizar

sobrela potencialimportanciafisiopatológicade los mismos.En nuestrosresultadosobservamos

que la ET-1 estimuló la acumulaciónde neutrófilosen el corazónpor un mecanismoespecifico

mediadopor integrinas.La adhesiónde neutrófilosal endotelio es de importanciacrítica en el

daño hipóxico a distintosórganosparticularmenteen el infarto de miocardio y en la isquemia

renal. Ambos, la adhesiónde los neutrófilos y el incremento de ET-1 circulante ocurre

simultáneamenteduranteel proceso cíe isquemia-reperfusiónrenal o miocárdica. Nuestros

resultadospermiten,porel momento,asumirquela secuenciafisiopatológicamásprobablesería:

Isquemia---Dañoenclotelial---Producciónlocal deET-1---activaciónlocal y parcial de neutrófilos

en la zonade producciónde ET-1---activacióno aumentode expresiónde integrinas---adhesión

netmtrofilica---aumentomáximo de la activaciónneutrofflicay liberaciónenzimática.

Los resultadosobtenidosen arteriasaisladasen los quesevid corno la ET-1,medianteun

mecanismoinhibible por anticuerposcontrael antígenoCDI8, inducela adhesiónde neutrófilos

al endoteliovascular,apoyan la hipótesisde quelos fenómenosde acumulaciónde neutrófilosa

corazóntras la infusión de ET-1, correspondena adhesiónde los mismossobrelas superficies

vasculares.

Desdehaceya variasdécadasseha venido implicandoa distintos factoresquimiotácticos

en el procesode la diapédesisde los leucocitos.In vivo, los factoresquimiotácticosadministrados

por vía intravascular inducen tmna profunda neutropeniacon secuestrode neutrófilos en la

microvasculatura,posiblemente como resultado de un aumento en la interacción entre los
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neutrófilos y el endotelio. Sin embargo,como ya hemosindicado anteriormentese siguesin

conocercual es el verdaderopapel fisiológico y fisiopatológico de la ET-1. El hecho de que la

administraciónlocal de ET-l provoqueunaisquemiade los miembrosinferiores quese acompaña

de una neutropeniasignificativa,puedetenerrelevanciafisiopatológica.En este sentido,existen

diversaslineas cíe evidenciaque hanimplicado a la ET-1 emi el mantenimientodel fracasorenal

postisquémnico~230~~,pero hastala fecha no se le habíaimplicado en el dañoendotelial inducido

por la adhesión de neutrófilos en el procesode isquemia-reperfusión.En los experimentos

realizadosfis vivo se halló unaelevadaactividadmieloperoxidasaen los corazonesinfundidos con

ET- 1 indicandouna mayoracumnulaciónde neutrófilosen esteórgano,lo que apoyala hipótesis

que la ET-1 que se eleva en situacionescomo la isquemia miocárdica, puede tener una

importanciaclave en la interacciónde los neutrófilos con el mniocardio(55.224225>.Esta hipótesis

crearla la posibilidad de nuevos abordajes farmacológicos al infarto de miocardio y a las

situacionesde hipocontractilidadligadasal stunning’ (aturdimiento>así comno de la isquenila

de diversosórganos.Por añadidura,estoshallazgosredoblaríanel interéspor conocerconmayor

exactitudlas implicacionesde los nivelescíe ET-1 en las distintasformas de isquernia,parapoder

relacionarlascon el nivel de acumulaciónde neutrófilos y a su vez con el pronósticode las

lesiones.
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CONCLUSIONES

1. La ET-1 es capazde inducir activaciónde los neutrófilos, que se observaen:

— Incrementoen la [Ca2’]
5

- Polimerizaciónde los filamentosde actina

- Liberación de fi-Glucuronidasa

2. Estosefectosparecenestarmediadosen forma significativaporel receptordeET-1 de

tipo A, pero algumios datossugierenla posible existenciadel receptordc tipo E.

3. El efectode la ET-1 en el aumentodcl [Ca
2’]

5esinhibido por L-argininay GMPc, lo

quesugiereun mecanismocíe retroregulaciónnegativomediadopor NO.

4. El efecto inhibitorio de la L-arginina sobreel incrementode [Ca
2~]¡inducidopor ET-1

estámediadopor la formaciónde NO.

5. La ET-1 induceel metabolismode L-argininaa L-citrulina, activandola formaciónde

NO y como consecuencia,de GMPc, a travésde un mecanismodependientede la disponibilidad

de L-arginina.

6. Los neutrófilos poseenun sistemade transportede L-argininacon dos componentes,

uno dependientecíe Na’ y otro independiente,

7. En condicionesbasales,el transportede L-argininaen los neutrófilos no seestimula

por ET-I, Sin embargo,estetransportese activa por ET-1 en presenciadc un antagonistade la

síntesisde NO, L-NMMA, revirtiéndoseesteefectopor 8-Br-GMPc. Estosresultados,sugieren

que la El’- 1 y el NO/GMPc interaccionanmedianteun mnecanisniode retroregulaciónnegativo.

8. La El’-1 inducela adhesiónde neutrófilosacélulasendotelialesmedianteun mecanismo

en el que estáimplicada la expresiónde moléculasde adhesión,de la familia fi~integrinas, en la

superficie del neutrófilo.

89



Conclusiones

9. La ET-l estirnulala acumulaciónde neutrófilosen el corazónin vitro e in vivo. Este

acUmulo queda bloqueado por anticuerpos dirigidos contra las fi2-integrinas,

10. Estoshallazgos desempeñanun papel prepponderante en los procesosfisiopatológicos

en los que se encuentranniveles elevadosde ET-1 en plasma,como por ejemplo la isquemia-

reperfusión de diversos órganos.
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