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ABREVIATURAS EMPLEADAS

AMPc: Adenosinmonofosfatocíclico

Ang 1: Angiotensina1

CE: Célulasendoteliales

CMLV: Célulasde músculoliso vascular

ECA: Enzimaconvertidorade angiotensina1

EDRF: Factorrelajantedependientedel endotelio

EGF: Factorde crecimientoepidérmico

EEM: Error estándarde la media

FCS: Suerode ternerafetal

FGF: Factorde crecimientode fíbroblastos

GP Ib GlicoproteinaplaquetariaIb

GP lib/lila: Glicoproteinaplaquetarialib/lila

IGF-1: Factorde crecimientosemejanteala insulina

L-NAME: Nw~nitro~L~arginina~metilester

LPS: Lipopolisacáridode E. coli

NO: Oxido nítrico

NOS: Oxido nítrico sintasa

NOSe: Óxidonítrico sintasaendotelial

NOSi: Óxido nítrico sintasainducible

PDGF: Factorde crecimientoderivadode las plaquetas

TGF-j3: Factortransformantedel crecimiento13

TNIF-ct: Factorde necrosistumorala

t-PA: Activadortisular del plasminógeno
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Introducción

Las enfermedadescardiovascularessonla principal causade mortalidaden el mundo

occidental.En España,y debidopricipalmentea hábitosculturales,entrelos queno sepuede

olvidar la dieta, la tasade mortalidadpor enfermedadcardiovascularesde las másbajasdel

mundooccidental®. A pesarde esto,seestimaqueel 40 % del total de fallecimientosennuestro

paíssedebena procesosde origencardiovascular.

La aterosclerosisesla condiciónpatológicaque se encuentradetrásde trastornostan

importantescomo la cardiopatíaisquémica,los accidentescerebrovascularesy la arteriopatía

periférica. Sin embargo,no ¡be hastamediadosde estesiglo cuando se establecióque esta

enfermedaderala responsablede la mayoriade las muertesde origen cardiovascular.Aunque

todavíano seconozcabiensu patogenia,enlos últimosañoshemosavanzadoen el conocimiento

denuevosmecanismosinvolucrados,debidoprincipalmenteal avanceen las técnicasde biología

celulary molecularaplicadasenel estudiode lascélulasdelaparedvascular(endotelioy músculo

liso), y por el progresoen el conocimientode las alteracionesdel metabolismolipidico asociado

aestapatología.

Unade las consecuenciasdeun procesoateroscleróticoesla reduccióndel flujo de sangre,

debidaa la estenosisproducidapor la placade ateroma.Unaforma cadavezmáshabitualde

tratarestaestenosisesmedianteel empleode la angioplastia,conla quese consiguerestablecer

un flujo adecuadode sangre.Sin embargo,apesarde quela intervenciónquirúrgicaculminacon

éxito en el 90 % de los casos,y no cabriaesperarningunaotra complicaciónqueno sedebiera

a la propiaintervenciónen sí, enel 35-40%delos sujetosangioplastiados,y en un tiempomenor

a un año, vuelve a reestenosarseel vaso,denominándosea esteprocesocomo reestenosis

postangioplastia.

En estatesisestudiamosalgunosmecanismosmolecularesy de interaccióncelularque

entranen funcionamientoenla post-angioplastia,y cuyo conocimientopuedeserimportantepara

reducir o impedir la reoclusióndel vaso, intentandode estaforma evitar el procesode la

reestenosis.Para ello analizaremosen primer lugar la morfología de la pared arterial, y

profundizaremosen los mecanimosde produccióndel óxido nítrico(NO).
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Introducción

1.- MORFOLOGIA ARTERIAL

La arteria estádividida en tres capasconcéntricasbien definidasmorfológicamente,

denominadasbitima, nediayadventicia<33’141~(figural). La íntima,capamásinternade la arteria

y que estáen contactodirecto con la sangre,seencuentradelimitadaporunaúnicacapade

célulasendoteliales(CE), localizadasenla luz arterial,y porunaláminaelásticainternafenestrada

que la separade la media, que estáconstituidafundamentalmentepor una matriz de tejido

conectivoformadopor fibras decolágeno,elastina,mucopolisacáridosy proteoglicanos.En esta

capase localizantambiénlas célulasde músculoliso vascular(CMLV). Al avanzarla edadse

produceun incrementotanto del número de las CMLV como de la matriz extracelular,

ocasionandoun engrosamientode la íntima. En las CE se encuentranunas inclusiones

citoplasmáticas denominadas cuerpos de Weibel-Palade, donde se localiza

inmunohistoquimicamenteel factorVIII o factor de von Willebrand,queesun factorespecifico

del endotelio(9>~

La media estáformadapor paquetesde CMLV bien diferenciadas,separadaspor

membranaselásticas(láminasde elastina).Estascélulasde músculoliso se encuentranen un

fenotipo no proliferativo, denominadocontráctil, y son capacesde respondera diferentes

estímulos,de modoquesecontraeny relajancon el fin demantenerel tono arterial.Cadacélula

estárodeadaporunamembranabasalcompuestade colágenotipo IV, laminina,y proteoglicanos

(heparánsulfato).En las arteriaselásticas,comola aorta,existegran cantidadde tejido elástico.

Existe tambiénunamatriz extracelularcompuestaprincipalmenteporláminaselásticas,colágeno

tipo 1 y Hl y proteoglicanos(condroitínsulfato,dermatánsulfato).Las arteriasde los mamíferos,

adiferenciade otrasespeciescomolasaves,carecende fibroblastosen la media.En contrastecon

la íntima, la morfologíade la media no presenta,generalmente,alteracionescon la edad.

La adventicia o capa externadela arteriaestáconstituidaprincipalmenteporcolágeno,

fibroblastos,mucopolisacáridosy numerosasterminacionesnerviosasamieliicas.Estáseparada

de la mediaporuna no muy bien definidalámina elásticaexterna,que al igual quela lámina

elásticainternapresentamúltiplesfenestracionesatravesadasporunared defibras nerviosas.
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Introducción

La matrizextracelularesunaestructuradinámicade macromoléculasunidasentresí, y

unidasa las células,mediantereceptoresde superficiellamadosintegrinas(5t,59,ó1>~ Tantolas CE

como las CMLV son responsablesde la produccióny deposiciónde la matriz extracelular

vascular.Se handemostradounavariedaddeefectosproducidosporla matrizextracelularsobre

la funcionalidadde las CE (adhesión,migracióny proliferacióncelular) (16,9>~

Figura 1.- Morfología de la pared

arterial. Se pueden observar las tres

capas arteriales:las célulasendoteliales

(CE) forman la íntima; las células de __________________________________________________

musculo lisovascular(CMLV), separadas

del endotelio por la lámina elástica

interna (LEí). se encuentran

principalmenteen la media. La media

está separadade la adventicia por la

láminaelásticaexterna(LEE). Pordebajo

del endoteliose encuentrala membrana

basal(MB). __________________________________________________________________

2.- EL ENDOTELIO VASCULAR

El endoteliovascularhumanose estimaqueestáformadoporun áreamayora 1000 m3

y unos3 kg de peso.Fue la paradojade la acetilcolinala que llevó al descubrimientode las

funcionesendoteliales,sobrepasandola clásicaque considerabaal endoteliocomo unamera

membranasemipermeablepararegularel intercambiode nutrientesy fluidos entreel plasmay la

paredvascular,ya quela acetilcolina,queesun vasodilatadorcuandoseadministrain vivo, esun

vasoconstrictorcuandoseadministraen preparacionesin vitro de CMLV. Estadicotomíafue

resueltaporFurchgotty Zawadzki,quedemostraroncomola acetilcolinarequeríade la integridad

delendotelioparaproducirsu efectovasodilatadormediantela estimulaciónde la liberaciónde

un factorvasodilatadorque llamaronEDRF(factorrelajantederivadodel endotelio)(43)

F ~flfl~E~!~ r CE
U MB

LU

000000
¡ 00 ~
0c~ooC~=~

LEE

ADVENTICIA ‘ C~1) cj~jj) r(Z1j~ii)
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Introducción

Desdeentoncessehanrealizadounagranvariedadde estudiosquehan demostradoque

la CE, ademásde cubrir la superficieluminal de los vasossanguíneos,escapazde sintetizary

liberar distintosfactoresimplicadosen la homeostasissistémica.Y portodoello, hoy en día se

puedeconsideraral endoteliocomo el mayor órganoparacrinoexistenteen el cuerpohumano.

La integridaddel endotelioesesencialparaconservarla estructuray funcionamiento

normaldelaparedvascular.Las CE formanun tejidometabólicamenteactivo,capazde actuar

como sensory transductorde estímulosquímicos,mecánicosy celulares.Entresusprincipales

funcionesseencuentran:regulaciónde los lípidosplasmáticos,prevenciónde la adhesiónde las

célulassanguíneasa la pareddel vaso,transportecapilarde agua,solutosy macromoléculas,

regulaciónde los procesosinmunológicos,de coagulación,e inflamación, regulación de

proliferación,movilidad celular y reparaciónvascular, modulacióndel tono del músculoliso

vascular,y síntesisy liberaciónde distintoscomponentesde la matrizextracelular(46,71,153>~

La situaciónfisica del endotelioen el organismole hacesusceptiblede interaccionarcon

gran variedad de células y de agentesendo y paracrinos,para los que poseereceptores

específicos.Estascaracterísticasconfieren al endotelio un importantepapelen la respuesta

fisiológicadel organismoantediversostipos de estímulos.Comoconsecuenciade esto,no esde

extrañarqueal endoteliosele hayaimplicadoen la génesisy desarrollodepracticamentetodas

las patologíasde origen cardiovascular,como la hipertensión(97>, aterosclerosis<143>, vejez,

isquemia y reperfusiónde distintos organos,trombosis, y en procesosneoplásicosy de

diseminaciónde metástasis,e inclusoen procesosinflamatorios.

Desdeel punto de vistadel tono vascular,el endotelioparticipaen los fenómenosde

vasoconstriccióny vasodilataciónmediantela produccióny liberaciónde distintassustancias

vasoactivas(Tabla1). La doblecapacidaddel endoteliode liberarmediadoresvasodilatadores

y vasoconstrictoresrevelasu complejopapelen la regulacióndel tono del músculoliso vascular,

de la presiónarterialy del flujo sanguíneolocal<119>~
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Introducción

Tabla 1.- Mediadoresvasoactivosliberadosporo queactúana travésdcl endoteliovascular.

AGENTES VASODILATADORES AGENTES VASOCONSTRICTORES

Producidos por e! endotelio Endotelina1 (ET-l)

Adenosina(ADO) TromboxanoA2 (TXA2)

Factorhipeipolarizantederivadodel endotelio (EDHE) LeucotrienoC4 (LTC4)

Prostaciclina(PGI2) Angiotensina11 (Mg II)

Leucotrieno04 (LDT4)

Oxidonítrico (NO)

Actúan a través del endotelio

Trombina(THR)

Histamina(HT)

Acetilcolina(Ach)

Bradiquinina(13K)

El desarrollodela ¡Unciónnormaly la integridadendotelialsonclavesparaproporcionar

unasuperficieantiagreganteparalas plaquetasy antiadhesivaparalos leucocitos.Porotro lado,

al igual que ocurre con el tono vascular,el endotelioejerceun efectodual en el crecimiento

celular,conespecialtrascendenciaanivel de lascélulasmusculares,ya queescapazde secretar

tantofactorespromotorescomo inhibidoresde su crecimiento<157) (Tabla 2).

Tabla 2.-Factoresliberados por el endoteliocon efectoestimuladordelcrecimientode las célulasmusculares.

£1 TOF-j3 es unacitoquina liberada por el endoteliocon efectosvariablessobreel crecimiento muscular

dependiendodelascondicionesexperimentalesusadas<
15W

5

Factordecrecimientoderivadode lasplaquetas(PDGF) Interleuquina-1~ (IL-l I~)

Factordecrecimientobásicodefibroblastos(FGFb) Factordc necrosistumoral-u (Tiff-u)

Factordecrecimientosemejanteala insulina (IGF-I) Endotelina(El-)

AngiotensinaII (Mg II) Factortransformantedel crecimiento-j3

Factoractivadordeplaquetas(PAF) Proteoglicenos:dermatánsulfato(DS) y condroitin

Trombospondina(TS) sulfato(CS)



Introducción

De entretodoslos factoresvasoactivosliberadospor el endoteliocon efectosobrela

paredvasculary sobrelascélulasmusculares,en estatesisnoshemoscentradoen el óxido nítrico

(NO), por lo que pasaremosaestudiarsuscaracterísticasmásimportantes.

2.1.- EL oxmo NíTRICO

2.1.1.-CaracterísticasGenerales.

En 1980,Furcbgotty Zawadzki descubrieronquela relajaciónde aortade conejoaislada,

inducidapor acetilcolina,eradependientedela integridaddel endotelioestimulandola generación

de un factor difusible y transferible<43), capaz de relajar el músculo liso vascular,al que

denominaronfactorrelajantedependientede endotelio,EDRE. En 1984,el grupo de Ignarro

sugirióqueel factorrelajantede endoteliopodíaserel óxido nítrico o uncompuestorelacionado

conel nitrotiol <62> En 1988,Palmery Moncadaconfirmaronque el NO era el factorrelajantedel

endotelio~ y seestablecieronsuscaracterísticasquímicasy farmacológicasquesemuestranen

la Tabla 1

2.1.2.-Síntesisdel Oxido Nítrico.

El NO es un radicallibre inorgánicoen estadode gas,de fórmula .N=O quesegenera,

medianteel pasometabólicodelaminoácidoL-argininaaL-citrulina, mediantela oxidacióndel

átomo denitrógenoterminaldel grupoguanidino,utilizando las enzimasNO sintasas<142’t El

primer pasoen el metabolismode la L-argininaesla formaciónde N-hidroxi-L-arginínacomo

metabolitointermediario.

La argininavaa sertransportadaatravésde las membranasde la célulaendotelialporel

sistemay+, el cualesNa+ independienteen la CE, y parcialmentedependientede Na~en otras

célulascomoel neutróflio <>~>, y no sensibleapH. Análogosde la L-arginina,incluido su isómero,

laD-arginina,no puedenactuarcomosustratoparala sintesisdeNO, e inclusola puedeninhibir,

comoesel casodela N5-monometil-L-arginina(L-NlvllvIA)<52’53’37> o el N~v~nitro~L~argininametil
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ester(L—NAIvIE) <86,138,179>•

Tabla3.-Caracteristicasquímicasy farmacológicasdel NO.

El NOse convierteenNO; yNQ en solucionesoxigenadas,por lo quela concentración

final de NO; y NO; se considerauna medidarepresentativade la producciónde NO <47,101> La

rápidadifusióndel NO entrelas célulasesesencialparacomprendersu actividadbiológicacomo

mensajerointracelulary comomoduladorde acciónlocal <í7>~ Los radicaleslibres de 02,y en

especialel anión superóxido,(Ofl,catabolizanel NO. La superóxidodismutasaescapazde

retrasarestadegradación,comprobándoseasí indirectamenteel papel que cumple el anión

superóxidocomo catabolizadordel NO.

1- Quimicamenteinestable,vida mediaentre3 y 5 segundos<~»

2 - Naturalezamuy lipoifilca. Permeablea las membranasbiológicas~6>

3 - Se inactivaespontáneamenteante02 y aniónsuperóxido (0211).

4 - Establea pH Leido y enpresenciade superóxidodismutasa(SOD)®.

5 - Alta afinidaddeunión conel grupohemode hemoglobina,mioglobinay guanilato ciclasa(0C)~~>

6 - Activa a la guanilatociclasa(GC)por unióna su grupohemo.Esta uniónseinhibe conazul de

meíileno~50>.

7 - Poractivaciónde la GC estimulala formaciónde guanosinmonofost~tocíclico (GMPc) entejido

vascular,produciendovasodilataciónarterialy venosa’0~>.ElNO dilata todoslos tipos de vasos

sanguíneos,porlo quees el principal vasodilatadorendógeno«~íO3”O’í=í.

8 - Otrasfuncionesfisiológicasdel NO sonla inhibiciónde: agregaciónplaquetaria~93’tadhesiónde

plaquetasa la paredvascular<í~>,adhesióndeleucocitosal endotelio vascular<M),proliferacióndel

músculoliso vascular145y de la síntesisde proteínasde la matriz extracelular182>.

9 -Tambiénse handescritoefectosdel NO sobre:eritrocitos11554>,regulaciónde factoresde crecimiento

y sustanciasvasoconstrictorasdeorigen endotelial<~> y sobrela expresióndedistintasproteínasde

adhesiónenel endotelio<ÍCI.í32t
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2.2.-NO SINTASAS.

El NO seproduceapartirde la L-argininaporla actividadde lasNO sintasas(NOSEC

1.14.13.39)(11,112) En estareacción,la L-arginina, el 02 y el NADPH soncosustratos;FMN,

FAD, hemoy tetrahidrobiopterinasoncofactoresy el NO y la citrulina soncoproductosde la

reaccióncatalizadapor la NOSqueesunadioxigenasa<ít~o2,117> Todaslas isoformasdescritasde

la NOS contienenel grupo hemo, aunquesedesconocesu ¡Unción exactaen el procesode

catálisis(174)

Hastael momentosehan identificadotres isoformasde NOS, que porel ordende su

purificacióny del aislamientode su ADN se hanllamado: NOS 1, constitutivade tejido neuronal

(NOSn); NOS II, inducible por citoquinaso endotoxinasen macrófagos,hepatocitos,células

mesangialesy CMLV(NOSi); y NOS III, constitutivade célulasendoteliales(NOSe). En la

pareddel vasoexistendosisoformasde NOS, la constitutiva,queseexpresaen la CE de forma

basaly la isoformainducible,que no seexpresaen condicionesfisiológicasy cuya expresión

aumentaen situacionespatológicascuandoseestimulanlas CMLV concitoquinaso endotoxinas,

o cuandohay infiltración de leucocitos,y son estoslos quela expresan(117,39) Las similitudesy

las diferenciasentreambasisoformasde la NOS semuestranen laTabla4.

Tabla 4.- Similitudesy diferenciasentrelas isoformasde NOS.

CONSTITUTIVAS(NOSe) INDUCIBLE (NOSí)

Membrana/Citosólica Citosálica

Dependientesde NADPH DependientedeNADPH

InhibiMosporanálogosd& L-arginina Inhibible por análogosdeL-argininay por

aminoguanidina

Dependientesde Ca2~/Calmodulina Independientede Ca2~/Calmodulina

LiberanpicomolesdeNO Libera nanomolesdeNO

Liberacióncorta Liberaciónprolongada

No seafectanpor glucocorticoides Induccióninhibiblepor glucocorticoides
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Las distintas localizacionesde ambas isoformas de NO sedescribenen la Tabla 5.

Tabla5- Localizaciónde las isoformasdeNOS enel organismo

NOSe NOSí

Célulasendoteliales(124) Célulasendoteliales<78)

Neuronascentrales~ Hepatocitos<‘~~>

Neutrófilos (178) Célulasdecarcinoma~

Plaquetas~ Célulasdemúsculoliso vascular<1)>

Célulasdela máculadensa<13» Células mesangiales<»

Célulasdela médulaadrenal<135> Macrófagos<~~>

Células13 del páncreas<”’> Neutrófilos inflamatorios<181>

2.2.1. NOS constitutiva

Esla isoformaqueseexpresabasalmenteen las célulasendoteliales,y cuyaactividades

reguladaporCa2~/calmodulina.El NO liberadoporestaNOS aumentaporel rozamientodelflujo

sanguíneoo porun seriede agonistascon receptoresespecíficosen el endotelio<28>• EsteNO va

a dilatar todoslos vasosporestimulaciónde la guanilatociclasa,incrementandolos nivelesde

GMPcen el músculoliso. La NOSevaaestarmayoritariamenteasociadaala membrana,debido

a la miristolizaciónde un residuodeglicina situadoen el extremoN-terminal (12,81)

Estaisoforma,queen un primermomentosepensóqueeraconstitutiva,despuéssevió

que sepodíaestimularsu expresiónmediantehipoxia <89), el ejerciciocrónico(155>, el estadode

crecimiento<~>, el estrésderozamiento”37>y el factortransformantedel crecímiento-f3(TGF-13)

<~. Porotraparte,las citoquinas,y enparticularel TNF-ct ~ sólo o encombinacióncon IL-113

o interferóny (lEN-y) <40>, disminuyenla expresiónde la NOSemediantela desestabilizacióndel

ARNm<’~. Experimentosrealizadosrecientementeen nuestrolaboratoriohandemostradoqueen

la desestabilizaciónintervienenproteínascitosólicasquesevan aunir a la región3’ del ARNm

de la NOSedisminuyendosu vidamedia<‘>.
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2.2.2. NOS inducible

Como seha comentadoantes,la expresiónde estaenzimase induce con endotoxina

bacterianay/o citoquinas(5Z104,111,151) mediantela síntesisde novo del enzima,puestoque la

cicloheximidaes capazde prevenir su inducción (~~> Estáreguladaprincipalmentea nivel

transcripcional,y unavezexpresadava agenerarNO durantelargosperíodosde tiempo(117>.Un

inhibidor selectivode su actividadenzimáticaesla aminoguanidina(25,48>•

La NOSi esunaenzimacuyaexpresiónestámuy regulada.Sehandescritonumerosos

factoresde crecimientoy factoresvasoactivosque estánimplicados en la regulaciónde su

expresión.Entrelos factoresqueincrementanla expresiónde laNOSi estimuladapor citoquinas

y/o lipopolisacárido(LPS), seencuentranel factor activadorde plaquetas<161», el factor de

crecimientode fibroblastos<¡54>, el factor de crecimientoepidérmico<‘u>, la epinefrina(67) y la

plasmina<31>, y los mediadoresqueestimulanla producciónde AMP cíclico.

En sentidocontrario,entrelos factoresquedisminuyenla expresiónde la NOSi inducida

porcitoquinasy/o LPS seencuentranla endotelina-1(5,66), trombina<152), el factorde crecimiento

derivado de las plaquetas(PDGF)<30154>, el TGF-~ <27,128,166>, y la angiotensinaIltíaIn>. La

dexametasonaesun glucocorticoidecapazde inhibir la expresiónde la NOSi (125,133>

El propioNO puederegularla expresióny actividadde la NOSi . En CMLV y en células

mesangialesel NO actúacomoun mediadorque amplifica la expresiónde la NOSi (114>, perocon

un efectoopuestoen la actividadenzimática.Sin embargo,el NO inhibe la actividadde NOSí en

macrófagos(49> y suexpresiónen CE <íí>.Cuandoestaactividadseinduceen macrófagos,la gran

cantidadde NO sintetizadoes la principal armacitotóxicay citostáticade estascélulas sobre

parásitosy célulastumorales<56’116>.

Finalmente,la NOSíjuegaun pape]fundamentalen el shockséptico<79,129>, caracterizado

porunavasodilataciónarteriolarperiférica,hipotensióny dañomicrovascular,queproducenuna

disflhnción multiorgánicaconuna mortalidadsuperioral 50% de los casos.Las endotoxinas
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bacterianas(lipopolisacárido)sonresponsablesde estossíntomas.Busseet al handemostradoque

enla sepsis,endotoxinassolaso encombinacióncon citoquinasinducenla expresiónde NOSi en

laparedvascular,principalmenteenel músculoliso vascular,de estamanera,los niveleselevados

deNO activarianla guanilatociclasade maneraautocrina,produciendovasodilataciónperiférica

y otrossíntomasdel shockséptico.

3.-CONCEPTO DE ATEROSCLEROSIS.

La arteriosclerosisse denominaa la afeccióndel arbolvascularcaracterizadaporel

aumentodifuso del grosorde las capasíntimay mediade lasartenas,conperdidade elasticidad

delasmismas.Enalgunasformasde arteriosclerosis,esteprocesotienelugarde unaformamás

notabley secaracterizapor unalesióntípica quesedenominaplacade ateroma.La aterosclerosis

sepodríadefinir como un procesode origenmultifactorial, evolución lentay progresiva,que

cursaconla formacióndeengrosamientosfocalesdela íntima arterial,compuestosprincipalmente

por lípidos, carbohidratoscomplejos,célulasy tejido fibroso, originandola placade ateroma.

Estosengrosamientosresultaríande una respuestainflamatoriay fibroproliferativaexagerada

frentea distintostipos de agresiónal endotelioy a las célulasdel músculoliso de la pared

vascular.

Lascélulasquecomponenlas lesionesateromatosassonmacrófagos,CMLV y linfocitos

T. Porotraparte,los neutrófilos,aunquesoncapacesde destruirtejidosporsecretarenzimas

proteolíticas(¡73), raramenteseencuentranen placasintactas<~~> Ocasionalmentese les puede

encontraren placasfisuradas,peroprobablementecomoconsecuenciade unainfiltración desde

el torrentesanguíneoy posiblementejuegenun papelimportanteen la fisurade estaplacaatravés

de la liberaciónde proteasas(¡M>
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3.1-PATOGENIA DE LA ARTEROSCLEROSIS

Desdeel siglo pasado se han postuladodistintas hipótesis sobreel origen de la

aterosclerosis.La hipótesisincrustativa,devon Rokitansky(168>, proponiaqueel engrosamiento

intimal erael resultadode depósitosde fibrinay otrassustanciassanguíneasqueconducíanauna

organizaciónde los fibroblastosy a unadeposiciónlipídica secundaria<29>

Porotro lado,la hipótesislipídica, propuestaporVirchow, considerabaquela hiperpíasia

intimal observadaeradebidaa un disbalanceentrelos mecanismosde deposiciónlipídica y

aquellosqueproducíanunaeliminaciónde los mismos<165>

Actualmente,la hipótesismásaceptadaesla formuladaporRusselRoss(143>, que se

conocecomola hipótesisde la respuestafrenteala agresión,y en dondeseproponeque diversos

factoresde distintanaturaleza,(mecánicos,químicos,biológicos,tóxicos,inmunológicos,etc),

puedensercapacesdeprovocarunalesiónen el endoteliovascular.Estalesión,no tieneporque

serorgánica,ni producirunadenudacióno roturade lacapaendotelial,sino quebastacon que

seafuncional (dislbnciónendotelial),paraque segenereunarespuestaespecializadaen la que se

ven implicadostantomonocitoscomolinfocitos 1. El daño continuadosobreel endotelioconduce

aque seprolonguela respuestareparadora,lo queoriginaun procesoinflamatoriocrónicoque

contribuyea la formaciónde la placade ateroma.

De acuerdoconla clasificaciónde Fuster~ el dañoarterialsepuedeclasificaren tres

tipos de lesiones:la lesióntipo 1, dondehay dañofuncionalperono morfológico;la lesióntipo

II, dondeexisteunadenudaciónendotelialcon dañode la íntima, aunquesin afectarla lámina

elásticainterna,y la lesióntipo III, dondeseafectaríala íntimay la capamedia.
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3.2.-¿COMO SE INICIA LA DISFUNCION ENDOTELIAL EN LA

ARTEROSCLEROSIS?

Noseconocentodavíalosfactoresquedesencadenanel dañoendotelial,aunquesepiensa

quelos factoresderiesgocoronariosonlos principalescandidatos:lasdislipemias,la hipertensión,

el tabacoy la diabetes.Además,y endeterminadascircunstancias,las infeccionesvirales,el daño

inmuneo los niveleselevadosde homocisteinatambiéncontribuyenal dañoendotelial<177>

La lesión ateroscleróticaseva a caracterizarpor su topografiafocal, ya que existen

determinadaszonaspropensasa que se desarrollela lesión como las ramificacionesy las

curvaturasdel árbol vascular,en las queva a existir turbulenciasde flujo sanguíneo<3), y una

menorfuerzade cizalla sobrela pareddel vaso.Como consecuenciade estasituación,las CE no

vana estaralineadascomoen el restodel vaso,sino dispuestassin unaorientacióndefinida,y

existiendo ademásun aumento de recambio celular y una disminución de las uniones

intercelulares,lo que conduceaun aumentode la permeabilidadal pasode sustanciasdesdela

sangreal interior de la paredvascular.

Habitualmentelas lipoproteinasde bajadensidad(LDL) entrana travésde las uniones

intercelularesde la pared arterial y se acumulanen el subespacioendotelial en cantidades

reguladasporel endotelioy probablementeporla láminaelásticainterna<í27>• Unaelevaciónde

los nivelesplasmáticosdeLDL conduciríaasu acumulaciónen determinadoslugaresfavorecida

ademásporfactoreshemodinámicosy mecánicosantesmencionados.

Debidoa la tendenciade las LDL aunirseaproteoglicanosde la matrizextracelular,el

tiempo de permanenciade estasmoléculasen el espaciosubendotelialsería mayor <161> y

aumentadala probabilidaddeunaoxidaciónoportunista,quizásporuna producciónde radicales

libresdel endotelioadyacenteo porCMLV o macrófagosaislados(113) produciendoselas LDL

oxidadas(LDLox), quepuedendañaro activarel endotelio(136>, incrementandoel recambiode

estascélulasy permitiendolaentradade másmacromoléculasplasmáticas.Estaslipoproteinas

estimulasla expresiónde moléculasdeadhesión(163> y la secreciónde factoresquimiotácticos,
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como la proteína quimiotáctica de monocitos (MCP-1), por las CE y las CMLV (26>,

incrementandola adhesióny la migraciónde monocitosy linfocitos circulantes,ademásde

fomentarla migraciónde CMLV ala íntima(19>

4,.. LAS PLAQUETAS

Aunqueimpropiamenteselas llama células, las plaquetassonen realidadfragmentos

anuclearesderivadosde los megacariocitosde la médulaósea.Las plaquetascirculandurante

aproximadamente10 díascon unaconcentraciónde 150000-440000Ip1.

La principal función de las plaquetases la interrupciónde la hemorragia(158> La

hemostasia,que escomoseconocea esteproceso,seconsiguemediantela interacciónde al

menostres sistemasbiológicos: los componentesde la pared,las proteínasimplicadasen la

cascadade la coagulaciónsanguíneay las propiasplaquetas.Sin embargo,siempreque se

interrumpela continuidaddel vasosanguíneo,comoesel casode la angioplastia,la respuestaal

dañoimplica la participaciónde plaquetasy de la matrizsubendotelial,aunqueno de proteínas

de la coagulación<146147>,por lo quenosvamosacentraren estosdossistemas.

El factorde von Willebrand(vWF), tantoel situadoen la matriz extracelularcomo el

plasmático,ademásdel liberado por las plaquetasy del de las CE adyacentesa la lesión, se

expresaen el lugar de la lesión, lo que produceuna mayor adherenciade las plaquetasal

interaccionarcon un complejoformadoporla glicoproteinaGP Ib-IX-V quese expresaen la

superficieplaquetaria~’45’57>. La interacciónvWF-GPIb-IX-V ocurreen presenciadel antibiótico

nstocetina,postulándosela existenciade un análogoendógenode esteantibiótico, Paraque

ocurra la adhesiónplaquetariaen un lecho arterial es imprescindiblela fonnaciónde este

complejo.Sin embargo,la adhesióndelasplaquetasal vasodañadotambiénrequierela activación

deunasegundaglicoproteina,el complejodel receptorGP Iib-Iííaqueseexpresaenla superficie

de las plaquetasactivadas(130>. La GP lIb/lIla estáimplicadano solamenteen el procesode

adhesióndela plaquetaa lapareddel vaso,sino tambiénen el de agregaciónplaquetaria,quees
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la interacciónplaqueta-plaqueta.Aunqueno seconocedel todoel mecanismobioquímicoexacto

<43>, pareceserquediferentesactivadoresplaquetariosinducen la exposicióndel GP lib/lIla en

la superficieplaquetaria,y medianteel fibrinógenoqueactuaríacomopuentede unión entredos

GPllb/Illa dediferentesplaquetas,ocurriríael fenómenode agregaciónplaquetaria.Finalmente

seproducela oclusióncompletadel vasoformándoseun coágulohemostáticoimpermeable.

El colágenoy la trombinasonlos principalesinductoresde la agregaciónplaquetaria,y

el agonistaliberadopor las plaquetasmásimportanteva aserel adenosin-difosfato(ADP) <~>

Los componentesdel liberadoplaquetarioseoriginanen unosgránulosintracelularesespecíficos

quesedenominanlos gránulosdensos.Ademásde los gránulosdensos,existenotrosgránulos

plaquetariosquesonlos lisosomaleso los gránulosalfa. Entrelos componentesliberadosporlos

gránulosdensosvamosatenerADP y Ca2*. En los gránulosalfa sealmacenanproteínasadhesivas

comoel fibrinógeno,la fibronectina,el vWF, latrombospondinay la vitronectinasealmacenan

enlos gránulosalfa, al igual quediferentesproteínaspromotorasdel crecimientocomo el factor

de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) o el factor transformante del crecimiento 13

(TGF-jl) y el factorplaquetario4 (PF-4) (121,183)

En los gránulosalfa tambiénse van a almacenarfactoresde la coagulacióncomo los

factoresV y XI, la proteína5, el cininógenode bajopesomolecular,el factor inhibidor del

plasminógeno(PAI-1), etc.Las cantidadesde agonistanecesariosparala liberacióndel contenido

de los gránulosalfa esmáspequeñaquela necesariaparaliberara los componentesde los cuerpos

densos<~~>
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4.1.-GLICOPROTEINA PLAQUETARIA lib/lila.

Como hemosvisto, la función plaquetaria dependede las interaccionesde adhesión,y la

mayoría de las glicoproteinas de superficie de la membrana plaquetaria son receptorespara

proteínasadhesivas.De estas,la familia másabundanteesla de las integrinas,cuyo principal

componenteesla glicoproteinalib/lila (GP lib/lila) (Figura2).

La superficiedelasplaquetasenreposocontieneaproximadamente80000complejosGP

lib/lila, tambiénhay complejosen las membranasdelos gránulosplaquetariosay en el sistema

canalicularabiertoqueseextiendehastala membranaplasmáticaplaquetaria.Estadistribución

sugiereque complejosGP lib/lila adicionalesvan a apareceren la superficiede las plaquetas

despuésde la exposicióna un activador,lo queva a serimportanteenla evolucióndel trombo.

El complejoestácompuestoporunamoléculade GP lIb (compuestaporunacadena

pesaday unaligeraunidasporpuentesdisulfuro), y unade GPIIIa (cadenapolipeptídicasimple).

Ambas subunidadesson producto de genesseparados,y el complejo es un heterodímero

dependientede Ca2~,quese asociade formano covalentea la membranade la plaqueta<¡3o>~ Se

necesitael calcio paramantenerel complejoy paraque puedaunirsea susligandosproteicos

(23,32)

Figura2 .- Interaccionesdela plaqueta. En

la figura se representala interacciónde la

plaquetaconla paredvasculara travésdc la

GP Ib y de la GP lIb/lIla con el vWF

expresadoen la pared vascular,y de la

interacción plaqueta-plaquetaque seria a

travésde la GP lIb/lIla, por puentescon cl

fibrinógeno.

GP lib/lila

—
FIRPOJO~FNO

01’ W-X GPlib/lila

~ZZ~~ vWF vWF~ SS
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El complejo GP lIb/lIla túncionacomo receptorsólo despuésde la activación de la

plaqueta,y esun receptorparafibrinógeno,fibronectina,vWF, vitronectinay trombospondina.

La trombospondina no se une directamente al GP lIb/lIla, y probablemente actúe como

reforzadorade la inducciónde la estabilidaddel trombo plaquetarioya formado.Estaacción

podría estar relacionada con la capacidad de la trombospondina de unir el fibrinógeno.

Las secuenciasde reconocimientodel receptorestánlimitadasa pequeñassecuenciasde

aminoácidos:Arg-Gly-Asp, (RGD), en las proteínasadherentes.

El fibrinógenovaa sercon gran diferenciael ligando másimportantedebidoaquetiene

una reaccióncruzadacrítica con GP lIb/lIla, quefavorecela cohesión,y porsu abundanciaen

el plasma.El fibrinógenoesun ligando diméricoformadoportresparesde cadenaspolipeptidicas:

alfa, betay gamma.Además,contienedos secuenciasRGD en su cadenaalfa, una cercadel

carboxiterminal y unasegundacercadelaminoterminal<41~;y una secuenciade doceaminoácidos

localizadaen el carboxiterminal de la cadenagammade la molécula<38>.Estedodecapéptidode

la cadenagammaesespecíficodel fibrinógenoy aunqueno contienela secuenciaRGD,sícompite

con los péptidosquela contienenparaunirseal GP IIb/IIIa<í23>. El restode los ligandosde la GP

lib/lila contienenal menosunasecuenciaRGD.

Por lo quecomentamosantes,la ausenciade la adhesiónplaquetas-fibrinógenoinducida

por el receptorde la GP lib/lila en la superficiede las plaquetasactivadaspresentaunaposible

aplicaciónterapeúticaparael estadoprotrombótico,y reducirde estaforma las complicaciones

ísquémicasenintervencionescomola angioplastiao laaterectomia.Así, Coller et al desarrollaron

un anticuerpomonoclonal7E3 quepodríabloquearel receptorGP lib/lila e inhibir la reactividad

plaquetaria ex vivo <=3>~Posteriormentese desarrollóunavariantequiméricadel fragmentoFab

de 7E3 parahumanos,quea unadosisde 0,25 mg/kg de pesobloqueael 80%de los receptores

GP lib/lila y elimina virtualmente la agregaciónplaquetaria.Losensayosrealizadosapartirde

estaquimerapermitieronverificar quelas plaquetasquese acumulanen la pareddel vasosonla

principal causade la reestenosis.
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5.-¿QUEES LA ANGIOPLASTIA?

Como dijimos antesunade lasprincipalesaproximacionesquirúrgicasparael tratamiento

de la estenosisarterialen la aterosclerosisesla angioplastia.Esteprocedimientoconsisteen la

dilatacióndeunao variaslesionesqueestrechanu obstruyenunao variasarterias,generalmente

coronarias,para permitir que se restablezcaun adecuadoflujo de sangreoxigenada.De esta

forma, la dilatacióncoronariasellamaen terminostécnicosACTP, cuyas inicialessignifican:

Angioplastia,que esel nombredel procedimientoen si; Coronaria, puesel tratamientosuele

realizarseenlasarteriascoronarias;Transiuminal,puesla intervenciónse realizadesdeel interior

de la luz por dondefluye la sangrede la arteriaenferma,y Percutánea,ya que el procedimiento

serealizaatravésde unapunciónde la piel de la ingle o del brazo.

La angioplastiautiliza un catéterconun pequeñobalónen su punta.Cuandoseinfla el

balóndentrodela arteria,sobrela lesiónqueestrechala misma,la presiónejercida comprimey

rasga el depósito de materia grasa o placa de ateroma por el punto menosresistentede ésta,

provocandounarupturade la capaíntimade la arteriacon la subsecuentedisecciónhastala capa

mediaarterial, y reorganizaciónde los productosateromatososy trombóticos,resultandoun

aumentode la luz arterial,y por tanto una reduccióno completadesapariciónde la estenosis

arterial.

Sin embargoenlasplacasmuyexcéntricasy con alto contenidode calcio, la angioplastia

puededistendersolamentela semicircunferenciaarterialsana,sin llegar a romperla placa,y el

beneficioinicial puedeperderserápidamentecuandola arteriavuelvaa adquirirel tono inicial por

el retrocesoelástico<69>~

Así pues,la angioplastiaproducedostipos de traumatismosdiferentes:1) tisular, con

disrupciónendotelialy exposiciónde la capamediaa la sangrecirculante;2) mecánica,por

distensióny deformaciónarterial.
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Ademásdel catéterconbalón,existenotrosdispositivospararevertir la oclusiónarterial,

talescomo el Stento soportemetálicointracoronario,y el aterotomoo dispositivoque elimina

la placade ateromamedianteel cortey la extraccióno la abrasiónde la misma. La decisiónde

utilizarun balónde dilatacióno cualquierade los dispositivosdescritosdependedel criterio del

médico.Enlaactualidadestetipo deprocedimientosselograrealizarcon éxito inicial enun 90%

de los casos,sin embargoun 40% de las angioplastiasrealizadascon éxito vuelvenaestrecharse

al cabode un año,dandolugara la reestenosispostangioplastia.

6.- FISIOPATOLOGIA DELA REESTENOSIS.

Larespuestaa la angioplastiaarterialconsisteenunasucesiónde eventosmuyordenados

enel tiempo: enun primermomentovamosatenerun procesotrombótico-inflamatorio,mientras

que posteriormentetendremosun proceso sintético, a continuaciónpasaremosa repasar

brevementeambosprocesos.

6.1.-REESTENOSISTEMPRANA: ACTIVACION PLAQUETARIA.

La dilatación de las arterias carótidas normales con un balón inflado a 6-8 atmósferas

produce,en el 75%de los casos,unalesiónarterialprofundacon la consiguienteexposiciónde

las estructurasde la capamedia, CMLV y proteínasde la matriz extracelular,a la sangre

circulante.A los 45 minutos, existe una importantedeposiciónde plaquetasy fibrinógeno,

provocandounatrombosismural quepuedeinclusoevolucionaraunaoclusiónarterialaguda.La

trombosismural estádeterminadapor el sustratoarterialy el flujo. Ademásdel contactode la

sangrecon los colágenostipos 1 y III, que sonmuy trombogénicos,se libera tromboplastina

tisular. Ambosfactoresinician la coagulación,seproducetrombina y tambiénse expresael factor

tisularformandoseun trombolocal. En aquelloscasosen queel resultadode la angioplastiano

es óptimo, o bien seasociaun cierto gradode espasmocoronario,el diámetroarterial está

reducidoy aumentanlasfuerzasde cizallamiento.Los hematíesempujana las plaquetashaciala
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periferia y determinanque el númerode éstasque seadhierenseamayorcuantomenoresel

diámetrode dilataciónconseguidoen la angioplastia(4,159,55)

El resultadofinal seráque a las 24 horasdel procedimientoseobservaun grannúmero

de plaquetasadheridasenla zonade dañoarterialprofundo,y al mismotiempo,hay evidenciade

necrosisdealgunasCMLV de la capamedia.La cantidadde plaquetasva disminuyendocon los

díasamedidaqueavanzael procesode reendotelización.

Sin embargo,en los casoscon dañoarterialprofundoseobservantrombosmuralescon

distintosgradosde organizaciónqueseincorporana laparedarterialy provocandistintosgrados

de reestenosis.Enestesentidosentidoesimportanteseñalarla implicaciónde lasplaquetasen el

procesodeproliferacióny migracióndelas CMLV desdelacapamediahastala íntima. Comoya

hemosseñaladoanteriormante,los gránulosalfa de las plaquetasson ricos en factoresde

crecimientocomo el PDGFy el TGF-j3 por lo quela activaciónde las plaquetasno solamente

va a jugar un papel critico en la oclusión agudapor trombo, sino también en los procesos

sintéticosposteriores.Comotambiénsehaindicado,en estosprimerosmomentostrasel dañopor

balón seva ainducir una respuestainflamatoriaen la que los linfocitos T y los leucocitosvan a

tenerun papelfundamental.Estostipos celularesvan aliberar diferentescitoquinasquevan a su

vezainducir laexpresiónde proteínasde adhesiónen la paredvascularfacilitandola integración

deelementosformesdela sangredentrode la estructurade la pared.Porotro lado, la activación

de los leucocitosvaa hacerqueestascélulasliberenradicaleslibresy proteasasqueamplifican

el dañosobrela pareddel vaso.

Las plaquetasactivadasvantambiéna modularla capacidadde los leucocitosde liberar

citoquinas. En este sentido,se ha demostradorecientementecomo las plaquetasactivadas

potencianla liberación de interleucina 1 j3 e interleucina8 por los leucocitosa travésde la

interacciónde estascélulasconlaP-selectinaexpresadaen la superficieplaquetaria.
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Enresumen,la secuenciade eventosquellevana lareestenosisrequierenun dañoarterial

sustancial,el depósitode plaquetasy trombosismural, y la organizaciónde estetrombo en la

paredarterial.Esto provocala proliferacióny migraciónde CMLV de la capamediahaciala

íntima.

6.2.-REESTENOSISTARDIA: PROLIIFERACIONDE LAS CELULAS MUSCULARES

LISAS

En el modelo de rata,que esel mejormodelo experimentalparaestudiarla formación

neointimal,y siguealgunascaracterísticassimilaresal modelo del stent,la respuestade las CMLV

antela agresiónporbalón esla proliferacióny la síntesisde proteínasde la matrizy posterior

migraciónde estascélulasa la íntimaculminandoen la formaciónde la neoíntima<22)

En el modeloutilizado en estatesisde carótidade ratala respuestadelas CMLV frente

a la agresiónsigueun procesoque se puededividir en varias fases.La primera fase es la

“explosión” de la proliferacióncelular, que alcanzasu puntomáximopocosdíasdespuésde la

agresióny subsistedurantelos 10 díassiguientes,conla repoblaciónde la mediahastaalcanzar

el nivel anteriora la lesión.Estarespuestaproliferativasedebea laentradaen el ciclo celulardel

9-16% delas CMLV queformanla media<í3O)~

La segundafasesedebea la migracióndelasCMLV atravésde la láminaelásticainterna

paraformar la neoíntima. Las CMLV seobservanenla caraluminalde la láminaelásticainterna

ya desdelos 4 díasdespuésde realizadala lesión,y estascélulasformanun seudoendotelio.Se

desconocela duraciónexactade la migración,aunqueparecequela migraciónescompletaa las

dossemanas.

La trombosismuralpuedeserun factorimportanteen la segundaoleada.La eliminación

delasplaquetascirculantes,utilizandoanticuerposantiplaquetas,previenela apariciónde CMLV

en la caraluminal de la láminaelásticainternaa los 4 díasde la angioplastia,y reduceel tamaño
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dela lesiónde laintimaa los 7 dias<36t Un resultadosimilarseobtuvoal disminuir la liberación

dePDGF,medianteel empleode anticuerposde GP IIb/lIIa<36>. La migraciónde CMLV hacia

la íntimadisminuyea los 4 días<70) y tambiénparecequesereducela lesiónde la íntima<3~>• Sin

embargo,estetratamientono tieneefectosobrela replicacióncelulardel músculoliso.

La tercerafase serefiere a la proliferaciónsostenidade las CMLV de la íntima, que

contribuyenal crecimientorápidodela lesióndurantelas4 primerassemanasdespuésde realizada

la denudación.

Cuandosevuelvea estimularla neoíntima,puedeconsiderarsequeseproduceuna“cuarta

fase”potencial.Por otro lado, la cuartafaserepresentaunarespuestaproliferativaen la íntima

existente,y en consecuencia,esposiblequeseamásparecidaa la respuestaproliferativade la

íntimaarterialhumanacomorespuestaa la agresión.

Porúltimo, los cambiostotalesque afectanala masadependentambiénde la síntesisde

proteínasde la matrizcelular. En las arteriasde ratalesionadas,aproximadamenteel 80 % de la

íntimaestáconstituidaporcolágenotipo 1, elastina,osteopontinay proteoglicanos(99> Realmente

hoy estáen discusiónsilo que existeesunaactivacióndela sintesisde estasproteinaso una

disminuciónde su degradaciónporpartede las metaloproteinasas,ocurriendoen cualquiercaso

queel contenido netode las proteínasde matrizextracelularen la pareddel vasoaumente.

7.- FACTORES QUE DETERMINAN Y REGULAN LA PROLIFERACION DE LAS

CELULAS MUSCULARES LISAS

Se ha demostradoque tantoel endoteliocomo las CMLV de la arteriaadultanormal

secretanunos factoresinhibidores del crecimientoque sonparecidosa heparinoidesy que

mantienenlas célulasenun estadode reposo<14,139>

22



Introducción

Este estadode repososealteraríacon el traumaproducidopor la angioplastia,que

provocalaproliferacióndelasCMLV delacapamediaarterialy su migraciónala íntima.Ambos

procesosson estimuladosy reguladosporun complejo sistemade factoresde crecimiento,

secretadosporlasdiversascélulasqueintervienenenel procesoreparador.El másimportantees

el PDGF.Ademásexistenotrosfactoresde crecimientosemejantesal factorplaquetario(PDGF-

like) quesonsecretadospor lasCE, sobretodolas lesionadas,los monocitos,¡osmacrófagose

incluso por las mismasCMLV. Otros factoresde crecimiento son la interleucina-1 y la

interleucina-6,el factorde crecimientoepidermíco,el factor de crecimientode fibroblastosy el

similara la insulina.Todosestosfactoresinducenla proliferaciónde CMLV, aunqueel PDGFes

en el momentoactual el único conocidocon propiedadesquimiotácticasy que estimulala

migraciónde las CMLV desdela capamediaa la intima<144,156>•

La importanciade cadaunodelos factoresdecrecimientoy su interrelaciónestánaúnpor

determinar.Recientementese ha descritola falta de proliferaciónde las CMLV despuésde

realizarsela angioplastiaen el modelo de rata, mediantela administraciónde anticuerpos

monoclonalescontra el factor de crecimientofibroblástico <91>~ Ferns y cols., utilizando un

anticuerpopoliclonal anti-PDGF,han inhibido el desarrollode lesionesintimalesinducidaspor

la desendotelizaciónproducidapor un balón en la arteria carótidade ratasatímicas(ratas

incapacitadasparadesarrollarunarespuestainmune)<152> Asimismo seha descritoqueel PDGF

necesitade la presenciade otrosfactoresde crecimiento,como el KJF-1, parapoderinducir

satisfactoriamentela síntesisde DNA y la división celular (17> Si se confirmanestoshallazgos

inicialesen otras especies,podría decirseque algunosfactoresde crecimientoactúancomo

reguladoresautocrinosde la respuestade laparedarterial.

Los factoresmitogénicosconsiguenno sólo la duplicacióny migraciónde las CMLV, sino

queademássoncapacesde cambiarel fenotipodelasmismas,decontráctilesal fenotiposintético,

congrandescantidadesde retículoendoplásmico,ribosomasy mitocondriasen el citoplasma.En

esteestadosesecretancantidadeselevadasde proteínasglicosiladas,produciendo,unavezque

estánen la intima, el estromaconectivo,queforma la mayorpartede la hiperpíasiaintimal.
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Algunasdelas célulasquemigranno sedividen peropuedenhipertroflarseen respuesta

a hormonasvasoconstríctorascomola angiotensina~ ~>. Otrasproteínasplasmáticastambién

puedenregularlaproliferaciónde las CMLV. Porejemplo,el númerode moléculasde trombina

que quedanadheridasa las plaquetasdespuésdel dañovascular,y que soninaccesiblesa los

complejosdeheparina-antitrombinaIII circulantes,secorrelacionancon la cantidadde factores

de crecimiento secretadospor las plaquetas.A su vez, la trombina puedetambién inducir

hipertrofiade las CMLV (20) estimularla liberaciónde factoresde crecimientopor las propias

CMLV y provocarla proliferaciónde estascélulas<175tEnestesentido,Sarembocky cols enun

modelo en conejo que desarrolla aterosclerosismediante la alimentación con dieta

hipercolesterolemiante,handescritoun efectobeneficiosode la hirudina(queesun inhibidor del

receptordelatrombina)en la disminuciónde la reestenosisen comparacióncon la heparina<¡48>•
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Objetivos

El objetivogeneralde estatesisfue estudiarla importanciadel endotelioen la regulación

de la expresiónde la óxido nítrico sintasainducible en las célulasde músculoliso de lapared

vascular,y enconcretoen una situaciónen la que seinducedenudaciónendotelialcomoesla

angioplastiaporbalón.

OBJETIVOS

1.- Analizarel papeldel endotelioen la expresiónde la óxido nítrico sintasainducibleen

Japaredvasculary en célulasde músculoliso vascularen cultivo.

2.-Estudiarla expresióndela óxido nítrico sintasainducibleen un modelode denudación

endotelialin vivo realizadoen carótidade rata.

3.- Analizarel papelde las plaquetasen la expresiónde la óxido nitrico sintasainducible

enla paredvasculartrasla denudaciónendotelial.

4.- Analizarla importanciadela glicoproteinalib/lila y del factorde crecimientoderivado

delas plaquetasen la modulaciónde las plaquetassobrela expresiónde la óxido nítrico

sintasainduble en laparedvasculardesendotelizada.
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MaterialesyMétodos

Los experimentosdeestatesisserealizaronen dosnivelesde complejidad:

a) Experimentosrealizadosin vitro:

- Segmentosarterialesaislados.

- Célulasendoteliales(CE) y célulasde músculoliso vascular(CMLV)

en monocultivoy en cocultivo

b) Experimentosrealizadosin vivo:

- Denudaciónendotelialde la carótidaderecha.

1.- OBTENCION DE LA AORTA TORACICA.

Paraobtenerla aortatorácicase emplearonratasWistarmachode 300 + 50 gramos(6

mesesde edad).La manipulaciónde los animalesse realizósiguiendolas normasaprobadaspor

el Comité de InvestigaciónAnimal de la FundaciónJiménezDíaz. Despuésde anestesiara las

ratascon pentobarbitalsódico(200 mg/kg), los animalesfueron exanguinados,lavándosela

sangreremanentemedianteperíbsióncon 200ni] de salinoisotónicoaunapresiónde 100 mmHg.

Se eliminó la porciónaórticacomprendidadesdela arteriarenal izquierdahastala bifurcación

iliaca, conservandoel restodelaaortahastael cayado.La aortaaisladaselimpió cuidadosamente

de tejido conectivoy grasaadyacente.

Cuandofuenecesarioeliminarel endoteliode los segmentosaórticos,la desendotelización

serealizóin vitro de maneramecánicamedianteun suaveraspado.La desendotelizaciónde los

segmentosse comprobómediantetinción con hematoxilina-eosina.

Las aortascono sin endoteliosecortaronen segmentos,de aproximadamente1 cm, y se

preincubaronduranteunahoraen medio RPMI-1640sin rojo fenol, suplementadocon 10%de

suerodeternerafetal (FCS), 5 mniol/L de glutamina,2x105 U/L de penicilinay 2x105pg/L de
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estreptomicina.Serealizóunaprimeraincubaciónde 1 horaparaequilibrarlos vasosdel posible

estrés de aislamiento, reemplazándoseeste medio por otro medio fresco con la misma

suplementación.

Los segmentosaórticosse incubarondurante18 horasen unaincubadorahumificadaa

3~ y con 95 % 02 y 5% CO2. Transcurridoel tiempode incubaciónserecogieronlos mediosde

cultivo paralaposteriordeterminacióndenivelesdenitritos, congelándoselos segmentosaórticos

inmediatamenteen nitrógenolíquido parala cuantificacióndela expresiónde la NOSi.

2.-. OBTENCION Y CULTIVO DE CELULAS ENDOTELIALES.

LasCE seaislaronde aortabovinasegúnel métodode Jaifey cols<7=) La aortase limpió

detejido conectivoy seligaron las arteriasintercostales.La superficiede la luz del vasoselavó

contampónPBS(2,6mmol/L KCl; 1,5 mmol/L KI-12P04; 137 mmol/LNaCí; 8 mmol¡L NaH2PO4;

5,5 mmol/L glucosa;pH 7,4), con el fin de eliminar las células de la sangreadheridas.

Posteriormentesecerróun extremodel segmentoarterial,medianteclampaje,y el vasoserellenó

con una soluciónque conteníacolagenasaTipo II (Sigma)en concentración500 mg/L. Tras

cerrarel extremoopuesto,la arteriaseincubóa 370 C durante30 mm. Transcurridoesetiempo,

la reacción de la colagenasase paró con medio RPMI-1640 que contenía10% de FCS y

suplementadocon 5 mmol/L de glutamina, 2x1Ér
5 U/L de penicilina y 2x105 ~g/L de

estreptomicina,centrifrigándosea 1800rpmdurante10 minutosparala obtenciónde las CE. El

precipitadoqueconteníalasCE sesembróenplacasdecultivo, manteniéndoseen unaincubadora

humificadaa370C y con 95%O~ y 5% CO
2, cambiándoseel medio de cultivo cadatresdías.La

identificacióndelas célulasserealizómicroscópicamentemediantesu aparienciapavimentosay

bioquimicamentemedianteladetecciónde FactorVIII.

Paralos distintosexperimentos,las CE seutilizaron entreel 10 y 30 pase(realizados

mediantetripsinizaciónde las célulasobtenidasen el cultivo primario, contripsina/EDTA)y en

estadode confluenciacompletaenmonocapa.Los experimentosserealizaronen célulascrecidas

en cajasde 6 y 24 pocillos.
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3.-.ORTENCIONY CULTIVO DE CELULAS DE MUSCULO LISO VASCULAR

LasCMLV seobtuvierondeaortasbovinasde las quepreviamentesehabíaeliminadoel

endotelio.Lacapade tejidomedio secortóenpequeñossegmentosy estossetransfirierona cajas

de cultivo queconteníancolagenasaTipo 2 (Worthington,USA) en concentración3000mg/L.

Los segmentosseincubarona 37 0C durante4 horas.Transcurridoel tiempode incubación,la

soluciónde colagenasaselavó con medioMEM suplementadocon 10%de FCS quecontenía

2x105U/L de penicilinay 2x105 pg/L de estreptomicina.

Las célulasencultivo semantuvieronen las mismascondicionesque lasCE (incubadora

humificadaa 370C y con95%O~ y 5% CO
2),cambiándoseel mediode cultivo cada4 días.

Mediantemicroscopiaópticaseobservóquelas célulasmostraronla típicamorfologíade

“colina y valle” y reaccionaronde manerapositiva al anticuerpomonoclonalanti-a-actina

(BoehringerMannheim).

Una vez que las CMLV migraronde los explantesy crecieronhastala confluenciase

tripsinizaroncon tripsinia¡EDTA. Al igual quelas CE, las CMLV se usaronentre 1~ y 30 pase.

Pararealizarlos experimentosdemonocultivolas CMLV setransfirieronmediantetripsinización

ac~asde6 ó 24 pocillos. Pararealizarel cocultivo las CMLV sesembraronen filtros paracajas

de 6 ó 24 pocillos (membranasmicroporosasde 0.4 pm de poro,Millipore). Entre3 ó 4 horas

antesde sembrarlas CMLV en los filtros, estosse cubrieroncon colágenoTipo 1 (Sigma)en

concentraciónde 3 gr/L.
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4.- COINCUBACION DE CELULAS ENDOTELIALES Y DE MUSCULO LISO

VASCULAR

El sistemade cocultivo se realizó segúnel métododescritoporLópez-Farréy cols <~>

colocandolos filtros queconteníanlas CMLV dentrode los pocillos dondesesembraronlas CE.

Pararealizarel cocultivo sereemplazóel medioMEM de las CMLV pormedioRPMI-1640para

quetodoel sistemadel cocultivocompartierael mismomedio de cultivo. La coincubaciónde los

dostipos celularesse mantuvodurante18 horas.

En estesistemade cocultivoambostipos de célulascompartenel medio, porlo quees

posibleun intercambiode factoressin queexistacontactofisico entrelas CE y las CMLV. (Figura

3). Estatécnicade cocultivotambiénpermiteel procesamientoindependientede cadatipo celular.

Paraestosexperimentosseusaronplacasde 6 pocillos.

Figura3.-Esquemadecocultívoentrelas

célulasendotelialesy célulasde músculo

liso vascular.Ambostiposcelularesestán

separadospor unamembranapermeable

quepermiteel pasode factoressin estar

encontactolas células.

Músculo Liso
Vascular
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5.- MEDIDA DE PRODUCCIONDE OXIDO NíTRICO.

Se determinóla capacidadde producir NO en segmentosarterialesendotelizadosy

desendotelizados,en CMLV y en cocultivosentreCE-CMLV. La medidaserealizómediante

la cuantificacióndel ión nitrito (NO;), el metabolitoestablegeneradode la oxidacióndel NO en

el mediode incubación,medianteel reactivode Griess<~>.

En el casodecultivoscelulares,tanto las CMLV comolos cocultivosentreCE y CMLV

se sembraronen cajasde 6 pocillos; y tanto las CMLV en cocultivo de CE+CMiLV y los

segmentosarterialesseincubaronenpresenciao ausenciade LPSdurante18 horas.

Transcurridaslas 18 horasde la incubación(en incubadorahumificadaa 370y con 95 %

0~y 5% CO2) serecogióel medio de cultivo y trascentrifl.¡gación(2.500rpm durante10 minutos)

semidieron los nivelesde nitritos en el sobrenadante.La cuantificaciónse realizó mezclando

volúmenesigualesdel sobrenadantey del reactivodeGriess(sulfonamida1%; N-1-dihidrocloruro

de naifilenediamina0.1%; y ácidofosfórico 5%) incubándose1 horaa 60
0C . La lecturade las

muestrasseefectuóen un espectrofotómetro(modeloU-2000,SpectrophotometerLtd) a una

absorbanciade 540 nm. La concentraciónde nitritos sedeterminópor comparacióncon una

soluciónestándarde nitrito sódicopreparadaen el mismomediode cultivo.

En el casode segmentosarterialeslos resultadosseexpresancomo pmol/mg de peso

húmedo,y en el casode cultivos celularescomo nmol/L x 106 células.
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6.- EXPRESIÓN DE LA PROTEINA OXIDO NíTRICO SINTASA INDUCIBLE.

Se determinóla expresiónde la proteínaNOSi por la técnica de Westemblot en

segmentosarterialescony sin endotelio, en CMLV en monocultivoy en cocultivocon CE, o en

carótidasdesendotelizadas.

Tantolos cultivoscelularescomolos segmentosarterialesseincubaronen lascondiciones

descritasanteriormenteenpresenciao ausenciade LPSdurante18 horas.Transcurridoel tiempo

de incubaciónseprocedióa lisar tanto los segmentosarterialescomo las CMLV paraextraerlas

proteínas.Los segmentosarterialesse pulverizarony las CMLV serecogieronmedianteraspado

suave.De la mismaforma,cuandofue necesariose pulverizaronlas carótidas.

La solubilización de las proteínasse realizó medianteincubaciónde las muestrascon

tampónde lisis (0,25 M Cl2Mg; 10% glicerol; 5% Nonidet; 0,025 M Hepes; io~ M PMSF; 10

~tg/mlleupeptina;10 aig/mlpepstatinaA) durante1 horaa4
0C. Tras la centrifugacióna 13.000

rpma40C durante5 minutossedeterminóla concentraciónde proteínasde las muestrasmediante

el métodode Bradford <9>~ Las proteínassemezclaroncon soluciónde Laemmli<85> conteniendo

2-j3-mercaptoetanol.

Las proteínassesepararonporelectroforesisen un gel de 10% de poliacrilamida(15

gg/línea),transflriéndosea unasmembranasde nitrocelulosa(Immobilon-P,Millipore). Estas

membranassebloquearonmedianteincubacióna40C durantetodala nochecon5% de albúmina

en TBS-T (20 mM Tris-CIH; 137 mM CINa; 0,1 %Tween20).El análisisde Westernblot se hizo

con un anticuerpomonoclonalanti-NOSi(TransductionLaboratories,Lexington). Paraello las

membranasseincubaronconel primeranticuerpo(1:2500)durante1 horaatemperaturaambiente

y despuésde sucesivoslavados,se expusierona un segundoanticuerpo(anti-IgG de ratón

conjugadoconperoxidasa)aunadilución de 1:1500durante1 horaatemperaturaambiente.La

proteínaespecíficacorrespondientea la NOSi sedetectómedianteel reveladode lasmembranas

por quimioluminiscencia(ECL, Amersham)y se evaluó la expresión de la proteínapor
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densitometría(Molecular Dynamics). Para la determinacióndel peso molecular se usaron

proteínascomomarcadoresdel pesomolecular(SigmaChemicals).

Paradeterminarla especificidaddel anticuerpomonoclonalanti-NOSi sehicieron dos

comprobaciones.Primero seanalizóla reactividadcruzadadel anticuerpocontrala isoforma

NOSeusandohomogenadosde CE de ratay de aortabovina. Los cultivos de CE de ratase

realizaronsegúnel métodode McGuire y cols <~>.

La segundacomprobaciónde la especificidaddelanticuerpocontrala NOSi fue la reacción

de reconocimientocon el control positivo obtenidode un homogenadode macrófagosde rata

activadoscon LPSde E. coli.

7.- MODELO DE DENUDACION ENDOTELIAL IN VIVO.

Se realizóun modelode denudaciónendotelialestandarizada,y paraello seemplearon

ratasWistarmachode 300 ± 50 gramos(6 mesesde edad).La manipulaciónde los animalesse

realizó siguiendolas normasaprobadasporel Comitéde InvestigaciónAnimal de la Fundación

JiménezDíaz.

Despuésde anestesiara las ratascon pentobarbitalsódico(200mg/kg), serealizóuna

incisiónmedialongitudinal queseextendíadesdela mandíbulaal esternón.Mediantela disección

romase despegaronlas glándulassubmaxilaresy los ganglioslinfáticos, seccionándolosen su

porciónmediaparapoderreclinarloslateralmentecon facilidad. Unavez separadoel músculo

esternocleidomastoideoy seccionadoel omohioideoapareceel paquetevasculo-nervioso.Se

diseccionóla bifurcacióninternay externade la carótidaizquierda,y serealizó unapequeña

arteriotomiaenla carótidaexterna,insertándoseun catéterdebalón2FFogarty(BaxterEduards

US).
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El catéterseintrodujo en la aorta,2 cmdetrásde la bifurcaciónde la carótida,como se

puedeveren el esquema(Figura4). Entoncesseintió con 0,2ml de aire,a6 atmósferas,durante

60 segundos,y duranteel tiempo quedurael inflado semanipulóel balón en sentidorotatorio

axial y longitudinal,con el fin de obtenerun áreavascularde 20 mm condenudaciónendotelial

completa.Esteprocedimientoserepitió 3 vecesy posteriormenteseretiró el catéterhastael punto

de entrad&

Retiradoel balón,sesuturó el lugardelapuncióncarotídia,y los animalessemantuvieron

vivos, con una dietanormalab ¿¡bit,¡m, hastael sacrificio. La eleccióndel vasosedebea la

facilidad de accesoal mismo, sudiámetro,que permiteel uso de balonesconvencionales(2F

Fogarty), y su bilateralidad,que permitedisponerde un vasocontrol como medidabasal en

comparacióncon laarteriaangioplastiada.

Figura4. Esquemadelprocedimientopara

realizar la denudaciónendotelial en la

carótidade la rata. La zonaenrojo muestra

la zonadesendotelizadaporbalóny queffie

la quese utilizó paralos experimentos.

Balón angioplastb

Zona desendotelliada

t 4
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a

Figura5.ay 5.b.- En las figuras5.a y 5.bseobservala cervicotomiay posteriordiseccióndel planomuscular(Sa)

hastallegaral paquetex’ásculo-ncn’ioso(5.b).
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Figura Ssy 5.d.-Arteria carótidadisecadaanivel dc subifurcación(Sc), e introduccióndelbalóndeangioplastia

a travésdela arteriacarótidaexterna(5.d).
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Figura5.ey 5.f .- Progresióndel catéterhastalazonadondeserealizarála denudaciónendoteliala nivel dela

aorta(Se), y posteriorinflado del balón (Sp.
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ambosladosde la arteriotomia(5.h).

ti’ ~=
h

2

Figura5.g y 5.h.-Extraccióndelbalón deangioplastia(Sg) y posteriorligaduradc la arteriacarótidaexternaa
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Figura5.¡ y 5.j.- Cierreporplanosy aspectofinal del animal.
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Paraprevenirla endotoxemia,2 díasantesde realizar la denudaciónlas ratasfueron

tratadascon 1,17 g/L deamoxicilinay 0,29 gIL de ácidoclavulánico.Estetratamientose continuó

hastaquelos animalesfueronsacrificados.

Las arteriasdalladascon el balónde la formadescritaantes,serecogieronalos distintos

tiempos:6, 24 y 48 horasy a los 7, 14 y 30 días.En todoslos experimentos,la arteriacarótida

derechacontralateralseusócomocontrol. A los tiemposindicados,las ratasfueronanestesiadas

y exsanguinadas.Losposiblesrestosde sangrefueronlavadosporperfbsiónatravésde la aorta

abdominalcon 100 mL de salinoisotónicoaunapresiónde 100 mnHg. Inmediatamentedespués

de estasmaniobras,ambascarótidasfueron extraídasy, o bien congeladasrápidamenteen

nitrógenolíquido paraposterioresdeterminaciones,o bienincluidasenparafinaparasu posterior

estudiohistológico.

8.- ESTUDIOS HISTOPATOLOGICOS.

Se llevarona caboanálisismorfométricosdelascarótidasangioplastiadas.Despuésde fijar

las arteriascon formaldehídoal 4 % en PBS, se cortaronpiezasde 5 mm y seincluyeronen

parafina.Conun microtomo(Micron, Francia)se realizaroncortesde 4 vm de grosor,setiñeron

con hematoxilina-eosina,tricrómico de Massony orceina. De todas estaspreparacionesse

hicieronfotograflas.
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9.- PREPARACION DE UNA SUSPENSIONDE PLAQUETAS.

La sangrede 6 ratasfije recogidaen unasoluciónal 10% (y/y) de ácido-citrato-dextrosa,

y centrifugadaa 1000 rpmdurante30 minutos,a temperaturaambiente,recogiendodeestaforma

el plasmarico enplaquetas(PRP)(%,9¶>~ Las plaquetasfueronaisladasdel PRPporcentrifugación

a 2500 rpm durante15 minutos.Unavezaisladaslas plaquetas,estasfueronresuspendidasen

medioRPMII, parasercoincubadasposteriormentecon las carótidasdesendotelizadas,en unas

concentracionesquevariabandesde1x105 a 1x108 plaquetas/nt,durante18 horas.El número

de plaquetasse determinómedianteun contadorCoulter. Cuando se necesitóactivar las

plaquetas,seactivaronporadiciónde colágeno(20 mg/mL).

10.- PRODUCCION DE UN SUERO ANTIPLAQUETAS DE RATA.

El sueroantiplaquetasde ratase obtuvo, segúnse describeen la bibliografia,de la

siguiente manera <lo?>. las plaquetasaisladas,obtenidasde ratas Wistar control fueron

homogenadasen eladyuvantedeFreund,y selasinyectósubcutáneamentea un conejoEl plasma

delconejose recogióporplasmaféresis10 díasdespuésde ¡asegundainmunización.Un suerono

inmune,de conejosque no habíansido inmunizados,se obtuvotambiéncomo control (grupo

IgG).

A las ratasWistarseles inyectóel sueroantiplaquetas(acAP)o el suerocontrol(IgO),

30 mg/lOOmg depeso,24 horasantesde la intervención.Estadosisde sueroAPabproduceuna

severatrombocitopenia,concantidadesde plaquetasmenoresde 10000células/mm3alas 24 horas

de inyectadoel suero,lo que representaunareduccióndel 85% (P<0,01)con respectoa las

cantidadesdeplaquetasdelasratastratadascon el sueroIgO. Las arteriasdañadasserecogieron

a las 6,24 y 48 horasdespuésde la denudaciónendotelial.
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11.- DETERMINACION DE LOS NIVELES PLASMATICOS DEL FACTOR DE

NECROSIS TUMORAL (TNF-a).

Se midieronlos nivelesplasmáticosdelfactordenecrosistumoral(TNF-cz) de dosgrupos

de ratas, los correspondientesa las ratastratadascon el anticuerpoantiplaquetasde rata,y a las

ratastratadascon la IgO no específica(acAP y IgO), 24 horasdespuésde la denudación

endotelial. La sangrede las ratasserecogióen una soluciónal 10% (y/y) de ácido-citrato-

dextrosa,y secentrifugóa2500rpmdurante15 minutosa40C. Los nivelesplasmáticosde TNF-a

sedeterminaronmediantela técnicade ELISA, conun kit comercial(Chromogenix,Sweden).La

viabilidad intrae inter ensayodel kit fue de 1,1%y 4,7%respectivamente.

12.- BLOQUEO DE LOS RECEPTORES DE LA GLICOPROTEINA lib/lila

PLAQUETARIA Y DEL RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO DERIVADO

DE LAS PLAQUETAS.

Se admiistró a las ratas c7E3 Fab (abciximab, Reopro, Eh Lilly y Centocor, Leiden

Holanda),un fragmentoFab del anticuerpomonoclonalc7E3de la quimerahumano-ratón,que

seuneal receptorde la glicoproteinalib/lila de la plaqueta,impidiendosuunión. Administramos

el Fab c7E3 como un bolo intravenoso(500 mg/ldlo de peso), inmediatamenteantesde la

desendotelización,seguidade unainfusión continuade 10 mg/kg de peso,durante60 minutos

despuésde la intervención.LasratastratadasconunaIgG no específicaadministradade la misma

formay dosisqueel Fab c7E3,sirvieroncomocontroles.Las carótidasdañadasse recogieron24

horasdespuésde la denudacíon.

Previamentesehabíademostradoenla literaturaqueel factorde crecimientoderivadode

las plaquetas(PDGF)inhibela expresióndelaNOSi, y quisimoscomprobarla implicaciónde este

factorenel efectoquelas plaquetasejercíansobrela expresiónde laNOSi en la paredvascular.

Paraesteobjetivo, las ratasrecibieronun tratamientooral con un antagonistacompetitivodel

receptordelPDGFcomoesel trapidil (triazolopirimidina,UCB Pharma,Barcelona,España)<‘~>.
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El trapidil seañadióal aguadebebida(20 mg/kg de peso),dosdíasantesde la intervencióny

hastael momentode sacrificaral animal. El grupocontrolfue un grupode ratasquerecibieron

aguasolamente.En amboscasos,las carótidasdañadasserecogierona las 24 horasdespuésde

la denudaciónendotelial.

13.- MEDIDA DELA AGREGACIONPLAQUETARIA EX-VIVO.

Se evaluóla agregaciónplaquetariaen respuestaal ADP, paracomprobarel gradode

bloqueoinducido con el tratamientocon c7E3 Fab. En resumen,inmediatamentedespuésde

terminadaunainfusiónde 60 minutosdel anticuerpofrenteal GP lIb/lila, serecogióla sangrey

seobtuvo el PRP,como previamenteseha descrito.Seajustóel númerode plaquetascon un

plasmapobreen plaquetasobtenidode las mismasratas,aunacantidadde 2,5x108células/mL

La activaciónplaquetariasemidió en un agregómetro(Chronolog,de 2 canales,Havertown,

USA), como estádescritoen la bibliografla<~‘~>. Previamente,unamuestrapobreen plaquetas

seusó como control paraobtenerel 100%detransmisiónde luz. El PRP(500mí) se incubóa

370C enel agregómetroconunaagitacióncontinuade 1000rpm, y seestimuló la agregacióncon

ADP (1Oó molIL). Paraestandarizarlas medidas,solamentese usó el valor obtenido por

turbidimetríaa los 3 minutos,yaqueestetiempocorrespondeal máximo valorde la primeraonda

de agregación.Esta primeraondaes representativade la activación plaquetariamásque la

agregación,y esparcialmentereversible.
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14.-ALNALISIS ESTADíSTICO.

Los resultadosquerequierenestadísticaseexpresancomo media+ errorestándarde la

media(X + EEM). Cadaresultadocorrespondeaun mínimo de 7 experimentosen cadacaso,

exceptoque seespeciflqueotro valor. Cuandosecompararonexclusivamentedos mediasse

utilizó el testde “t” de Student,deformaemparejadao no emparejada,segúncadacaso.Cuando

setratabade compararvariasdistribucionesde valores,seutilizó un análisisde varianzade una

entradao un análisisdevarianzade dobleentrada,seguidodeunapruebade comparaciónmúltiple

de media(Scheffé).En todoslos casos,seconsideróque existíandiferenciasestadísticamente

significativassi la p eramenor de 0.05. Las pruebasestadísticasseefectuaronmedianteel

programaSigma(Horus, Madrid).
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Resultados

Los resultadosde estatesisestánorganizadosen 3 partes:

1 - En la primerapartede estatesis se estudiala importanciaque tienela CE en la

regulaciónde laexpresiónde laNOSi en segmentosaórticosaisladosy en un sistemade

cocultivo de CE conCMLV.

2 - Enla segundaparteanalizamosen un modelode denudaciónendotelialin vivo, cómo

se expresala NOSi.

3 - Utilizandoun modelo in vitro e in vivo de denudaciónendotelial,analizamosel papel

de las plaquetasactivadassobrela expresiónde la NOSi en laparedvascular.

Los experimentosde estatesisestánrealizadosen segmentosaórticos,en un sistemade

cocultivo entreCE y CMLV, y en carótidasde ratasWistar machoque previamentehabían

sufridoun procesode desendotelizaciónin vivo medianteun balón de angioplastia.

1. EFECTO DEL ENDOTELIO EN LA EXPRESIÓN DE LA ÓXIDO NÍTRICO

SINTASA INDUCIBLE EN LA PARED VASCULAR

1.1. Producción de nitritos en segmentosarteriales.

En condicionesbasaleslos segmentosarterialesa los que se les habíaeliminado el

endotelioliberaronunacantidadmenorde nitritos quelos segmentoscon endoteliointacto.El

tratamientode los segmentoscon o sin endoteliocon ¡ipopofisacáridode E. coli (LPS) (10

ng/mL) durante18 horasincrementóla acumulaciónde nitritos en el medio de incubación.Sin

embargo,el incrementode nitritos obtenidotrasla estimulaciónconLPSfue significativamente

mayoren los segmentosdesendotelizadosrespectode los endotelizados(Figura6).
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Paradeterminarsi la produccióndenitritos sederivabadelavíaL-argiina-NO,seañadió

al medio de cultivo L-NAME (l0~ mol/L), un análogocompetitivode la L-arg y por tanto

inhibidor de la síntesisde NO. La presenciade L-NAME disminuyóde manerasignificativala

acumulacióndenitritos en los segmentostratadoscon LPS (% de inhibiciónen laproducciónde

nitritos: 87±4,n6, p-CO.O5).

*

*

-ji
m

BASAL ¡1>3 BASAL LPS

Figura 6. Producción de nitritos

inducida por LPS (10 ng/mL) en

segmentosaórticoscony sin endotelio.

Los resultadosseexpresancomomedia

4 EEM (n=7). * p<O.OS respectoal

basal.

1.2. Expresión de óxido nítrico sintasaen segmentosarteriales.

Los cambios en niveles de expresión de NOSi sedetectaron por Western blot. En

condicionesbasaleslos segmentosarterialescon y sin endoteliomostraronunaleveexpresiónde

NOSi (Figura7.a).Es decir,queaúnencondicionesde ausenciade LPSseobservóunapequeña

expresiónde NOSi a pesarde queel medio de incubaciónde los segmentosaórticoscontenía

antibióticosparaimpedirla presenciade bacterias.

La estimulacióndelos segmentosendotelizadosy desendotelizadoscon LPS (10 ng/mL)

durante18 horasindujo la expresióndelaproteínaNOSi. El nivel de expresiónde NOSi inducida

por LPS en los segmentosdesendotelizadosfue de mayor magnitudque en el caso de los

segmentosconendotelio(Figura7.ay 7;b).

Nitritos (pmol/mgdepesohúmedo)

400

300
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100

0

+ ENDOTELIO . ENDOTELIO
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Se comprobóla especificidaddel anticuerpomonoclonalusadopara reconocera la

proteínaNOSi. El anticuerpomonoclonalempleadono reconocióa la isoformade la proteína

óxido nítrico sintasaendotelial(NOSe),ya que no se observóla apariciónde ningunabanda

utilizando un homogenadode CE de aortade rata(Figura 7.a). Sin embargo,el anticuerpo

monoclonalusadoreconociódemaneraespecíficaa la isoformaNOSi (130KDa) procedentede

un homogenadode macrófagosde ratónactivadoscon LPS (Figura7.a).

Figura7.a.Westernblot representativomostrandola expresióndeNOSi ensegmentosaórticoscony sinendotelio

estimuladoso no conLPS(10ng/mL).Tambiénestárepresentadoun controlpositivo (homogenadode macrófagos

de rataactivadosconLPS)y un control negativo(homogenadodeCE deaortade rata) de laespecificidaddel

anticuerpoanti-NOSi empleado.

Figura7.b. Análisisdensitornétricodel

Westernblot.
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2. EFECTO DEL ENDOTELIO EN LA EXPRESIÓN DE LA óXIDO NíTRICO

SINTASA INDUCITBLE EN CÉLULAS DE MÚSCULO LISO VASCULAR EN UN

SISTEMA DE COCULTIVO

Para analizar si realmente el endotelio regulaba la expresión de NOSi, serealizaron

experimentosutilizando un sistemade cocultivoentreCE y CMLV.

2.1. Producciónde nitritos en células de músculo liso vascularen monocultivo y en

presenciade célulasendoteliales

En condicionesbasaleslas CMLV liberaronnivelesmuy pequeñosde nitritos al mediode

incubación.La estimulaciónde CMLV conLPS(10 ng/tuL) durante18 horasprodujounagran

acumulaciónde nitritos en el medio de cultivo (Figura8). Paradeterminar¡a especificidadde la

determinaciónde nitritos como medidade la producciónde NO por las CMLV, se añadióal

medio deincubaciónL-NAME (1O~ mol/L), inhibidor de la síntesisde NO, o dexametasona(UY

mol/L), un inhibidor de la expresiónde NOSi. La acumulaciónde nitritos en el medio de cultivo

de CMLV disminuyóde manerasignificativaen presenciadeL-NAME y de dexametasona

(86±2% y 63 + 4%,respectivamente;n=4,p<0.05).

Encondicionesbasales,la presenciadeCE no modificó lapequeñaliberaciónde nitritos

al medio de incubaciónobtenidacon las CMLV solas(Figura8). Sin embargo,la liberaciónde

nitritos al medio de incubaciónestimuladacon LPSfue significativamentemayoren CMLV que

en el cocultivo entreCMLV y CE (Figura8).
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Figura 8. Produccióndenitritos en CMLV

___________________________ en monocultivoy en presenciade CE, en

condicionesbasalesy estimuladasconLPS

(10 ng/mL). * p<0.05 respectoal basal,

t p’tO.05respectoa CMLV incubadascon

LPS.

2.2. Expresión de óxido nítrico sintasa inducible en células de músculo liso vascular en

monocultivo y en presenciade célulasendoteliales

Las CMLV mostraronuna mínima expresiónde NOSi en condicionesbasalesy esta

expresiónno semodificócuandolas CMLV seincubaronen presenciade CE (Figura9.ay 9.b).

La estimulaciónde lasCMLV durante18 horasconLPS(10ng/mL) aumentóla expresión

de NOSi (Figura9.ay 9.b). La presenciade CE disminuyóde manerasignificativala expresión

de NOSi inducidaporLPS en CMLV (Figura9.ay 9.b).

Figura9.a. Westernblot representativomostrandola expresióndeNOSi en CMLV enmonocultivoy enpresencia

deCE. encondicionesbasalesy estimuladasconLPS (10ng/mL).
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Figura 9.b. Análisis densitom¿tricodcl

Westernblol.

3. EFECTO DE LA DENUDACION ENDOTELIAL IN VIVO EN LA EXPRESION DE

LA OXIDO NITRICO SINTASA INDUCIBLE.

3.1. Denudaciónendotelial de la carótida de rata.

Un casoparticular en el cual va a existir CMLV, pero no CE, esen la angioplastia, donde

vamosa tener una denudaciónendotelial producida por el balón. Para comprobar el alcancede

la lesión, despuésde realizada la angioplastia, recurrimos en primer lugar a realizar una tinción

cori salesdeplata.
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3.1.1.Tinción con salesde plata.

Sabemosquela platametálicatiendea depositarseen formade finos precipitadossobre

estructurasfibrilares finaso sobrefibras reticularesde tejido conectivo.De formaquelasfibras

reticularesadquierenunacoloraciónnegray las fibras colágenasunacoloraciónamarill&

En la Figura1O.aseobservaun segmentoarterialen su extensiónluminal,y en estecaso,

la coloraciónnegracorresponderíaalasfibrasreticularesqueseencuentranpordebalode lasCE.

Como se puede ver, las fibras reticulares teñidas forman un perfecto entramado que

corresponderíaala disposiciónen forma de “pavimento” de las CE. Sin embargo,en la Figura

1 0.b se puede observar el segmento arterial después de haber sido sometido a una

desendotelizacióncon balón,y seve como las fibras reticularesya no forman un entramado

perfecto,lo queponede manifiestola perdidade la organizaciónendotelial.
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Figura10 .- Lasfotograflasmuestranla tinción connitratodeplatadeun segmentoarterialde rata.incluido en

parafina.En la figuralO.apuedeverselasecciónarterialsin habersufrido ningunaalteración,mientrasqueen

la figura IO.b puedeversela secciónarterialdespuésdehabersufridounadesendotelización.
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3.1.2.Estudioshistopatológicos.

Paraestudiarla evoluciónde lalesiónproducidaporla denudaciónendotelial,seprocedió

arealizarun estudiohistopatológicocon inclusión en parafinay tinción con hematoxilina-eosina

y técnicade tricrómicode Masson.

A) Hematoxilina-eosina.

Se realizóun estudiodeconjuntoenlascarótidasangioplastiadasobtenidasa las 24 horas,

7 y 30 días. Como sepuedeobservaren la Figura 11 .a y 11 .b, a las 24 horasseve como ha

desaparecidoel endotelioy sehaformadoel trombomural despuésde la lesión.Estetrombo,en

unprimermomento,esun trombomuy pocoorganizado,con grancantidadde hematíes,escasos

depósitosde material fibrinoide y ocasionalespolimorfonucleares.

A los 7 días (Figuras11 .c y 11 .d) se empiezaaverciertarevascularizacióndel vaso,ya

queseha comenzadoadisgregarel tromboy las CMLV yahanempezadoa migraral espacioque

ocupadalacapasubendotelial.Estetrombo tieneunanaturalezadistintadel de 24 horas,pueses

un trombo rico en fibrina, estámuchomás organizadoo células de aspectofibroblástico o

miofibroblástico.

A los 30 días(Figuras11 .ey 11.0, seobservaqueel neoendotelioya estáformado,y que

desdela láminaelásticainternahaciala luz, hay un cierto engrosamiento,queseha producido

como consecuenciade la migracióny proliferaciónde las CMLV de la media.El trombo ha

desaparecidocasi porcompleto.
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e

Figura 11.ay 11.b. Análisis de las lesionesvascularesproducidaspor baUm a las24 horas de realizada la

denudación endotelial. En la figura 1 1.a se ve la microfotografia a pequeño aumento de una sección

representativadecarótidaangioplastiadaobtenida24 horasdespuésdeladenudaciónendotelial(Magnificación

x40), mientrasqueen la figura II .bseobserva un detalledeestamisma sección(Magnificaciónx400),teñidas

ambasconhematoxilina-cosina.
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Figura iLe y ii.d. Análisis de las lesionesvascularesproducidas por baUm a los7 días de realizada la

denudación cudotelial. En la figura 11 .cseve lamicrofotografía a pequeñoaumentode una secciónrepresentativa

decarótidaangioplastiadaobtenida7 chasdespuésde ladenudación(Magnificaciónx40), mientrasqueenla figura

1 l.d seobservaun detalledeestamismasección(Magnificaciónx400), teñidasambascon hematoxilina-cosina.
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Figura 11.ey 11.f. Análisis de las lesionesvascularesproducidas por balón a los 30 dias de realizada la

denudaciónendotelial. En la figura 11 .eseve lamicrofotografia a pequeñoaumento deuna secciónrepresentativa

decarótidaangioplastiadaobtenida30 diasdespuésdela denudaciónendotelial(Magnificaciónx40),mientras

que en la figura 11 .f seobservaun detallede estamisma sección(Magnificaciónx400), teñidasambascon

hematoxilina-cosina.
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B) Tinción deMasson.

Con las tincionestricrómicas sevan a teñir fibras colágenas,que forman el

componenteestromalexistenteentre los espaciosextracelulares.Deestaforma, los núcleos

adquierenun colorazul-negruzco,las fibras muscularesy eritrocitos,un colorrojo y el colágeno

un color verde.

En la Figura12, seobservala tinción de Massonde las carótidasangioplastiadas

obtenidasa las24 horas,7 y 30 días.En las Figuras12.ay 12.b,quecorrespondenalacarótida

obtenidaa las 24 horasde realizadala angioplastiase ve como ha desaparecidoel endotelio,se

haformadoel tromboqueocupacasitotalmentela luz del vaso,y no hay todavíaengrosamiento

de la neoíntima.Además, se puedever como hay un cierto daño en la capamuscular,con

infiltración de hematíes.

A los 7 días (Figuras 12.c y 12.d), concierta revascularizacióndel vaso,hay

todavía una ocupaciónparcial de la luz por un trombo compuestopor hematíes,fibrina,

neutrófilose histiocitos.Y aunquesesigueobservandoel dañoen la capamuscularseapreciael

comienzode neoendotelizaciónvascular.

A los 30 días (Figuras12.e y 12.0, seobservaque el neoendotelioya está

formado, con un notableengrosamientopormigracióny proliferaciónde lacapamedia.

En latécnicadeorceina,quetiñe fibraselásticas,tambiénse apreciaun aumentopaulatino

de la capamuscularconocupaciónde la neoíntima.
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Figura fl.a y fl.b. Análisis de las lesionesvascularesproducidaspor balón a las24 horasde realizada la

denudación endotelial. En las figuras 12.ay 12.b se ven microfotografías de una secciónrepresentativa de

carótida angioplastiada, obtenidas a las24 horasdespuésde la denudaciónendotelial(Magnificaciónx400, e

inmersión), teñidas con la tinción de Masson.
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Y,

Iia t ——Figura 12.cy 12.d. Análisis de las lesionesvascularesproducidas por balén a los 7 din de realizadala

denudación endotelial. En la figura 12.c se ve una microfotografía a pequeño aumento de una sección

representativade carótida angioplastiada,obtenidas a los 7 días (Magnificación x40),mientras que en la figura

1 2.d se observaun detallede estamismasección(Magnilicaciónx400), teñidasambascon el tricróniico de

Masson.
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Figura 12.ey 12.f. Análisis de las lesionesvascularesproducidas por baUm a los 30 dias de realizada la

denudaciónendotelial.En la figura 12.e se ve una microfotografía a pequeñoaumentode una sección

representativadecarótidaangioplastiada,obtenidasa los30 diasdespuésde la denudación(Magnificaciónx40),

mientrasqueenlafigura 12.f seobservaun detalledeestamismasección(Magnificaciónx400),teñidasambas

conel tricrómico deMasson.
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3.2.Expresión de la óxido nítrico sintasainducible en carótidasdesendotelizadasin vivo.

Nospropusimosobservarlaexpresiónde laNOSi adistintostiemposdespuésde realizada

la angioplastia,y por estemotivo seeligieronlos siguientestiempos:6, 24 y 48 horasy 7, 14 y

30 días.Despuésde realizadala denudaciónendotelial,la expresiónde la NOSi apareceelevada

entreel r y en el 300 día, sinembargo,enlasfasestempranas(6 a48 horas)solamenteseobserva

unaligera expresiónde la NOSi (Figura 13.ay 13.b).

Figura13.a.Westernblot representativomostrandola ex-presióndela NOSi enlascarótidasdesendotelizadasa

las 6, 24 y 48 horas,y a ¡os7 14 y 30 dias.despuesde realizadala angioplastia.

Figura13.b. Análisisdensitómetricodel Westernblot.
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Se analizósi la expresióndelaNOSivariabaenlacarótidadesendotelizadaconbalóncon

respectoa la carótidacontralateralno dañada,y sevio que la expresiónde laNOSien la arteria

dañadaeramáselevadaqueen la arteriano dañadaqueteníaunamenorexpresiónde la NOSi

(Figura 14ay 14.b).

Figural4.a.Westernblot representativomostrandola expresióndela NOSi enlacarótidadesendotelizaday en

lacarótidacontralateralno dañada.

Figura ltb. Análisis densitómetricodel Western

blot.
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Paracompararla expresiónde la NOSi conla expresiónde otra proteínade la pared

vasculardespuésderealizadaladenudación,analizamosla expresiónde la enzimaconversorade

angiotensina1 (ECA) medianteWesternblot, usandoun anticuerpomonoclonalfrente a esta

enzima(ChemiconInternationalInc. Temecula.California, US). Como seobservaen la figura,

mientras que inmediatamentedespuésde realizadala denudaciónendotelial no se detectó

expresióndela ECA, alas 48 horasy alos 7 díassi eraevidentetal expresión(Figura 15).

Figural5a.WesternNot representativomostrandolaexpresióndc laECA enlacarótidadesendotelizadaalas

0,48 horasyalos 7 días.

Figura 15.b. Análisis densitmétrico

del Westernblot.
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4. EFECTO DE LAS PLAQUETAS DESPUESDE LA DENUDACION ENDOTELIAL.

4.1. Efecto de las plaquetasen la producción de nitritos en carótidas desendotelizadasin

vitro.

Como anteriormente señalamos, el tratamiento de los segmentos arteriales

desendotelizadasin vitro conLPS(10 ng/mí) estimulabala acumulacióndenitritos en el medio

deincubación.Sin embargo,al realizarla adiciónsimultáneade plaquetasactivadascon colágeno

(20pg/mL), seobservóunadisminucióndelaproducciónde nitritos inducidosporel LPS de una

forma concentración-dependientemostrandola máximainhibición conunaconcentraciónde 1 Q8

plaquetas/ml (Figura 16).

Nitritos (pmol/mgde pesohúmedo)

k *

*

--II-

*

r *

- 10’ 11» 10’ ¡08 PLT/mL

LPS

Figura 16. Producciónde nitritos en carótidas

desendotelizadasin vitro, en cultivo con

cantidadescrecientesdeplaquetasactivadascon

colágeno(20 vg/nt). La liberaciónde nitritos

estabaestimuladapor LPS (10 nglmL). Los

resultadosse expresancomo media~ EEM.
*p<005 con respectoa las arteriasincubadas

conEN enausenciadeplaquetas.
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4.2. Efecto de las plaquetasactivadassobrela expresiónde la óxido nítrico sintasainducible

en sewnentosarteriales.

Con respectoa la expresiónde la NOSi, en condicionesbasaleslos segmentosarteriales

teníanunamínimaexpresión,queaumentósignificativamenteen presenciade LPS. Cuando se

incubaroncon cantidadescrecientesde plaquetas(de lO~ a io~ plaquetas/mi),activadascon

colágenose observó una disminución en la expresiónde la NOSi inducida por el LPS,

concentracióndependiente(Figura 17.ay 17.b).

Figural7.a.Westernblot representativomostrandolaexpresiónde laNOSi encarótidasdesendotelizadasderata

estimuladasconLPS(10ng/nt), enausenciaoenpresenciadecantidadescrecientesdeplaquetasactivadascon

colágeno(20 ~xg/mL).

Figura 17.b.Análisis densitométricodel

Westernblot.
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Tambiénse observóqueen ausenciade plaquetas,la adiciónde colágeno(20 Iig/mL) no

modificabala expresiónde laNOSi inducidaporLPSen los segmentosdesendotelizados;de la

mismaformaquelas plaquetasno estimuladastampocovariabanla expresióndela NOSi (Figura

1Say 18.b).

Figura1&a. Westernblot representativomostrandola expresiónde la NOSI encarótidasdesendotelizadasderata

estimuladasconLPS (10 nglmL). enausenciao enpresenciadeplaquetas(l0’plaquctaslnt).estimuladasono

concolágeno(20 g/mL).

Figura t&b. Análisis densitom¿tricodel Wcstern

blot.
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4.3. Efecto del factor de crecimientoderivado de las plaquetas en la producción de nitritos

en segmentosarteriales desendotelizadasin vitro.

Paracomprenderelmecanismoporelcual las plaquetasactivadasconcolágenoreducían

la eficaciadelLPSenla estimulaciónde la liberaciónde nitritos y en la expresiónde la NOSi, se

usóun anticuerpopoliclonal frenteal factordel crecimientoderivadode las plaquetas(PDGF).

Lahipótesisparatrabajarconesteanticuerpoestábasadaen el hechode queescapazde inhibir

la expresiónde laNOSi en un cultivo de CMLV (¶50,95)

La adición del anticuerpoanti-PDGF(6,7x108mol/L) a los cocultivos de plaquetas

estimuladascon colágenoy arteriasdesendotelizadasrevirtió parcialmentela inhibición de las

plaquetasen la liberaciónde nitritos inducidaporel LPS.Esteefectono seobservócuandose

usóunaIgG no específica(6,7x108mol/L) (Tabla6).

Tabla 6. Efcctodcl anticuerpo anti-PDGF en la liberación de nitritos producidos por segmentosarteriales

desendotelizadosy coincubadoscon plaquetas.

Producción de Nitritos

(pmol/mg pesohúmedo)

LPS 222+10

LPS±PLT 44+9 *

LPS + PLT + anti-PDGF 162±6

42+9 *

LPS + PLT + IgG
Lascarótidasdesendotelizadasni vitro secoincubaron en presenciao enausenciade plaquetas(10~plaquetas/mL)

activadascon colágeno(20 ~xg/mL),y se añadió un anticuerpopoliclonal frentea PDGF(l,6x104mol/L) - La

liberaciónde nitritos estabaestimuladaporLPS (10ng/nt).Los resultadosseexpresancomo media+ EEM

(n=6). *p<O.05 con respectoa las arterias incubadascon LPS enausenciadeplaquetas.
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4.4. Efecto del factor de crecimientoderivado de las plaquetasen la expresiónde la óxido

nítrico sintasainducible en segmentosarteriales desendotelizadasin vitro.

Resultadossimilares a los encontradosen cuanto a la producción de nitritros seobtienen

cuando seanaliza la expresión de la NOSi en presenciade anti-PDGF, observandoseque la

inhibición en la expresión de la NOSi por parte de las plaquetas activadas con colágenofue

parcialmenterevertida por esteanticuerpo (Figura 19.ay 19.b). Esteefectono seobservócon una

IgG no específica.

Figura 19. a. Western bici representativomostrandola expresiónde la NOSi en carótidasdesendotelizadas

incubadascono sin LPS (10 ng/nt) durante18 horas,y en presenciadeplaquetasactivadascon colágeno(20

ytg/mL). Tambiénsepuedeobservarelefectodel anticuerpofrenteaPDGF (6.7x1ff8 molA,) -

Figura 19b. Análisis densitométricodel

Westernblot.

130 kDa e.— NOSi

LPS

‘o 30

25

~ 20

~ 15

lo

- PLT PLT+AePDGF

LPS

BASAL

67



Resultados

La eficaciadel anticuerpopoliclonalparabloquearla actividaddel PDGFse confirmópor

su habilidadpararevertir la inhibición en laproducciónde nitritos estimuladapor la adiciónde

PDGFexógeno (4x1~JO mol/L), en carótidasdesendotelizadasestimuladascon LPS(Tabla7).

Tabla 7. Efecto del PDGF exógenoen la liberación de nitritos producidospor segmentosarteriales

desendotelizadosestimuladoscon LPS.

ProduccióndeNitritos

(pmol/mgpesohúmedo)

LPS 220±9

LPS + PDGF 32±6 *

LPS + PDGF + anti-PDGF 193 ±10

LPS + PDGF + IgG 30+6 *

Los segmentosarterialesdesendotelizadosfueronincubadosconLPS (long/nt) durante18 horas,enpresencia

o enausenciadePDGF (4x10’0mol/L). El efectodel PDGFsc revirtió al añadiranti-PDGF(l,6x108mol/L). El

efectodeuna¡gOno especificatambiénseobservóenelexperimento(l,6x108mo1/L) Los resultadosseexpresan

comomedia± EEM. *p<Q,05 conrespectoa los segmentosarterialesdesendotelizadosestimuladosconLPS.

4.5. Efecto de las plaquetasen la expresiónde la óxido nítrico sintasainducible despuésde

la denudación in vivo.

Puestoquein vitro los resultadossugierenquelas plaquetasactivadas inhiben la expresión

de la NOSi en la pared del vaso,examinamossi la plaquetaspodrian ser responsablesde la ligera

expresiónde la NOSí en las primeras horas despuésde la denudaciónendotelial, puesescuando

seproduce la activaciónplaquetaria.

Por este motivo, nos planteamos obtener ratas trombocitopénicas, realizarles la

angioplastiay comparalascon ratas normales. Sepreparó una IgG de un conejo inmunizado con
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plaquetasderata,usandoácidocaprilicoparaprecipitartodoslos componentesdel plasmamenos

la correspondienteIgG,comodescribióMerhi y cois (>O7> Tambiénse preparódela mismaforma

unaIgGcontroldeun conejono inmunizado.Posteriormente,alas ratasWistarseles inyectóuna

IgG antiplaquetas,quedenominamosacM> (anticuerpoantiplaquetas),o unaIgO control,ambas

enunadosisdc 30 mg/lOO g depeso,24horasantesdela denudaciónendotelial.Estadosisde

acAPproducíaunaseveratrombocitopeniacon cantidadesde plaquetasmenoresde 10000por

mm3 24 horas.

Despuésde estetiemposeobtuvola arteriaa las 6, 24 y 48 horasdespuésde realizadala

denudaciónendotelial de la carótidaizquierdade las ratastratadascon el acAP, o de las ratas

tratadascon la IgG control. Se observóque las carótidasde las ratastratadascon el acAP

mostrabanun aumentode la expresiónde la NOSi tantoa las6 comoalas 24 y a las 48 horas,

mientrasqueaestosmismostiemposlascarótidasdelas ratastratadascon la IgG no específica

mostrabansolamenteunaligera expresiónde la NOSi. Dentrodel grupode ratastratadascon el

anticuerpoacAP,la expresiónde laNOSi fue másevidentea las24 y a las48 horasdespuésde

realizadala denudaciónendotelialque a las 6 horas(Figura20.ay 20b).

Figura 20.a. Westemblot representativo mostrando la expresiónde la NOSi a las6, 24 y 48 horasdespuésde

producido el daño. A las ratas se les inyecté una ¡gO anti-plaquetas (acAP) o una ¡gO control antes de la

intervención.

acAP IgG

6 24 48 6 24 48 horas

l3OkDa* • —a — •NOSI
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Figura 20k. Análisis densitométrico del

Westernblot.

La especificidad del anticuerpo acAP se examinó, ademásde por la evidente

trombocitopenia,por suincapacidadparareducirel númerode leucocitoscirculantes,siendoeste

similar enratasdesendotelizadastratadasconel acAPy en ratasdesendotelizadastratadascon

una IgG (Tabla8). Además,los nivelesplasmáticosde TNF-afueron igualestantoen el grupo

tratadocon la IgG como en el gmpotratadocon el anticuerpo,y amboseransuperioresa los

encontradosen el grupode ratasno angioplastiadas(Tabla8).

Tabla8. Efecto del acAPen el númerodeleucocitoscirculantesy en losnivelesplasmáticosde TNF-a.

El númerode leucocitosy los nivelesdeTNF-afuerondetenninados24 horasdespuésdela denudaciónendotelial.

No seencontrarondiferenciasenlos nivelesciclosleucocitoscirculantesy del TNF-aentrelasralasangioplastiadas

tratadasconel acM> o las ratasangioplastiadastratadasconla ¡go. Los resultadosestánrepresentadoscomomedia
+ EEM de6 animalesdiferentes.
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6>. 24>. 48h 6>. 24h 48>.

acAP ¡go

Númerode Leucocitos TNF-cx

(103/mm3) (pg/mL)

Ratastratadascon acAP 1.4 + 0.5 11 ±3

Ratastratadascon IgO 1.4 + 3 13 + 4
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4.6 Efectodel bloqueo de la glicoproteinallb/Ilia en la expresiónde la óxido nítrico sintasa

inducibledespuésde la denudaciónendotelial.

Paradeterminarcómolasplaquetasproducíanunadisminuciónenla expresiónde la NOSi,

recurrimosabloquearel receptordela glícoproteinalib/lila. El bloqueodel receptorGP lib/lila

conel c7E3Fab aumentó la expresiónde laNOSi, despuésde producidoel daño.En contraste,

el tratamientoconunaIgO no específicano modificó la expresiónde laNOSi, 24 horasdespués

de realizadala denudaciónendotelial, al compararlacon la expresiónobservadaen ratas no

tratadasconel c7E3 Fab(Figura21 .a y 21 b).

Figura 2k.. Westernblot representativomostrandolaexpresióndela NOSi, 24 horasdespuésde realizadala

denudaciónendotelialenratastratadascon c7E3 Fab.

Figura 21.It Análisis densitométrico del

Westernblot.
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El efectoantiagreganteproducidoporel bloqueodel receptorGP lib/lila con el c7E3Fab

secomprobópor agregometría,yaquedespuésdel tratamientoseobservóunadisminuciónde la

agregaciónplaquetariaen respuestaal ADP (% de transmisiónde luz, 50+2pararatastratadas

con laIgG; y 7±3pararatastratadasconel c7E3 Fab,irá, p<O,OI).

4.7. Efectodel bloqueodel receptordel factordecrecimientoderivadode lasplaquetasen

la expresiónde la óxido nítrico sintasainducibledespuésde la denudaciónendotelial.

Paraversi el efectodel PDGFsobrela expresiónde la NOSí,queobservamosin vitro en

segmentosarteriales,serepetíaen nuestromodeloin vivo, recurrimosa bloquearel receptordel

PDGF medianteel Trapidil. El bloqueodel receptordel PDGFproducíaun aumentoen la

expresióndelaNOSi , 24 horasdespuésderealizadala denudaciónendotelial,al compararlacon

la expresiónobservadaen ratasno tratadas(Figura22.ay 22.b).

Figura 22.a. Westernblot representativomostrandola ex-presiónde laNOSi, 24 horasdespuésde realizadala

denudacióncndotelialenratastratadascon Trapidíl.

Figura 22k. Análisis densitométricodel

Westernblot.
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Discusión

Estatesismuestrala importanciade las CE y las plaquetasen la expresiónde la isoforma

NOSiporpartedelas CMLV. Se describen,además,unaseriede hallazgosoriginalessobreun

procesopatológicoconcreto,comoesla angioplastia,en dondehay CMLV perono CE, y en

dondeseencontrólainduccióntardíade la expresiónde la NOSi en la pared,siendoreguladala

expresiónde laestaenzimapor las plaquetasactivadas.

En los estudiosexperimentalesrealizadosin vitro,tantocon segmentosarterialesaislados

como utlilizando cocultivo de CE y CMLV, observamosque el endoteliotiene un efecto

inhibitorio sobrela expresiónde la NOSi y la liberaciónde NO porlas CMLV. Sin embargo,en

un modeloin vivo dedesendotelizaciónmediantebalónde angioplastia,la NOSi no aparecehasta

el séptimodía despuésde realizadala intervención.Los procesosque se originandespuésde

realizadala denudaciónendotelialestánmuy ordenadosen el tiempo,existiendoenlos primeros

momentosun procesotrombóticoqueesdependientede la activaciónplaquetaria.Por todo lo

anterior,en estatesis nosplanteamosestudiarqué papelpodíanjugar las plaquetasactivadas

sobrelainhibición dela expresiónde laNOSi en los primerosmomentosdespuésde realizadala

denudaciónendotelial.

1. Papeldel endotelioen la regulaciónde la expresiónde la óxido nítrico sintasainducible

en célulasde músculoliso vascular.

Paraanalizarel efectodel endoteliosobrela expresiónde laNOSi en las CMLV de la

paredvascular,serealizaronestudiosutilizandodosmodelosexperimentalesdiferentes.En primer

lugar se utilizaron segmentosde aortade ratasWistar. En condicionesbasales,es deciren

ausenciade endotoxina,se observóunapequeñaexpresióndelaNOSi en los segmentosaorticos,

tantoenpresenciacomoenausenciade endotelio.Estaleveexpresiónde laNOSi en ausenciade

LPSpodríaserdebidaadiversosagentespresentesen cantidadesmínimasen el suerode ternera

fetal (FCS),comopor ejemploalgunascitoquinas,ya quelos experimentosserealizabancon un

medio de incubaciónquecontieneantibióticos,por lo que en principio habríaquedescartarla
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presenciade factoresque puedanfacilitar la expresiónde la NOSi. En estesentido,en los

segmentosarterialesqueno habíansidoincubadosen medioconFCSno seobservóestaleve

expresiónde la NOSi (datosno mostrados).Por lo tanto,no podemosexcluir la posibilidadde

queenestosestudiosrealizadosin vitro, la expresiónde laNOSi puedahaberseinducidoporel

efectosinérgicoentreel LPSy algunascitoquinaspresentesen el FCSen cantidadespequeñas.

Cuandolos segmentosarterialesse incubaronen presenciade LPS, seobservóun aumento

significativo en la expresiónde la NOSi con respectoalos nivelesbasales,y estaexpresiónera

mayoren ausenciaqueen presenciade endotelio.Estefue el primerindicio que noshizo pensar

que el endoteliovascularpodríamodularla expresiónde laNOSi en la paredvascular.Por lo

tanto, serealizaronnuevosexperimentosutilizandoun sistemade cocultivo de CE y CMLV.

Estesistemade cocultivo nospermitióanalizarmásespecíficamentela interacciónentre

la CE y la CMLV, debido a dos importantescaracterísticasdel sistema: a) permite el

procesamientoindependientede cadatipo celular,y b) en estesistema,ambostiposde células

compartenel medio,porlo queesposibleun intercambiodefactoressin queexistacontactotísico

entreCE y CMLV.

Encondicionesbasales,la expresiónde la NOSi erapequeñatanto en el monocultivode

CMLV comocuandoestabanpresenteslas CE. Sin embargo,cuandoal mediode incubaciónse

añadióLPS,se observóquela expresiónde la NOSi erasignificativamentemayoren las CMLV

cuandono estabanpresenteslas CE que cuandose cocultivabancon ellas.

Unavezquelos resultadosobtenidosindicaronquela presenciade endotelio,tantoen los

segmentosaórticoscomoen el sistemadecocultivo,inhibíala expresiónde laNOSien las CMLV

dela paredvascularnosplanteamosestudiarlo queocurriríaen un sistemain vivo de denudación

endotelial,y paraanalizarestefenómenoutilizamosel modelode denudaciónendotelialporbalón

de angioplastia,conel queseconsigueunadenudaciónendotelialtotal del vaso,y en dondehay

un aumentode citoquinas,condiciónindispensableparaqueseestimulela expresiónde la NOSi.
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2. La óxidonítrico sintasainducibleseexpresaen el vasovarios díasdespuésde realizada

la denudaciónendotelial.

El modelomásutilizado paraobservarla respuestaala lesiónporbalónesel decarótida

derata.Porlo tanto,utilizamosestemodelode lesiónen lacarótidade la rataporquesetratade

un vasomuy simple,constituidoprácticamenteporendotelioy media.En condicionesnormales

no existeíntima nipenetracióndel vasavasorumen la medía.Además,en la rata,la formación

de neoíntimaes un procesomuy simple, en el que participansólo la pared lesionaday las

plaquetas(2222) En estemodelo,en el lugarde la lesión no seva aencontrarfibrina ni tampoco

leucocitos.

Trasla denudaciónendotelialconbalónde angioplastia,se observóquelaexpresiónde

la NOSi apareceenla paredarterialvariosdíasdespuésde realizadala denudación,mientraque

en los primerosmomentos(6-48horas),la expresiónesmuy pequena.

En estudiospreviosrealizadosporHanssony cols, encarótidasde rata,seobservóque

la expresióndela NOSi erainducidarápidamentedespuésde realizadoel dañoen la paredarterial

(52) Despuésde la denudaciónendotelial,las células sanguíneascirculantesse activany son

reclutadasen el sitio dañado,dondecomienzanaliberar diferentesmediadoresinflamatorios,

incluyendocitoquinas(157> Porotraparte,las CMLV afectadaspuedensertambiénunafúentede

citoquinas,conlo queen el ambientevascularva aexistir unagranconcentraciónde citoquinas

quevanasercapacesde estimularla expresiónde laNOSi (149,169)

Por otro lado, el promotor del gen de la NOSi tiene un elementode respuestaa

vanacionesdel flujo sanguíneo,quepodríaserestimuladodespuésde dañaral vaso(122> Teniendo

en cuentatodos estosdatos, en los primerostiempos despuésde realizadala angioplastia

hubieramos esperado encontrar una cierta expresión de la NOSi. Sin embargo, y

sorprendentemente,nosotrosobservamosquela expresiónde la NOSi durantelas primeras48

horasdespuésde la denudaciónendotelialerapequeña.
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La aparicióndela expresióny de la actividadde la NOSi, tantoin vivo como in vitro, en

los estudiospreviamentepublicadospor otrosautores~52’74~podriaserdebidaa la presenciade

endotoxemiadespuésde la intervenciónquirúrgicao a endotoxinascontenidasen el mediode

incubación,puesestosautoresno mencionanel uso de ningúntratamientoantibacteriano.En

nuestroestudio, lasratasrecibieronun tratamientoprofijáctico con antibióticosy, de estaforma

quedabadescartadalaposiblepresenciade NOSi debidaaunaciertaendotoxemia.

Haydosevidenciasindirectasqueapoyannuestraobservaciónde queexisteunamenor

expresióndela NOSi en los primerostiemposdespuésde realizadala angioplastia.Porun lado,

autorescomoDzauy cols. Demostraronrecientementequela transfecciónin vivo del cDNA de

la isoforma NOSe,justo despuésde la denudaciónendotelíaiproducidaporbalón, redujo el

crecimientoneointimalhastaen un 70% (167) - Lógicamente,la liberaciónde NO porpartede la

NOSeno serianecesariasi existieraunaciertaexpresiónde la NOSi, ya queestageneramayores

cantidadesdeNO quelas producidasporla actividadde la NOSe,por lo queindirectamentelos

hallazgosde Dzauy cols apoyannuestrosresultados.

Por otro lado, otros autorescomo Watkínsy cols bloqueandola producciónde NO

endógeno,medianteel usode un antagonistade la L-arginina, inmediatamentedespuésde la

denudaciónendotelial, observaronqueno semodificabael engrosamientoneointimai(171), lo que

puededebersea queal no existir actividadNOSinmediatamentedespuésde la desendotelización,

como indican los resultadosde estatesis, no existiría probabilidadde que el bloqueode su

generaciónsereflejaraen modificacionesde los mecanismosinvolucradosen el crecimientode

laneoíntima.

Inmediatamentedespuésde producidala lesión, sepodría esperaruna respuestade

“reparacióndel daño”,con un aumentogeneralizadode la expresiónde todaslas proteínasde la

paredarterial.La pequeñaexpresiónde laNOSien los primerosmomentosdespuésde realizada

la denudaciónestaríaen contrade estaúltima consideraciónteórica.
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Ennuestroestudiocomprobamosqueotrasproteínasde la paredarterial,comola enzima

de conversiónde angiotensina1 (ECA), cuyoARNni sehademostradoqueaumentadesdelos

primerosmomentoshastavarios díasdespuésde dañadoel vaso,teníaunaexpresiónaumentada

enlas48 horassiguientesa la denudaciónendotelial (34) En nuestromodelocomprobamosque

existíauna expresiónelevadade la ECA tanto a las 48 horascomo alos 7 díasdespuésde la

lesión. Esto apoyabael hechode que los nivelesen la expresiónde la NOSi, tantoa tiempos

cortoscomo a tiemposlargosdespuésde la angioplastiafueran independientesdel contenido

proteico global. Si hipotéticamenteexistierauna síntesisproteica mayor en los primeros

momentosdespuésde la denudaciónendotelial,y estodiluyera las proteínasexpresadasen la

pareddañada,encontraríamosunadisminuciónde cualquierproteínaqueseintentaradetectaren

los primerosmomentosdespuésdela angioplastia.Sin embargo,podemosdescartarestahipótesis

ya quela cantidaddeECA detectadano se vio modificadaentrelas48 horasy los 7 días.

La identificacióndelascélulasqueexpresanla NOSi en la pareddel vasoangioplastiado,

estáfUeradelos objetivosdeestatesis.Sin embargo,tanto los macrófagosinfiltradosen la pared

vascularcomolas CMLV podríanexpresarlaNOSi (95,120> Experimentospreliminaresqueno se

muestranen estatesis,parecenno obstanteindicarqueesenla CMLV dondeseexpresala NOSí.

Comoen nuestrosexperimentoshabiamosobservadoun aumentoen la expresiónde la

NOSi varios díasdespuésde la denudaciónendotelial,nos preguntamospor qué existe una

expresión pequeña de la NOSi en los primeros momentos despuésde realizada la

desendotelizacióndel vaso.

3. Papelde las plaquetasen la regulaciónde la expresiónde la óxido nítrico sintasa

inducible.

La alteraciónde la integridadendotelialen los vasossanguíneosproduceunarápida

activacióndelasplaquetas.Seha demostradoquela denudaciónendotelialproducidaporbalón

estimula la adhesióny la agregaciónplaquetariasen tan sólo unosminutos (138,170), y que sin

embargo,las plaquetasdesaparecende la superficiearterialunosdíasdespuésdel daño<176>
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Por otro lado, en estudiosin vitro sehademostradoquela expresiónde la NOSi está

reguladaporvariosfactoresde crecimiento,como el PDGF,que esliberadopor las plaquetas

activadas(154,150) Portodoesto,en la segundapartede estatesisnospropusimosanalizarsi las

plaquetasactivadaspodríanestarimplicadasenla pequeñaexpresiónde laNOSi observadaen

los primerosmomentosdespuésde realizadala angioplastia.

Paracomprobarestahipótesis,realizamosvariostipos de experimentos.En primerlugar,

comprobamosin vitro si lasplaquetasactivadascon colágenoregulabanla expresiónde la NOSi

en los segmentosdesendotelizados.Observamosque la incubaciónde segmentosarteriales

desendotelizadosy estimuladoscon LPS, con cantidadescrecientesde plaquetasactivadascon

colágenoinhibíanla expresiónde la NOSi y laproducciónde nitritos de forma mayorcuanto

mayor erael númerode plaquetasañadidas.Sin embargo,estono ocurríacon lasplaquetasno

activadas.De estosexperimentosse puedededucirque las plaquetasactivadascon colágeno

inhibían la expresiónde la NOSi enla paredvasculardesendotelizada.

En segundolugar,analizamossi las plaquetasregulabanin vivo la expresiónde la NOSI,

y paraestoserealizóla angioplastiaen ratasa las queselas habíahechodeficientesenplaquetas

mediantela administraciónde un anticuerpoanti-plaquetas(aeAP). Al hacerla denudación

endotelialenestasratastrombocitopénicasse observóun aumentoen la expresiónde laNOSi en

los primerostiemposdespuésde producidoel daño.

Una consecuenciade la eliminación de las plaquetasutilizando el acAPpodíaser la

afectaciónde otroselementoscelularesde la sangre,ademásde las plaquetas,y en concreto, los

leucocitos.Detal forma quela estimulaciónde los leucocitosinducidala posibleliberaciónde

cantidadeselevadasde citoquinasque favorecieranla expresiónde la NOSi en los primeros

momentosdespuésderealizadala angioplastia.EstahipótesisfUe descartadapueslos nivelesde

TNF-ct circulantes,unacitoquinaliberadapor los leucocitos(108), no eradiferenteen las ratas

tratadascon el acAPo en las ratastratadascon unaIgG no específica.Además,el númerode

leucocitosno se modificó por el tratamientocon el acAP. En estesentido, la ausenciade

78



Discusión

plaquetas,másqueaumentarla activaciónleucocitariapodríadisminuirla,ya queNeumanny cols

handemostradoquelas plaquetasactivadasfavorecenlaproducciónde citoquinas,porpartede

los leucocitos(118)

El hechodequela expresióndelaNOSi seaevidenteen la paredarterialdañadaentrelos

7 y los 30 díasdespuésde la denudaciónendotelialpodríaexplicarseporel hechode que las

plaquetasdesaparecende la superficiearterialunoscuantosdíasdespuésdel daño(176> Además,

las diferentescélulas activadaspresentesen la pareddañadapodríana sus tiempositerar

citoquinasquepodríanreducir,asuvez, los potencialesefectosinhibitoriosde otrosfactoresen

la expresiónde la NOSi.

4. Papeldel PDGFen la inhibición de las plaquetasactivadassobrela expresiónde la óxido

nítrico sintasainducible.

Comovimos quelasplaquetasactivadas,tanto in vitro comoin vivo, inhibíanla expresión

de la NOSi y laproducciónde nitritos, nuestrosiguienteobjetivo fUe estudiaralgúnfactorque

fUeseresponsabledeestainhibición. Y en concretonospropusimosestudiarel PDGF,queesun

factor liberadoporlas plaquetasactivadas,aunquetambiénpuedeserliberadoporel endotelio,

la CMLV y los macrófagos.El PDGFesun potentequimioatractantede CMLV y un potente

mitógeno.Y además,Fernsy col demostraronqueel PDGFestabaimplicado en la acumulación

neointimal de las CMLV asociadaa la angioplastia<35)

La presenciade un anticuerpofrenteal PDGF en el medio de cultivo de las plaquetas

activadascon los segmentosarterialesdesendotelizados,reducíaparcialmentela capacidadde

las plaquetasde inhibir la expresiónde la NOSí, sugiriendola implicación de estefactor de

crecimientoen el efectodelasplaquetas.CuandoseañadióunaconcentraciónelevadadePDGF

exógeno(4x10’0 molIL) al medio de cultivo de las aortasdesendotelizadas,sevió que se

producíauna inhibición en la producciónde NO. En estesentido,Durantey cols ya habían

demostradoqueel PDGFliberadoporlas plaquetasactivadasinhibía la expresiónde laNOSien

CMLV en cultivo (3O>~
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Las concentracionesde anticuerpofrenteal PDGF fUeron suficientespararevertir el

efecto inhibitorio del PDGF exógenoen la producciónde nitritos liberadospor la arteria

desendotelizadaestimuladaconLPS,no obstanteel anticuerpoanti-PDGFsóloconsiguiórevertir

parcialmentela inhibición de la expresiónde la NOSi cuandoestabanpresenteslas plaquetas

activadas.Este resultadosugeriríaque el PDGF no es el único factor a travésdel cual las

plaquetasactivadasmodulanla expresiónde NOSi en la paredvascular.En estesentido,otros

factoresliberadospor las plaquetascomopuedanserel TGF-f3 o el factorde crecimientode

fibroblastostambiénhanmostradocapacidadparainhibir la expresiónde la NOSi en la CMLV
<14L 149>

Estahipótesissevió reforzadaen los estudiosrealizadosin vivo con un antagonistadel

receptordel PDGF,trapidil (97), conel quese observóun aumentóparcialde la expresiónde la

NOSi en los primerostiemposdespuésde realizadala angioplastia.

Por lo tanto, debenexistir otrosagentesderivadosde lasplaquetas,ademásdel PDGF,

queestaríanimplicadosen la modulaciónde la expresiónde la NOSi.

5. Estudiodel GP lib/lila plaquetario.

La activaciónde las plaquetasproduceunamayorexposicióny unamayoractivaciónde

los receptoresGP lib/lila de la superficie plaquetaria.Los receptoresGP lib/lila son los

mediadoresclavesparala adhesióny la agregaciónal vasodañado<2>) En la última partede esta

tesisnosplanteamosexaminarsi el bloqueoin vivo de los receptoresGP lib/lila de la plaqueta

favoreceríala expresiónde la NOSi enlos primerostiemposdespuésde la denudaciónendotelial.

Observamosque el bloqueode los receptoresGP lib/lila por el c3E7 Fab, estimulabala

expresióndelaNOSi enlasarteriasdesendotelizadasporbalón.La capacidaddel c3E7Fabpara

bloquearla activaciónplaquetariasedemostróporlos experimentosde agregaciónex vivo. Con

estosexperimentosseapoyala implicacióndirectade las plaquetasactivadasen la inhibición de

la expresiónde la NOSi, inmediatamentedespuésde la angioplastia.
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Autorescomoel grupode investigaciónEPIC (Evaluationofc3E7in PreventingIschemic

Complications)evaluaronel efectodel c3E7en pacientessometidosa unaangioplastiay con alto

riesgo de complicacionesisquémicas.Estos pacientesrecibían un bolo y una infUsión del

anticuerpodeforma quesebloqueabanlos receptoresGPIIbJiIIa.En estosestudiosseobservó

que las complicacionesisquémicasderivadasde la angioplastiaquedabanreducidas,aunqueel

riesgode sangradoeramayor (32)

Por otraparte,Kaiday cols. utilizando un antagonistadel GP lib/lila (FK633)evaluaron

la formaciónneointimal a las 2 semanasde realizadaunadenudaciónendotelialen carótidade

hamster,y observaronquela infUsión del antagonistareducíasignificativamenteel engrosamiento

neointimal (76)

Conestosprecedentesy teniendoen cuentanuestrosresultadospodemosespecularque

la estimulacióndelaexpresióndelaNOSi trasdenudaciónendotelial,medianteel bloqueode los

receptoresGP lib/lila podríaintervenir en la capacidadantitrombóticay en la reduccióndel

eventocardiovascularisquémicodemostradoen el estudioEPlC.

De igual forma,en la reducciónen el engrosamientoneointimalencontradoporKaiday

cols, trasadministrarun antagonistadel GP lib/lila, podríaserimportantelamayorcapacidadde

la paredvascularparagenerarNO, al inhibir la actividadplaquetaria.En estesentidohay que

recordarunavezmásqueel NO esun potenteinhibidor de la proliferaciónde las CMLV y de la

generaciónde proteínasde la matrizextracelular.No obstante,seránnecesariosexperimentos

específicosen los queseadministreel anticuerpoantíGP lib/lila y sebloqueela capacidadde la

paredvasculardegenerarNO, medianteel empleode antagonistasdela L-argininacon el fin de

determinarel papel del NO en los efectosde los inhibidores del GP lib/lila sobreestos

mecanismos.

En estatesisquedanpendientesdistintaspreguntaspor resolver.Unade ellasessi para

inhibir el efectode lasplaquetasactivadassobrela modulaciónde la expresiónde laNOSi en la

paredvasculardañadaesnecesarioinhibir la adhesióno la agregaciónplaquetaria.En estesentido,
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sehanrealizadoalgunosexperimentosen nuestrolaboratorioinhibiendoseotro mecanismode

adhesión,el de la interacciónde la GP Ib expresadaen la plaquetaactivada,con el factor von

Willebrand.La GP Ib participaen el procesode adhesiónde lasplaquetasa la paredvasculary

no en el procesode interacciónplaqueta-plaqueta,la inhibición de la interacciónGP Ib-von

Willebrand mediantela infUsión del ácido aurin-tricarboxílicoen animalesa los que se les

desendotelizóla carótidaizquierdapor balón de angioplastia,estimulóla expresiónde la NOSi

en los primerosmomentostras la denudacióndel endotelio, indicandola importanciade la

adhesiónplaquetariasobrela inhibición queejercenestascélulassobrela expresiónde la NOSi

en la paredvascular.

6. Significadofisiopatológicode los resultadosobtenidos.

En estatesisnoshemoscentradoenun casoconcretode dañode la capaendotelialcomo

esla angioplastiaporbalón, perotambiénen otrosprocesos,como en la placade ateromade la

aterosclerosiso inclusoen el infarto de miocardio,existeun dañoen la monocapade CE que

provocael reclutamientoy la activaciónde célulassanguíneascomo plaquetas,neutrófilosy

monocitos<152) La estimulaciónde los leucocitosinducela liberaciónde distintosmediadores,

responsablesde la respuestainflamatoria, talescomo radicaleslibres, proteasas,factoresde

crecimientoy citoquinas.Estosmediadoresinflamatoriospuedenestimulara su vezla producción

de nuevascitoquinasen la paredvascular,alcanzandoseniveleselevadoslocalesde lasmismas.

Estascitoquinas,asuvez,soncapacesde estimularla expresiónde la NOSi en CMLV <73,

13,146) y por tanto,la liberaciónde grandescantidadesdeNO desdeestascélulas.Además,los

factoresde crecimientoy las citoquinasliberadasinducenla proliferacióny la migraciónde las

CMLV haciala luz del vaso.De no existir unarápidareendotelizaciónde la lesión,estasCMLV

formanfácilmenteunanuevaneoíntimade comportamientoanómaloen cuantoa su capacidad

antiagregantey en cuantoa la producciónde proteínasde matriz, siendoel resultadofinal de

todosestosprocesos,enmuchoscasos,la reoclusióndel vaso<í52> La rápidareendotelizacióndel

vaso puedeser el punto clave para impedir el procesode restenosis,ya que en su estado
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fisiológico la CE tienepropiedadesinhibitoriassobrela coagulación,la proliferaciónde CMLV

y la agregaciónplaquetarias<7o) Muchasde estaspropiedadesvan a sera suvezreguladasporel

NO.

El NO esunamoléculaqueenconcentracioneselevadasescitotóxicaparalas CE (92, 121>

Porotro lado, el NO esunpotenteinhibidor de la proliferaciónde las CMLV y de la síntesisde

proteínasde matrizextracelular(89>, por lo quela liberaciónlocal deNO por la actividadNOSi

puedepotencialmenteextenderel dañoalas CE adyacenteso inhibir su crecimiento,y de este

modointerferircon la reendotelizacióndela arteriadesendotelizada.No obstantetambiénhay que

tener en cuentaque si despuésde ocurrir la desendotelizacióndel vasoexistiera suficiente

producciónde NO, seimpediríala formacióndel tromboplaquetario,y ademásel NO podría

inhibir a tiemposmáslargosla síntesisde proteínasde la matrizextracelular.Por lo tanto,habría

que valorarque esmásbeneficiosoparacortarel procesode la reestenosis,que disminuya la

síntesisde proteínasde la matrizextracelulary la proliferaciónde las CMLV o que sedificulte el

procesodereendotelización.Por lo tanto, seránnecesariosestudiosfUturosparacontestara esta

pregunta.

En estesentido,Leey cois observaronen ratasa las queseles realizabaunadenudación

endotelialporbalónquecuandoseadministrabaunainhalaciónde NO, se inhibíala formaciónde

neoíntina<~~.Conel usode un dadorde NO intravenoso,Langfordy cols tambiénobservaronque

seproduceunainhibiciónen la activaciónde las plaquetastrasla denudaciónendotelial,medida

comoinhibición de la expresiónde laP-selectinaplaquetariay de la GP lib/lila ~

En resumen,las carótidasdesendotelizadaspor balón expresanla NOSi varios días

despuésde realizadoel daño,ya queenlos primerosmomentoslas plaquetasactivadasjueganun

papelclaveen la modulaciónnegativade la expresiónde la NOSi (figura l)En estosprimeros

momentos,el que la inhibicióndela NOSimediadaporlasplaquetasseabeneficiosao perjudicial

deberáserestudiadocon másprofUndidad.Puestoquehemosdemostradoquelos fármacosque

bloqueanel receptorGP lib/lila aumentansignificativamentelaNOSi en los primerostiempos

despuésdela denudaciónendotelial,estopodríaserimportanteparaclarificar si partedel efecto
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de estosfármacossondebidosasu capacidadparaincrementarla expresiónde laNOSi.

PLAQUETAS
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Figura 23.-En estafigura se esquematizanlos

resultadosde esta tesis. Trasla denudación

endotelial las plaquetasactivadasinhibirian

laexpresióndelaNOSi. Varios díasdespués

de la denudacióndel endotelio existe una

ex-presiónimportantedelaNOSi.
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1.- El lipopolisacáridode E. coli inducela expresiónde la óxido nítrico sintasainducible

en laparedvasculary en célulasde músculolisovascularen cultivo.

2.-Las célulasendotelialesejercenun efectoinhibitorio sobrela liberacióndenitritos y

la expresiónde la óxido nítrico sintasainducible en la paredvasculary en célulasde

músculoliso vascularencultivo estimuladasconlipopolisacáridode E. colí.

3.- La óxido nítrico sintasainducible no se expresaen la carótidade la rataen los

primerosmomentosdespuesde realizadala denudaciónendotelial,sin embargo,si se

expresavariosdíasdespués.

4.-Las plaquetasactivadascon colágenoinhiben la expresiónde la óxido nítrico sintasa

inducible en segmentos arteriales desendotelizadosin vitro y estimulados con

lipopolisacáridodeE coli. EsteefectofUe dependientedel númerode plaquetaspresentes.

5.-Las plaquetasinhibenla expresiónde la óxido nítrico sintasainducibleen los primeros

momentosdespuésde realizadala denudaciónendotelialin vivo.

6.- La glicoproteinalib/lila expresadaen las plaquetasparticipade formadirectaen la

inhibición dela expresiónde la óxido nítrico sintasainducibleen los primerosmomentos

despuésde realizadala denudaciónendotelialin vivo.

7.-El factor de crecimientoderivadode las plaquetasesun factor que participaen la

inhibición dela expresiónde la óxido nítrico sintasainducibleen los primerosmomentos

despuésderealizadala denudaciónendotelialin vivo, aunquedebenexistir otrosfactores

liberadospor las plaquetasqueintervenganen esteproceso.
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