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Las enfermedades cardiovasculares derivadas de la progresion de la
aterosclerosis se encuentran entre las principales causas de mortalidad y morbilidad en
los paises occidentales. La aterosclerosis es una patologia multifactorial, que se
caracteriza por tener una progresion lenta y silenciosa, hasta alcanzar tal grado de
severidad que desencadena un evento isquémico. El fendmeno trombético es clave en la
evolucion de la patologia isqguémica y contribuye tanto al crecimiento de la placa como
a la ocluson definitiva del vaso cuando una placa inestable se fisura o fractura
(aterotrombosis). Debido a la complgjidad y a los numerosos procesos que intervienen
en esta patologia, actualmente existen diversas lineas farmacoldgicas destinadas a su
tratamiento. Los farmacos antitrombaticos han sido y son ampliamente utilizados en la
préactica clinica para € tratamiento del proceso agudo, y de entre ellos e mas
representativo es probablemente la aspirina, un inhibidor plaguetario del grupo de los
sdlicilatos (inhibidores de la ciclooxigenasa). La aspirina ha demostrado ser efectiva en
la prevencion de eventos vasculares en diferentes ensayos clinicos, tanto a corto como a
largo plazo (Patrono C, 2001). Sin embargo, a pesar de los beneficios obtenidos con los
salicilatos y otros antitromboticos, estos grupos farmacoldgicos no erradican
completamente los eventos trombdticos (Harker L et al., 1996), por lo que nuevos
compuestos han sido objeto de investigacion. Entre los mas prometedores se encuentran
los inhibidores directos de la trombina y los inhibidores de la produccion de trombina
(inhibidores del factor tisular). Este Ultimo grupo es de aparicidén muy reciente y todavia

no se utilizaen el tratamiento de la patologia isquémica cardiovascular.

Por otro lado, e descubrimiento de que la hiperlipemia supone un factor de
riesgo para la enfermedad cardiovascular, ha motivado que se haya realizado en los
ltimos afios un gran esfuerzo por encontrar nuevos farmacos hipolipemiantes. De entre
estos cabe destacar los fibratos y, mas recientemente, los inhibidores de la 3-hidroxi-3-
metilglutaril coenzima A (HMGCOoA) reductasa o estatinas, ambos ampliamente
utilizados en la practica clinica. Aunque estos farmacos han conseguido reducir los
eventos cardiovasculares de forma significativa (Sheperd J et al., 1995; Scandinavian
Simvastatin Survival Study Group, 1994; Sacks FM et al., 1996; The Long-Term
Intervention with Pravastatin in Ischaemic Disease (LIPID) Study Group, 1998; Heart
Protection Study Collaborative Group, 2002; Schwartz GG et al., 2001; Sever PSet al.,
2003), su mecanismo de accién no estd completamente aclarado. Un hecho aresaltar, es
que €l beneficio clinico observado en los pacientes aparece antes de que se detecte
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regresion de las placas ateroscleréticas (Vaugham CJ et al., 2000), lo cual sugiere que
probablemente existan efectos adicionales beneficiosos ademas de |os relacionados con

lareduccién de los lipidos plasmaticos y laregresion de la placa.

Por lo tanto, este trabajo se ha centrado en el estudio de los mecanismos de
accion de determinados grupos farmacol 6gicos destinados al tratamiento de |a patologia
aterotrombatica (los salicilatos, los inhibidores del factor tisular y las estatinas), con la
finalidad de esclarecer la manera por la cua son capaces de aportar beneficios
apreciables desde €l punto de vista clinico.
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FORMACION Y EVOLUCION DE LA PLACA
ATEROSCLEROTICA

La aterosclerosis es un fenomeno patolégico caracterizado por una respuesta
inflamatorio-proliferativa de la pared vascular a diferentes agentes lesivos. Las lesiones
ateroscleroticas progresan de manera crénica y asintomadtica a lo largo de los afos y
tardiamente pueden provocar sintomatologia clinica como resultado de una reduccioén
crénica o aguda (aterotrombosis) de la luz arterial. Esta patologia afecta principalmente
la capa intima de las arterias de calibre mediano y grande, tales como la aorta, arterias

femorales, carotidas, cerebrales, coronarias y renales.

LA DISFUNCION ENDOTELIAL

El endotelio vascular desarrolla un gran nimero de funciones en el
mantenimiento de la homeostasis vascular (Vane JR et al., 1990). Proporciona una
superficie no trombogénica y no adherente para leucocitos a través de la cual se realiza
el intercambio de numerosas substancias entre la sangre y los tejidos. Contribuye al
mantenimiento del tono vascular mediante el balance de produccion y liberacion de
substancias vasodilatadoras, como el 6xido nitrico (NO) y la prostaciclina (PGI,), y
vasoconstrictoras, como la endotelina, el tromboxano A, (TXA;) y la angiotensina II
(AIl). Ademads, puede modular el tono y el crecimiento de las células musculares lisas
(CML), asi como la coagulacion, la fibrinolisis y la adhesion de células sanguineas a la
pared vascular (Furchgott RF & Vanhoutte PM, 1989; Moncada S et al., 1991;
Vanhoutte PM, 1997), mediante diversos factores promotores e inhibidores del
crecimiento, moduladores de la inflamacién (moléculas de adhesion) y factores
hemostaticos y tromboliticos, como el activador tisular de plasminogeno (t-PA) y el
inhibidor de t-PA tipo 1 (PAI-1) (DiCorleto PE & Gimbrone MA Jr, 1996). En
condiciones normales existe un equilibrio entre las acciones de estos factores, pero en
presencia de factores de riesgo cardiovascular tales como hiperlipidemia, habito
tabaquico, hipertension arterial, diabetes, infecciones, hiperhomocisteinemia y otros,

este equilibrio se altera provocando respuestas anormales del endotelio.
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Consecuentemente, la proliferacion del musculo liso, la vasoconstriccion, la actividad
trombotica y la adhesion de las células sanguineas pasan a ser fendomenos

predominantes (Furchgott RF & Vanhoutte PM, 1989; Ross R, 1993).

La hipercolesterolemia actia sobre las células endoteliales produciendo
alteraciones de la funcidn vascular. De hecho, la disfuncion de la respuesta vasomotora
endotelial precede incluso al desarrollo aterosclerotico y estd relacionada con niveles
anormalmente elevados de lipidos plasmaticos. Esto se ha demostrado en varios
estudios en los que se observo que la vasodilatacion dependiente del endotelio estaba
disminuida en animales y en pacientes hipercolesterolémicos sin presencia de
alteraciones estructurales vasculares evidentes (Verbeuren TJ et al., 1986; Creager MA

etal., 1990).

La presion de rozamiento del flujo sanguineo sobre el endotelio es también un
factor relevante en la disfuncion endotelial, ya que estimula la liberacion de substancias
vasoactivas, provoca cambios en la expresion de los genes, del metabolismo celular y de
la morfologia celular (Traub O & Berk BC, 1998; Malek AM et al., 1999). Se ha
demostrado que areas del arbol arterial sometidas a baja presion de rozamiento y flujo
con turbulencias presentan disfuncidon endotelial. Estas condiciones de flujo se producen
en los puntos de bifurcacion arterial y provocan el desarrollo de lesiones

ateroscleroticas.

A partir del momento en que el endotelio presenta alteraciones de su
funcionalidad, se produce la entrada de monocitos, lipidos plasmaticos y proteinas
dentro de la pared arterial, asi como la activacion de fendmenos inflamatorios que dan
lugar a la formacion de la estria grasa, primer paso de la formacion de la placa

aterosclerotica.

Factores Derivados del Endotelio

De entre todos los factores derivados del endotelio, el NO parece desempefiar un

papel fundamental a través de sus acciones relajantes, antiproliferativas, antitromboticas
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y antioxidantes. Por todas sus funciones se la considera la molécula antiaterogénica por
excelencia (Cooke JP & Tsao PS, 1994). El NO se genera por la accion de la 6xido
nitrico sintetasa (NOS) sobre el aminoacido L-arginina (Bredt DS, 1991). Se conocen
tres isoenzimas NOS (Knowles RG & Moncada S, 1995), dos constitutivas que
sintetizan pequenas cantidades de NO, la NOS-I del tejido neurologico (Mayer B et al.,
1991) y la NOS-III de la célula endotelial (eNOS) (Pollock JS et al., 1991); y una
inducible, la NOS-II (iNOS). Esta ultima isoenzima se expresa especialmente en los
macrofagos por la accion de citocinas proinflamatorias (interleucina-1 (IL-1), interferon
Y) y sintetiza grandes cantidades de NO (Stuehr DJ et al., 1991; Anggard E, 1994;
Nathan C & Xie QW, 1994). A concentraciones elevadas, el NO es citotoxico y
desempefia un papel en la respuesta inmune de los macréfagos ante las bacterias y otros
patogenos. Ambas NOS, la eNOS constitutiva y la iNOS inducible, coexisten en la
célula endotelial. La forma constitutiva sintetiza NO por periodos breves cuando es
estimulada por substancias vasodilatadoras, y la inducible sintetiza NO de forma
sostenida y prolongada cuando el estimulo parte de citocinas proinflamatorias, como el
factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) (Loscalzo J & Welch G, 1995; Jones CJH et al.,
1995). El NO tiene una vida media muy corta (3-5 segundos) (Moncada S et al., 1991),
y es muy susceptible de oxidacion dando lugar a nitritos (NO;) y nitratos (NOs")

(Ignarro LJ, 1990).

El estimulo fisico que mas influye en la generacion de NO, es la presion de
rozamiento sobre la pared del vaso, cuanto mayor es ésta, mayor es la produccion de
NO (Cooke JP & Tsao PS, 2001). La presion de rozamiento provoca la apertura de
canales de K" dependientes de Ca”", este hecho posibilita la entrada masiva de Ca”" al
citoplasma que estimula directamente la eNOS generando mayor cantidad de NO

(Miura H et al., 2001).

Como antagonista del NO, la célula endotelial libera AIl por la accion de la
enzima convertidora de la angiotensina (ECA). A través de los receptores AT1, la AIl
provoca efectos contrarios a los del NO, como vasoconstriccion, expresion de moléculas
de adhesion, estimulacion de factores de crecimiento y proliferacion celular, acciones
protrombogénicas, oxidantes y proinflamatorias. Todas estas acciones facilitan la
iniciacion y la progresion de la aterosclerosis (Johnston CI, 1992). Dependiendo hacia

donde se incline el equilibrio entre el NO y la AIl, prevalecerda una accion
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vasodilatadora y antiaterogénica, o vasoconstrictora y proaterogénica. Hay que tener en
cuenta que en el endotelio existen otras vias metabdlicas que controlan el tono vascular,
como la via de la ciclooxigenasa (Cox) que da lugar a la PGI, la cual provoca la
liberaciéon de AMPc, responsable de la vasodilatacion. Existen dos isoformas de este
enzima, la Cox-1 que se expresa constitutivamente en diferentes tipos celulares, entre
los que se encuentran las células endoteliales y las plaquetas (Pollock JS et al., 1991), y
la Cox-2 que es inducida por diferentes productos de la inflamacion y se encuentra en
células endoteliales, CML y macrofagos de la pared vascular (DeWitt et al., 1983;
Herschman HR, 1996; Schonbeck U et al., 1999; Stemme V et al., 2000). Esta tltima
isoforma se ha relacionado con en el proceso aterosclerdtico (Ross R, 1993; Gordon D,
1996; Schonbeck U et al., 1999; Baker C et al., 1999). Estudios recientes demuestran
que posiblemente la Cox-2 vascular es la principal fuente de PGI,, tanto en individuos
sanos como en pacientes aterosclerdticos (Catella-Lawson F et al., 1999; McAdam BF

etal., 1999).

M ecanismos de Disfunciéon Endotelial

Se han estudiado los posibles mecanismos relacionados con la alteracion del
metabolismo del NO que pueden motivar disfuncion endotelial. Parece ser que una
disminucién de la disponibilidad del substrato para la sintesis de NO (L-arginina),
debido a la hipercolesterolemia, podria ser responsable de respuestas vasculares
anormales (Girerd XJ, 1990). Otro posible mecanismo, es el aumento de la
concentracion de peroxinitrito (ONOO"), producto resultante de la oxidacion del NO,
con gran potencial oxidante y mediador del dafio vascular (Beckman JS & Crow JP,
1993). Ademas, el peroxinitrito puede iniciar la oxidacioén de las lipoproteinas de baja
densidad (LDL), una vez que éstas han quedado atrapadas en la zona subendotelial
(White CR et al., 1994). Numerosos estudios demuestran que las LDL oxidadas, y en
menor medida las LDL nativas (no oxidadas), son capaces de inhibir la relajacion
dependiente del endotelio (Tanner FC et al., 1991), y se ha sugerido que estas
lipoproteinas inhiben la activacion de la via L-arginina/NO, e incluso que reducen la

actividad y la expresion de la NOS. Asi Vidal F et al. (1998) y Martinez-Gonzalez J et
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al. (2001c) han demostrado que concentraciones aterogénicas de LDL nativas reducen

la expresion de NOS-III en células endoteliales humanas en cultivo.

EL INICIO DE LA LESION: LA ESTRIA GRASA

Las primeras lesiones aterosclerdticas macroscopicamente visibles son la estrias
grasas, las cuales pueden ya manifestarse en la aorta y en la arterias coronarias durante
las primeras décadas de vida y consisten basicamente en una acumulacion de lipidos en
la intima vascular (Stary HC et al., 1994). El primer factor que determina la formacion
de la estria grasa es el transporte de LDL hacia la pared vascular. Las LDL son
lipoproteinas muy ricas en colesterol, que provienen en su mayor parte del metabolismo
de las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), y su funcion basica consiste en la
distribucion del colesterol a los diferentes tejidos. Las LDL son rapidamente
transportadas a través del endotelio y se unen a los proteoglicanos que conforman la
matriz extracelular (Nievelstein PFEM et al., 1994). Los proteoglicanos a su vez tienen
una alta capacidad de producir alteracion y retencion de las LDL en la intima
contribuyendo a la acumulacion lipidica y al inicio de la formacion de la estria grasa
(Camejo G et al., 1993). Debido al estado de estrés oxidativo provocado por la
disfuncion endotelial, las LDL retenidas en el espacio subendotelial son oxidadas
(Steinberg D, 1997). La acumulacion de LDL oxidadas, altamente inflamatorias y
citotoxicas, motivan la activacion de una respuesta inflamatoria que provoca la
atraccion de monocitos y linfocitos-T hacia la lesion, y una vez se encuentran dentro de
la intima vascular los monocitos se convierten en macrofagos. (Ross R, 1993; Ross R,
1999). Ademas de las LDL modificadas, la homocisteina, la AIl y productos
microbianos también inducen inflamacién en la zona de la lesién (Libby P, 2002). Las
LDL oxidadas inducen la produccion por parte de las células endoteliales y CML de
diferentes activadores de monocitos y linfocitos-T, como la proteina quimiotactica de
monocitos-1 (MCP-1) (Valente AJ et al., 1992). La expresion de MCP-1 y otros genes
inflamatorios se halla bajo el control del factor de transcripcion NF-xB (Barnes PJ &
Karin M, 1997). La activacion de este factor puede desempefiar un papel clave desde las
fases tempranas de la formacion de la placa, ya que se ha demostrado que esta presente

de forma activa en las lesiones ateroscleréticas (Collins T, 1993; Brand K et al., 1996).



12 Introduccion

Las LDL oxidadas y otros factores proinflamatorios, como la IL-1, la trombina y
el factor de necrosis tumoral (TNF) inducen la expresion de moléculas de adhesion, que
promueven la adhesion de los leucocitos (monocitos y linfocitos-T) al endotelio, y del
factor estimulante de colonias de monocitos (M-CSF) (Rajavashisth TB et al., 1990).
Entre las moléculas de adhesion se encuentran las selectinas, como la selectina E y la
selectina P (Vora DK et al., 1994), y las inmunoglobulinas, como ICAM-1 y VCAM-1
(Cybulsky MI & Grimbone MA Jr, 1991). El M-CSF, que también esta controlado por
NF-kB, es el responsable de la diferenciacion de los monocitos a macrofagos. Esta
diferenciacion conlleva la expresion de los receptores basurero (Sscavenger) (Geng YJ et
al., 1995). Estos receptores, a diferencia de los receptores LDL normales, no son
regulados a la baja por la presencia de altas concentraciones de colesterol intracelular,
por lo que los macrofagos captan y acumulan a través de estos receptores grandes
cantidades de LDL modificadas (oxidadas, acetiladas, etc) transformandose en células
“espumosas”. La causa de que el receptor LDL no reconozca a las LDL oxidadas
(modificadas) se debe a que el proceso de oxidacion induce cambios en la parte proteica
de la lipoproteina (apo B), que en cambio, si es reconocida por los receptores basurero

de los macrofagos (Brown MS & Goldstein JL, 1990).

Al contrario que las LDL, las lipoproteinas de alta densidad (HDL) tienen una
funcién protectora, sobretodo en las fases iniciales de la aterosclerosis, ya que
disminuyen la oxidacion de las LDL (Parthasarathy S et al., 1990), asi como la
formacion de la estria grasa (Badimon JJ et al., 1989), debido a su funcioén en el

transporte reverso del colesterol (Gordon DJ et al., 1989).

PROGRESION DE LA PLACA ATEROSCLEROTICA

La estria grasa puede progresar hasta la formacion de la placa, aunque, no todas
las estrias grasas progresan (Freedman D et al., 1988). Hay dos factores clave en la
progresion de la lesion: la proliferacion y migracion de CML, y la acumulacion lipidica
en macrofagos y CML. Los macrofagos juegan el papel central del proceso ya que estan
presentes desde el inicio de la lesion. Como ya se ha mencionado anteriormente, bajo la

accion de MCP-1, M-CSF y otras citocinas, los macréfagos son activados y se
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incrementa su capacidad de oxidacidon de lipoproteinas y la secrecion de factores de
crecimiento asi como diversas citocinas inflamatorias (Murakami T & Yamada N,
1996); entre ellas destacan nuevamente MCP-1, M-CSF, IL-1 y TNF, y también
interferon gamma (IFN-y) (Libby P & Ross R, 1996). Estas citocinas siguen
estimulando la expresion de moléculas de adhesion y citocinas por parte de las células
endoteliales y CML, favoreciéndose asi un circulo vicioso de captacion, proliferacion y
activacion de monocitos-macrofagos, expresion de receptores basurero, captacion de
LDL modificadas y transformacion en células espumosas, lo que se traduce en una

acumulacion incontrolada de lipido en el espacio subendotelial.

Junto a los macrofagos, las CML son el componente principal de la lesion
aterosclerdtica. Su migraciéon y proliferacion estd estimulada por factores de
crecimiento, como el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), la All y la
trombina, liberados por plaquetas, macrofagos y CML (Ferns GAA, 1991; Ross R,
1993). Incluso las propias lipoproteinas favorecen la proliferacion de las CML
(Bjorkerud S & Bjorkerud B, 1995). Ademas, las CML al igual que los macrofagos,
también captan y acumulan LDL modificadas transformdndose en células espumosas
(Llorente-Cortes V et al., 1998, Llorente-Cortes V et al., 2002). Las CML son la fuente
de la matriz extracelular de la placa (Andreeva ER et al., 1997), cuyo componente
principal es el coldgeno tipo I, el cual confiere a la placa una gran estabilidad
estructural. La sintesis del colageno tipo I estd fundamentalmente promovida por el
factor de crecimiento transformante (TGF-B) segregado por los macréfagos y CML

(Bahadori L et al., 1995).

Las plaquetas también juegan un papel importante en el desarrollo de la lesion,
ya que se adhieren al endotelio disfuncional, a los macrofagos o al colageno expuesto, y
liberan citocinas y factores de crecimiento, como el PDGF y la trombina, que
contribuyen a la migracion y proliferacion de CML y monocitos (Bombeli T et al.,

1998; Martinez-Gonzalez J et al., 2001b).

Con la sucesion de los procesos mencionados, la estria grasa se va haciendo mas
compleja a lo largo del tiempo y se recubre por una o mas capas de CML y tejido

conectivo, que daran lugar a la capsula fibrosa.
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ESTABILIDAD DE LA PLACA. PROCESO ATEROTROMBOTICO

El factor predominante que afecta a la estabilidad de las placas aterosclerdticas
es la proporcion entre matriz extracelular y contenido lipidico (Stary H, 1989; Davies
MJ et al., 1990). Las placas estan formadas por un nucleo lipidico, compuesto
basicamente por colesterol libre y ésteres de colesterol acumulados en el interior de
macrofagos (células espumosas), separado de la luz arterial por un caparazon

fibromuscular y una capa de células endoteliales.

Las placas ateroscleroticas producen sintomas clinicos mediante dos

mecanismos:

1. Por crecimiento de la placa hasta alcanzar un tamafio umbral que reduce u obstruye
completamente el paso de la sangre. Este tipo de lesiones representan la mayor parte
de los procesos aterosclerdticos, pero suponen una pequefia proporcion de los
episodios clinicos, ya que son lesiones bastante estables. Su estabilidad se debe a un

elevado componente celular y de matriz extracelular.

2. Por rotura o fisura de la placa induciendo la formaciéon de un trombo. Este tipo de
placas causan la mayoria de episodios clinicos (Falk E, 1989). Los estudios
patoldgicos demuestran que las placas ateroscleroticas que tienden a romperse estan
compuestas cominmente por una masa de lipidos separados del lumen vascular por
una cubierta fibrosa delgada (Richarson PD et al., 1989). Las placas que se rompen
tienden a ser relativamente blandas y a tener una concentracion elevada de colesterol
y de sus ésteres. El adelgazamiento de la fina cubierta fibrosa que cubre el ntcleo
lipidico precede a la rotura de la placa. Mediante estudios angiograficos,
angioscopicos y patologicos se ha establecido un clara asociacion entre la fisura de
la placa o su ulceracion y el desarrollo de la angina inestable, el infarto de miocardio
y la muerte stibita de caracter isquémico (Badimon L et al., 1992b; Badimon JJ et
al., 1993). Ademas, la trombosis mural formada sobre la placa rota, es también
importante en la progresion de las placas aterosclerdticas, incluso en ausencia de

sintomas clinicos (Falk E, 1985).
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Una vez formada la lesion aterosclerdtica, todos aquellos fenémenos que
reduzcan su contenido en colageno o disminuyan la presencia de CML que lo producen,
debilitaran la cépsula fibrosa y hardn que la placa sea mas vulnerable y propensa a la
rotura. Las células espumosas son determinantes en este aspecto, ya que son capaces de
digerir la matriz extracelular por fagocitosis directa o por la secrecion de enzimas
proteoliticas, como los activadores del plasminogeno (t-PA), TNF-a, y una variedad de
metaloproteinasas (MMP) de la matriz celular (colagenasas, gelatinasas y estromelinas)
(Fuster V et al., 1992b; Ross R, 1999). Ademas, la produccion de toxicos, como los
radicales libres oxidantes y productos de la oxidacion lipidica, también contribuyen al

dafio vascular y a la inestabilidad de la placa.

La rotura de la placa supone la desendotelizacion de la pared vascular y la
exposicion de las capas interiores ricas en coldgeno, factor tisular (TF), lipidos y otros
factores, que activan la agregacion plaquetar y la formacion de un trombo que puede ser
oclusivo e impedir de forma subita la circulacion de la sangre o en cualquier caso,
contribuir al crecimiento de la lesidon aterosclerdtica que produce una lesion silente.
Existen una serie de factores locales y sistémicos que pueden determinar el tamafio,

localizacién y composicion de los trombos.

Factores Locales

Severidad delaLesion Vascular, Importancia del Factor Tisular

La rotura de la placa provoca la exposicion de componentes de su interior que
inducen la trombosis. Se ha demostrado mediante estudios experimentales, que cuando
el trombo plaquetar se forma sobre lesiones vasculares leves (pared vascular
desendotelizada), éste es 1abil y tiende a fragmentarse si sobre ¢l actuan fuerzas de
cizalladura elevadas. Sin embargo, cuando la lesion es mas grave y se exponen los
componentes de zonas mas profundas del vaso, se produce una intensa agregacion
plaquetaria con formacion de un trombo mural, que se acompaifia de la formacion de
trombina a través de las vias de coagulacion, tanto intrinseca (activada en superficie)

como extrinseca (dependiente del TF), dando como resultado la formacion de fibrina,
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que da estabilidad al trombo plaquetario y lo une firmemente a la pared vascular. El
trombo formado en este caso, es estable incluso en condiciones de cizalladura elevadas

(Badimon L et al., 1986).

Se ha demostrado que el nicleo graso o ateroma es el componente mas
trombogénico de las placas (Fernandez-Ortiz A et al., 1994) y el TF (o tromboplastina
tisular), presente en grandes cantidades este tipo de lesiones, parece ser el
desencadenante de la reaccion trombdtica en cascada (Toschi V et al., 1997). Estos
resultados sugieren que el TF es un determinante importante de la trombogenicidad de
las lesiones ateroscleroticas cuando sufre rotura espontdnea o mecénica. Las LDL
oxidadas contenidas en la lesion también inducen trombosis, ya que aumentan la
agregacion plaquetaria promoviendo la liberacion de TXA, (Carvalho ACA et al.,
1974).

Fuer zas Hemodinamicas de Flujo

Las zonas de estenosis vascular que estan provocadas por el engrosamiento de la
pared (presencia de una lesion aterosclerdtica, o de un trombo sobre una lesion que
protuye en la luz del vaso) aumentan considerablemente la fuerza de cizalladura y
alteran el flujo (Zarins CK et al., 1983), mientras que en los vasos normales la fuerza de
cizalladura es menor y el flujo es de tipo laminar paralelo. El aumento de la fuerza de
cizalladura provoca que aumente considerablemente la deposicion de plaquetas en la
zona estenosada (Badimon L & Badimon JJ, 1989), al tiempo que la desaceleracion del
flujo sanguineo que existe en la zona postestendtica produce una separacion de las
lineas de flujo y la aparicion de zonas de recirculacion que pueden favorecer el deposito
de fibrina. La consecuencia de estos fenomenos es la formacion de un trombo plaquetar
fijo en la zona de maxima estenosis que se continia con una gran red de fibrina en la
que se hallan atrapados globulos rojos. El incremento de la fuerza de cizalladura que se
produce en las areas de estenosis, asi como los factores mencionados anteriormente,
contribuyen a la rotura de la placa, especialmente cuando éstas son blandas y grasas

(Fuster V et al., 1988).
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Superficiedel Trombo Residual

Una vez se ha formado el trombo sobre una lesion aterosclerotica que ha sufrido
rotura, éste puede lisarse por fibrinolisis fisioldgica (o inducida farmacologicamente).
La presencia del trombo mural residual predispone a la oclusion trombdtica recurrente
del vaso (Van Lierde et al., 1990; Fuster V et al., 1990; Davies SW et al., 1990; Gulba
DC et al., 1991). Se han identificado dos factores que contribuyen que a este proceso.
En primer lugar, un trombo mural residual estrecha la luz del vaso, lo que produce un
aumento de la tasa de cizalladura, que facilita la activacion y depdsito de las plaquetas
en la lesion (Badimon L & Badimon JJ, 1989; Lassila R et al., 1990). En segundo lugar,
la presencia de un trombo fragmentado genera una superficie de gran poder
trombogénico, asi, el deposito de plaquetas sobre el trombo residual se ve incrementado
entre dos y cuatro veces en comparacion con una lesion profunda de una arteria
(Badimon L et al., 1988). Este fendmeno es debido en parte a la trombina atrapada en la
red de fibrina en el area de formacion del trombo (Badimon L et al., 1989; Francis CW
et al., 1983), asi pues, después de la lisis parcial del trombo, la trombina queda expuesta
a la sangre circulante, de forma que se produce la activacion de las plaquetas y del
sistema de coagulacion generandose nuevos procesos de trombosis (trombosis

secundaria).

Vasoconstriccion

Varios estudios han sugerido que el vasoespasmo es importante en la
patogénesis de la enfermedad aterotrombotica (Hackett D et al., 1987). La interaccion
de plaquetas con la pared vascular y la liberacién de substancias vasoactivas, como la
serotonina y el TXA,, contribuyen a la reduccion del flujo sanguineo (Lam JYT et al.,
1987; Ashton JH et al., 1986).Ademas, las arterias aterosclerdticas tienen un tono
vascular anormal debido a una deficiencia NO, lo cual conduce a una vasoconstriccion
incrementada al producirse la liberacion de serotonina y TXA, por parte de las plaquetas

(Badimon L et al., 1992a; Badimon L, 2001).
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Factores Sistémicos. Estado Hipertrombdético Sistémico

Un estado trombogénico o hipercoagulable de la sangre circulante puede
promover la formacion local de trombos (Fuster V et al., 1992a; Fuster V et al., 1992b),
este hecho confirma que los factores afadidos a la placa aterosclerdtica son de gran
importancia en el riesgo trombotico. Diferentes factores sistémicos estan asociados a un

aumento de la reactividad de la sangre y a la trombogenicidad.

El aumento de los niveles plasmaticos de catecolaminas puede inducir la
activacion plaquetar y la generacion del trombo (Badimon L et al., 1990b; Badimon L
et al., 1999), lo cual podria vincular condiciones de estrés con el desarrollo de trombosis
arterial. Se ha observado un aumento en la reactividad plaquetaria en fumadores que
podria estar relacionado con estimulos de las catecolaminas (Winniford MD et al.,
1986; Fuster V et al., 1981; Blann AD et al., 1998). La hipercolesterolemia también esta
relacionada con un estado de hipercoagulabilidad de la sangre y aumento de la
reactividad de las plaquetas (Hunt BJ, 1990; Badimon JJ et al., 1991; Thompson SG et
al., 1995; Henry PD et al., 1995). Las LDL tienen un efecto directo sobre las plaquetas,
ya que aumentan la relacion colesterol/fosfolipidos de la membrana plaquetar (Opper C
et al., 1995), asi como los niveles de TXB, (Carvalho ACA et al., 1974; Stuart MT et
al., 1980; Davi G et al., 1992), y de trombina intraplaquetarios (Aoki I et al., 1997),
haciéndolas mas reactivas. Un factor de riesgo descubierto recientemente es la
homocisteina, esta substancia aumenta la actividad del TF en células endoteliales,
inhibe la expresion de trombomodulina en la superficie de la célula endotelial y la unién
de la antitrombina III al heparan sulfato endotelial, que como resultado supone una
reduccion de las propiedades anticoagulantes del endotelio normal (Boers GH, 1997; de
Jong SC et al., 1998). La lipoproteina (a) (Lp(a)), molécula similar a la LDL en su
configuracién (Berg K, 1963), es otro factor de riesgo para la aterotrombosis. Asi, la
apoproteina (a), una glicoproteina que forma parte de la estructura de la Lp(a), tiene una
estructura muy similar a la del plasminégeno (McLean JW et al., 1987), al que inhibe
de manera competitiva, disminuyendo la fibrinolisis y aumentando asi la predisposicion
a las complicaciones tromboticas (Edelberg JM et al., 1990; Loscalzo J, 1990). Niveles
elevados de fibrinogeno, factor VII (Meade TW et al., 1986) y TF en plasma (Suefuji H,
1997; Key NS, 1998; Giesen PL et al., 1999), asi como de inhibidor del activador de
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plasminogeno-1 (PAI-1) (Paramo JA et al., 1985; Olofsson BO et al., 1989) también se

han identificado como factores de riesgo para suftir episodios trombdticos.

DISFUNCION I ADHESION I PROLIFERACION PLACA FIBRO- PLACA
ENDOTELIAL MIGRACION ACTIVACION I LIPIDICA . COMPLICADA
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Figura 1. Representacion esquematica de la evolucion de la placa aterosclerdtica. Tras los insultos
iniciales se produce disfuncidén endotelial: las células endoteliales expresan moléculas de adhesion que
facilitan la migracion de los monocitos y linfocitos-T a favor de un gradiente quimiotactico producido por
las lipoproteinas oxidadas (LDL-ox) y citocinas quimiotacticas como la proteina quimiotactica de
monocitos (MCP-1). Bajo la accion del factor estimulante de colonias de macrofagos (M-CSF), los
monocitos se diferencian a macrofagos, expresan los receptores basurero y acumulan grandes cantidades
de lipidos convirtiéndose en células espumosas. Los macréfagos segregan multiples citocinas (entre ellas
el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)) que promueven la migracion de células
musculares lisas (CML) de la tunica media a la intima y su proliferacion. Hay zonas de la intima en las
que se produce adhesion de plaquetas, que una vez activadas liberan citocinas como el PDGF. Activadas
por factor de crecimiento transformante (TGF-$) de los macrofagos, las CML sintetizan el colageno I,
principal componente de la capa fibrosa. Las fases mds avanzadas de la lesion se caracterizan por una
acumulacién de lipidos y un empobrecimiento celular debido en parte a la apoptosis de CML y
macrofagos. En las placas con un alto contenido en macrofagos se produce la degradacion de la capsula
fibrosa por parte de las proteasas, como las metaloproteasas (MMP), que son segregadas por los mismos.
De este modo se favorecen la rotura de la placa y la exposicion al torrente sanguineo de factores
procoagulantes como el propio colageno y el factor tisular (TF), conduciendo a la formacion de trombos y
a la aparicion de accidentes isquémicos agudos (Modificado de Sanchez S a partir de Guijarro C et al.,
1997).
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TROMBOSISARTERIAL

Como ya se ha comentado, diversos procesos determinan la formacion del
trombo arterial. Badsicamente son tres vias metabolicas las que dan lugar al trombo: la

activacion plaquetaria, el proceso de coagulacion y la fibrinolisis.

PLAQUETAS

En la trombosis arterial, la activacion de las plaquetas y su deposicion en zonas
alteradas de la pared vascular ocupan un papel preponderante, produciéndose trombos
ricos en plaquetas y pobres en plasma y eritrocitos (al contrario que en la trombosis

venosa, donde se forman trombos ricos en fibrina y eritrocitos).

Las plaquetas son pequefios fragmentos de citoplasma envueltos por una
membrana con forma de disco que se generan a partir de los megacariocitos. Estan
compuestas de la mayoria de los componentes celulares excepto DNA, ya que carecen
de nucleo (mitocondrias, microtiibulos, aparato de Golgi (a veces) y ribosomas). Sus

constituyentes principales son:

e Citoesgueleto: constituido por proteinas como actina y miosina, que se encargan de
la movilidad y la forma de la plaqueta. Ambas proteinas son responsables de los
drésticos cambios conformacionales que se producen en la plaqueta durante su

activacion (Holmsen H, 1990a).

e Membrana: los lipidos de la membrana son importantes no solo estructural sino
también funcionalmente. La mayor proporcion corresponde a fosfolipidos y el resto
a lipidos neutros, sobre todo colesterol. La proporcion entre ambos es importante ya
que condiciona la viscosidad de la membrana y su capacidad de respuesta. La
activacion de la plaqueta precipita el metabolismo de varios fosfolipidos de

membrana derivados del fosfatidilinositol (flip/flop).
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e Grénulos Secretores: hay dos tipos, los granulos densos que contienen

oligonucleotidos fosfatos en diversas formas quimicas (ATP, ADP, GTP y otras),
calcio y serotonina, y los granulos alfa, que contienen factores de coagulacion
(fibrindgeno, factor V, factor de von Willebrand (vWF), factor XI, proteina S, PAI-
1, cinindgeno de alto peso molecular-HMWK-), factores de crecimiento como
PDGF y el TGF-B, y otras proteinas. También hay lisosomas ricos en hidrolasas
acidas (Holmsen H & Weiss HJ, 1979). El 60% del calcio celular se encuentra en el
interior de los granulos densos y se secreta al citoplasma en cuestion de
milisegundos cuando las plaquetas se estimulan (Holmsen H, 1990b). Entre los
factores de coagulacion, el fibrindgeno es la proteina que se encuentra en mayor

proporcion en la plaqueta (12%).

e Glicoproteinas: hay al menos 30 tipos de glicoproteinas (GP) en la membrana que

cumplen funciones de receptor y que se podrian definir como integrinas, es decir
receptores que median la adhesion de productos solubles y de la matriz extracelular;
pero que también participan en la regulacion de diversas funciones celulares (Clark

EA & Brugge JS 1995).

En la plaqueta, la familia mas abundante de integrinas incluye los receptores
GPIIb-IlIa, GP la-Ila, GP Ic-Ila y los receptores de fibronectina y vitronectina. Cada
plaqueta contiene aproximadamente entre 50.000 y 80.000 moléculas de GP IIb-IlIa,
que supone un 2% de la proteina plaquetar total. El complejo IIb-Illa es un
heterodimero dependiente de calcio, asociado no covalentemente a la superficie
plaquetar (Fitzgerald LA & Philips DR, 1985), consistente en dos glicoproteinas
transmembrana: GP IIb y GP IlIla. Su ligando principal es el fibrindgeno, pero se enlaza
ademas al vWF, a la vitronectina y a la trombospodina. La secuencia Arg-Gly-Asp
(RGD), presente en las proteinas adhesivas, es la mediadora del enlace ligando-receptor
(Cheresh DA et al., 1989). Asi, el fibrindgeno contiene dos secuencias RGD en la
cadena o, ademds tiene una secuencia dodecapeptidica que se encuentra en la zona

carboxiterminal de la cadena vy, que también participa en la union al recepto GP IIb-I1la

(Kloczewiack M et al., 1984).
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La familia de integrinas que incluyen la glicoproteinas ricas en leucina esta
representada por el complejo GP Ib y el GP V. Existen aproximadamente unas 25.000
moléculas de GP Ib en cada plaqueta. Este receptor estd formado por dos subunidades,
la GP Iba y la GP Ibp que forman un complejo 1:1 con otra glicoproteina, la GP IX,
formando una estructura transmembrana (Fox JEB et al., 1988). La funcion principal de
este receptor es enlazarse con el vVWF fijado en el subendotelio e iniciar el proceso de
adhesion plaquetar. E1 GP Ib no se enlaza al vWF plasmatico, debido a que esta
molécula requiere un cambio conformacional que se produce cuando ésta se une a la

matriz extracelular, para ser reconocida por el receptor.

Activacion Plaquetar

El proceso de activacion plaquetar se puede resumir en una primera fase de
adhesion de la plaqueta a la pared o zona lesionada del vaso, la extension de la plaqueta
sobre la superficie endotelial expuesta, la secrecion del contenido granular de las
plaquetas y la formacién de un agregado o masa de plaquetas y la amplificacion del
proceso de coagulacion, que lleva a la formacién de una red de fibrina que refuerza el
labil tapon de plaquetas (Badimon L et al., 1995). También se produce, como paso final,
el reclutamiento de otras células hematicas (eritrocitos, neutr6filos y monocitos) que
dan lugar a trombos mixtos. La eficacia de reclutamiento plaquetario dependera del

substrato subyacente y de la geometria local.

Adhesién Plaquetar

Las plaquetas no se adhieren al endotelio vascular normal, sino Gnicamente a las
zonas donde éste se encuentra alterado. A velocidades de cizalladura elevadas (a mas de
800 s) es necesaria la presencia de vVWF en el endotelio que se enlaza al receptor
plaquetar GP Ib (Weiss HJ et al., 1973). Por esta razon, las personas que sufren la
enfermedad de von Willebrand, en la que existe una deficiencia del vWF (Sakariassen
KS et al., 1979), presentan un tiempo de sangria elevado a velocidades de cizalladura

elevadas, pero no a bajas, ya que a baja velocidad de cizalladura esta funcion la realiza
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el colageno que se enlaza al receptor plaquetar GP la-Ila (Sakariassen KS et al., 1986).
El receptor GP IIb-IIla también participa en la adhesion plaquetar como sitio de enlace

adicional al vWF (Hawiger J, 1987).

Secrecion y Agregacion Plaquetar

Los procesos de secrecion y agregacion plaquetar se desencadenan por la accion
de ciertos agonistas, tales como el ADP (procedente de eritrocitos hemolizados), el
colageno (procedente de capas profundas de la pared vascular dafiada) o la trombina
(generada durante la cascada de la coagulacion) que se unen a receptores de membrana
y activan diversos procesos intracelulares, como son la desaparicion de los microtubulos
que mantienen la forma discoidal de la plaqueta, y la formaciéon de pseuddpodos
(Escolar G et al., 1986). Estos agonistas inducen ademas, la liberacion al citoplasma
plaquetar del calcio almacenado en el sistema tubular denso. El calcio, por su parte, es
un mediador importante de la activacion plaquetaria (Colman RW & Walsh PN, 1987)

que induce la contraccion y secrecion del contenido granular de las plaquetas.

Tras la activacion inducida por los agonistas que actiian en la superficie de la

plaqueta, se producen tres efectos principales:

a) Secrecion del contenido de los granulos intracelulares de la plaqueta.

b) Exposicion de receptores de superficie para proteinas plasmaticas adhesivas,

principalmente fibrinégeno y vWF.

c) Alteracion de la estructura lipidica de la membrana plaquetaria, que conlleva a la

amplificacion de la coagulacion sanguinea (Badimon L et al., 1990a).

Especificamente, al unirse los agonistas de la agregacion (ADP, serotonina,
epinefrina, coldgeno, trombina, factor de activacion plaquetar -PAF-, TXA;) a los
receptores de membrana de la plaqueta se desencadenan las cascadas de los segundos

mensajeros intracelulares. Se produce entonces la hidrolisis del fosfatidilinositol, que se
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encuentra en la membrana plaquetaria, debido a la accidon de la fosfolipasa C, dando
lugar a inositol 1, 4, S-trifosfato (IPs;) y diacilglicerol. Estos dos intermediarios
movilizan a su vez el calcio desde el sistema tubular denso, provocando la secrecion de
los granulos de la plaqueta y la exposicion del receptor GP IIb-I1la en la superficie. El
incremento de la concentracion de calcio citosolico facilita la liberacion de acido
araquidonico (AA) a partir de los fosfolipidos de la membrana por acciéon de la
fosfolipasa A,, éste es metabolizado a TXA,, mediante la accion de la Cox y la
tromboxano sintasa. E1 TXA, difunde fuera de la célula, interacciona con los receptores
plaquetarios de superficie y activa nuevas plaquetas (Huang EM & Detwiler TC, 1986;
Colman RW & Walsh PN, 1987; Kroll MH & Schafer Al, 1989; Marcus A & Safier
LB, 1993), esta molécula, ademas de favorecer la continuacion de la agregacion, es un

potente vasoconstrictor.

En el curso de la activacion, las plaquetas muestran los receptores para factores
de la coagulacion especificos. El factor Va, secretado por la plaqueta o proveniente del
plasma, se fija en la superficie y forma un complejo con el factor Xa, que cataliza la
conversion de protrombina a trombina (Mann KG, 1984). La trombina, a parte de ser un
enzima clave en la cascada de la coagulacion, donde actiia transformando el fibrinégeno
en fibrina insoluble, es uno de los mas potentes agonistas conocidos de la activacion y
el reclutamiento plaquetarios. En las zonas de lesion arterial, se produce la exposicion
de TF que desencadena la activacion de factores de la coagulaciéon y la rapida
generacion de trombina, que es el principal mediador de la activacion plaquetaria

(Krishnaswamy S et al., 1992).

La activacion de las plaquetas se inhibe cuando los niveles de AMP ciclico
(AMPc) estan incrementados, ya que facilita la entrada de calcio en sus depdsitos,
reduciendo su disponibilidad en la plaqueta. Cuando los niveles de AMPc aumentan, el
calcio libre se secuestra en el sistema tubular denso y se inhibe la actividad de la
fosfolipasa A, (Brass LF et al., 1994). Este es el mecanismo de accion de algunos
inhibidores de la funcion plaquetaria, como la PGI, y el NO. Generalmente, los
agonistas de la activacion plaquetaria inhiben la formacion de AMPc bloqueando la
adenilciclasa, y otros compuestos aceleran el metabolismo del AMPc mediante la

activacion de la fosfodiesterasa (Sakon M et al., 1994).
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En condiciones patologicas, cuando se produce la rotura de una placa
aterosclerotica, el coldgeno que queda expuesto, y sobretodo la trombina, que se forma
por activacion de la cascada de la coagulacion, tienen un gran peso en la estimulacion
del proceso de agregacion. En este caso, el papel que juegan estos dos agonistas es mas
importante que el del ADP, ya que se encuentra a una concentracion fisioldgica
relativamente baja, o incluso que el TXA;,, que se puede encontrar inhibido por medios

farmacologicos (Stein B et al., 1991).

Una vez la plaquetas se han activado, forman enlaces plaqueta-plaqueta a través
de la union del fibrindgeno plasmatico a los receptores GP IIb-Illa (Hawiger J, 1987),
dando lugar al agregado plaquetario (Peerschke EIB, 1985). Este se vuelve estable y se
une firmemente a la superficie vascular lesionada, gracias a la fibrina formada durante

el proceso.

COAGULACION SANGUINEA

La funcion fisiologica de la coagulacion es prevenir las hemorragias, de manera
que éste es un proceso que refuerza el tapon plaquetar mediante la creacion de fibras
insolubles de fibrina. La fibrina se forma a partir del fibrindgeno, que es soluble, por la
accion de una enzima proteolitica, la trombina, que normalmente se encuentra en forma
de protrombina. Esta se activa a través del sistema de la coagulacion que implica una
serie de reacciones en cadena que integran zimdgenos (proteinas susceptibles de ser
activadas a enzimas a través de una proteolisis limitada) y cofactores (activadores

enzimaticos no proteoliticos).

Cléasicamente en el mecanismo de la coagulacién sanguinea se distinguian dos
vias de activacion: la via extrinseca, que se iniciaba cuando el TF o tromboplastina
tisular se exponia al plasma; y la via intrinseca, que se activaba por contacto con la
superficie vascular sin endotelio. Aunque inicialmente se pensdé que eran vias
independientes, hoy en dia se sabe que varios enzimas interaccionan en los dos sistemas

(Osterud B, 1990; Rapaport SI & Rao L, 1995).
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Recientes investigaciones sobre la coagulacion sanguinea resaltan la
preponderancia de la via del TF, anteriormente denominada via extrinseca (Bauer KA,
1997; Carmeliet P & Collen D, 1998; Cawthron KM et al., 1998), donde la expresion
del TF constituye el mas importante iniciador de la coagulacion a través de la formacion
de un complejo con el factor VII. Todas las reacciones que se desencadenan cuando se
activa la via del TF se producen en la superficie de diferentes tipos celulares. Las
plaquetas proveen la superficie mas eficiente para la generacion de trombina, por lo que
el agregado plaquetario constituye una gran superficie procoagulante en la zona de
lesion vascular. Ademas de las plaquetas, es necesaria la presencia de células o restos de
membranas que expresen TF en su superficie para que se pueda desarrollar todo el

proceso (Monroe DM et al., 1994).

El TF es una pequeia glicoproteina de membrana, que pertenece a la
superfamilia de los receptores del tipo citocinas (Edginton T et al., 1991). Esta proteina,
se distribuye en gran numero de tejidos normales formando parte de las capsulas
fibrosas que rodean a los organos (Drake TA et al., 1989). En las arterias el TF es
abundante en la adventicia donde predominan los fibroblastos, mientras que
practicamente no se encuentra en la tinica media (Maynard JR et al., 1977). Las células
en contacto directo con la sangre, como las cé€lulas endoteliales, no lo expresan
constitutivamente, pero lo pueden sintetizar tras ser inducidas por citocinas,
endotoxinas, infecciones viricas, trombina y algunos factores de crecimiento (Camerer
E et al., 1996). La trombosis se desencadena cuando se produce una lesion vascular o se
expone los componentes del interior de la placa aterosclerotica, que expresan TF, a la
circulacion sanguinea (Zeldis SM et al., 1972; Nemerson, 1988; Fuster V et al., 1996;
Fuster V et al., 1997). Trabajos recientes afirman que las moléculas de TF provienen de
los restos de membranas resultantes de la muerte por apoptosis de macrofagos
contenidos en el nucleo graso (Mallat A, et al., 1999), y de microvesiculas asociadas a
TF que son secretadas a partir de las CML que componen la lesion (Schecter et al.,
2000). Recientemente se ha descubierto que existe un pool de TF en la circulacion
sanguinea, libre o en monocitos, que es potencialmente activo (Suefuji H, 1997; Key

NS, 1998; Giesen PL et al., 1999).
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En el sistema de coagulacién sanguinea se pueden distinguir cuatro grupos de

reacciones (Nemerson Y, 1990):

a)

b)

d)

Activacién por contacto: la exposicion de superficies desencadenantes de la

activacion por contacto de la pared vascular (sulfatidas, glucosaminoglicanos),
activan el factor XI mediante el factor Hageman (factor XII). El factor XIa activa el

factor IX, que forma un complejo con el factor VIla y dan lugar al factor Xa.

Via del TF: la exposicion del TF en la zona lesionada, activa la formacion del
complejo TF-factor VII a partir de factor VII de la circulacion. Este complejo, que
se forma en la superficie de la célula que expresa TF, cataliza la transformacion de
los factores X y IX a factores Xa y 1Xa, respectivamente. Al igual que en la etapa
anterior, el factor IXa forma un complejo catalitico con el factor VIila en la

superficie plaquetaria, que transforma el factor X en factor Xa.

Conversion de protrombina a trombina vy formacién de fibrina; el factor Xa forma

un complejo con el factor Va, que transforma la protrombina en trombina. Esta
libera los fibrinopéptidos A y B del fibrindgeno, dando lugar a la formacion de

monoémeros y polimeros de fibrina.

Mecanismos inhibitorios del sistema de la coagulacion: existen una serie de

inhibidores proteoliticos que limitan y controlan la velocidad y magnitud de la

coagulacion (proteina C activada, antitrombina III, a,-macroglobulina, o -tripsina).

Dentro de la via del TF se distinguen dos etapas diferentes:

La etapa de iniciacion: en la que se producen cantidades limitadas de trombina a

partir de pequefias cantidades de factor Xa formado por el complejo TF-factor Vlla,
en la superficie de la célula que expresa TF. Estas pequenas cantidades de trombina

formada inicialmente, son las que activan a las plaquetas.
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2. La etapa de amplificacidén: que se caracteriza por la formacion explosiva de

trombina. Las plaquetas, una vez han sido activadas en la primera etapa, soportan el
complejo factor [Xa-factor VIlla en la superficie, que forma grandes cantidades de
factor Xa; este factor junto al factor Va forman un segundo complejo en la plaqueta,
que da lugar a grandes cantidades de trombina (Monroe DM et al., 1994; Rappaport
SI, 1995). La trombina formada en la segunda etapa, es la que da lugar a la

formacion final de fibrina.

Muchos de los zimogenos y cofactores de este sistema necesitan Calcio y/o
vitamina K para ser activos. Gran cantidad de anticoagulantes se basan en esta
dependencia, algunos de ellos quelan el calcio, como el citrato o el EDTA, y otros
inhiben la vitamina K (anticoagulantes orales). Otro tipo de anticoagulantes son los
inhibidores de la trombina, como la heparina, que inhibe indirectamente la trombina
potenciando la actividad de la antitrombina III, o la hirudina, que produce una

inhibicidn directa.

La trombina, como se ha visto en los apartados de trombosis, juega un papel
central en la hemostasia y la trombosis, ya que actiia -de manera muy importante- sobre
la activacion plaquetaria y sobre multiples substratos del sistema de la coagulacion.
También hay que mencionar su capacidad de mediacion de la proliferacion celular en la
zona lesionada (Badimon L et al., 1994; Turpie AGG et al., 1995), que tiene

importancia a mas largo plazo.

FIBRINOLISIS

Como en la mayoria de los sistemas fisiologicos, el sistema hemostatico consiste
en un delicado balance entre dos acciones contrapuestas. Si solo existieran los sistemas
descritos en las secciones anteriores, el sistema circulatorio se encontraria en un
permanente estado de hipercoagulabilidad. Esto no ocurre ya que existe un sistema
fibrinolitico cuya funcidén consiste basicamente en degradar las mallas de fibrina ya

formadas y llevar a la dilucion del coagulo. Este es un sistema complicado con muchos
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puntos de autorregulacion en el que el enzima que degrada la fibrina es la plasmina
(Brakman P & Kluft C, 1992). El plasmindgeno (precursor de la plasmina) se encuentra
normalmente inactivado, y para su activacion requiere del t-PA, el cual lo activa con
una gran afinidad cuando ambas moléculas se encuentran enlazadas a la superficie de la
fibrina. La plasmina, que se encuentra libre en el plasma, es rapidamente inactivada por
la an-antiplasmina. El sistema fibrinolitico se regula también mediante inhibidores

especificos de los activadores del plasminégeno, como el PAI-1.

Figura 2. Diagrama simplificado de la interaccion plaqueta-pared y las enzimas de la coagulacion. La
adhesion de las plaquetas a los sitios de reconocimiento se produce en las areas lesionadas del endotelio.
Cuando la lesion es mas severa, la adhesion, extension y agregacion de nuevas plaquetas contribuye a la
formacion de un trombo mural. La exposicién de factor tisular (TF) a la circulacion desencadena la
activacion de la via del TF cuando forma el complejo con el factor VIla, como consecuencia se genera
una primera cantidad de trombina capaz de activar plaquetas y a partir de ahi acontece una verdadera
formacion explosiva de trombina. La via por contacto, aunque en menor medida, también inicia la
coagulacion a través del factor de Hageman. Ademds de la trombina, la agregacion plaquetaria es
potenciada por otros agonistas presentes en el microambiente (flechas con signo +), mientras que existen
vias espontaneas de inhibicion, de la activacion plaquetaria y de los enzimas de la coagulacion (flechas
con signo -), derivadas del endotelio vecino normal. Ila, trombina; TF, factor tisular; ATIII,
antitrombina; NO, o6xido nitrico; F. Hag., factor de Hageman (Modificado de Sanchez S a partir de
Badimon L et al., 1995 y Kjalke M et al., 1997).
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ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS DESTINADASAL
TRATAMIENTO DE LA ATEROTROMBOSIS

Debido a la complejidad y los numerosos procesos que intervienen en la
patologia aterotrombdtica, se han desarrollado un gran nUmero estrategias
farmacologicas destinadas a su tratamiento. Estas se podrian dividir en dos grandes

lineas:

1. La reduccion del proceso agudo mediante terapia antitrombotica. La inhibicion de la
formacion del trombo se consigue mediante firmacos que actian a diferentes

niveles del proceso:

e Farmacos Antiagregantes: actiian sobre las plaquetas impidiendo su activacion y

agregacion. Entre ellos se encuentran los inhibidores de la Cox (salicilatos,
NSAID’s), los antagonistas del receptor plaquetario GP IIb-Illa, los antagonistas

del receptor de la serotonina y los inhibidores de la movilizacion del calcio.

e Farmacos Anticoagulantes: bloquean la cascada de coagulacion a diferentes

niveles impidiendo la formaciéon de fibrina. Los mdas conocidos son los
inhibidores de la trombina, los inhibidores de la vitamina K (anticoagulantes
orales), y mdas recientemente los inhibidores de la formaciéon de trombina

mediante el bloqueo de la via del TF.

e Farmacos Tromboliticos: activan la fibrinolisis, potenciando asi la disolucion del

trombo. Algunos farmacos tromboliticos son la estreptoquinasa y el t-PA

recombinante (IV rt-PA).
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2. La prevencion del proceso aterotrombotico mediante la reduccion de los factores de
riesgo. Fsta estrategia se centra basicamente en la reduccion de los niveles
plasmaticos de lipidos mediante la administraciéon de farmacos hipolipemiantes.
Este grupo de farmacos consigue frenar la evolucion de las placas aterosclerdticas
previniendo asi su rotura y complicaciones tromboticas. Existen al menos dos tipos
de hipolipemiantes, los fibratos y los inhibidores de la 3-hidroxi-3-metilglutaril

coenzima A reductasa (HMG-CoA reductasa), también llamados estatinas.

A continuacion se explican algunos de los grupos farmacologicos citados y las
rutas metabdlicas sobre las que actuan, teniendo en cuenta su importancia en esta tesis

doctoral.

INHIBICION DE LA CICLOOXIGENASA

LaViadela Ciclooxigenasa

El primer paso en la conversioén del acido araquidénico (AA) en eicosanoides
estd catalizado por el enzima ciclooxigenasa (Cox), también conocido como
prostaglandina H sintasa (PGHS). Entre los eicosanoides se encuentran las
prostaglandinas, la PGI, y el TXA,, con diversas funciones fisiologicas. Su produccion
estd iniciada por diversos estimulos fisicos y quimicos; como los mediadores de la
inflamacion y hormonales, los cuales actlian mediante la interaccion con receptores de
membrana que estan acoplados a proteinas reguladoras G (Burch RM & Axelrod J,
1987). A través de ellas, o bien por un incremento de la concentracion de iones calcio en
el citosol, se produce una activacion de las fosfolipasas (fundamentalmente la PLA)),
que hidrolizan los fosfolipidos de la membrana celular, liberando el AA (Burch RM &
Axelrod J, 1987; Okajima F & Ui M, 1984). Una vez liberado, el AA se metaboliza por
dos vias oxidativas, la via de la Cox y la via de la lipooxigenasa, que originan dos
grupos de substancias activas diferentes, los eicosanoides y los hidroxiperoxidos del

acido eicoxatetraenoico (HPETE), respectivamente.
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Por la accion de la Cox el AA se transforma en prostaglandina G, (PGG), y ésta
en el endoperéxido prostaglandina H, (PGH;). Ambas son inestables y sufren una
rapida transformacion, mediada por enzimas, en prostaglandinas mas estables (PGD,,
PGE; y PGF;). La PGH, puede ser transformada por accién de tromboxanosintasa, en
TXA,, compuesto inestable con gran actividad vasoconstrictora y proagregante
plaquetario, que se convierte rapidamente en TXB,, estable pero inactivo. La PGH;
también puede ser transformada por la prostaciclinsintasa en prostaciclina, de actividad
vasodilatadora y antiagregante, que sufre una rapida hidroxilaciéon no enzimatica a 6-
keto-PGF,, (Moncada S & Vane JR, 1979). El resto de prostaglandinas tienen funciones
diversas: mediadoras de la inflamacion, protectoras de la mucosa géstrica y participan
en la funcionalidad renal y ovéarica. La Cox esta presente en la mayoria de las células, y
una vez activada transforma el AA en PGH,, pero cada tipo celular tiene una sintasa
especifica que determina el producto final. En el caso de las plaquetas el producto final
de la via es el TXA, ya que expresan tromboxanosintasa, en cambio las células
endoteliales producen PGI, a través de la prostaciclinsintasa (Williams CS & Dubois

RN, 1996).

Existen dos isoformas de la Cox, una constitutiva (Cox-1) y una inducible (Cox-
2) (Simmons DL et al., 1989; Smith WL et al., 1996). La Cox-1 se expresa de manera
fisioldgica en numerosos tejidos entre los que se encuentran el endotelio vascular y las
plaquetas. Por otro lado, la expresion de Cox-2 puede ser inducida por estimulos
inflamatorios (endotoxinas, citocinas, mitogenos) en diferentes tipos celulares
implicados en inflamacion (Herschman HR, 1996; Pairet M & Engelhardt G, 1995; Wu
KK, 1995), siendo responsable de la produccion de eicosanoides mediadores del
proceso inflamatorio. Asimismo, es quimiotdctica para leucocitos (Simon L, 1999).
Recientemente, se ha descrito que la Cox-2 también estd implicada en funciones
fisiologicas como la produccion de PGI, a nivel vascular (Catella-Lawson F et al.,
1999; McAdam BF et al., 1999). Ademas, Vinals M et al. (1997) describi6é que las HDL
estimulan la produccion de PGI, por CML debido a una induccion de esta isoforma. Ya
que la PGI, es beneficiosa en el proceso aterosclerotico, el hecho de que sea el producto

mayoritario de la Cox-2, sugiere un papel protector de este enzima.
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Figura 3. Representacion esquematica de la via de la Ciclooxigenasa (Cox) (Williams CS & Dubois RN,
1996).

Los Salicilatos: Aspirinay Triflusal

El compuesto farmacologico que tradicionalmente representa a los inhibidores
de la Cox, es un derivado sintético del acido salicilico, el acido acetilsalicilico (ASA),
popularmente conocido como aspirina (Figura 4). Este compuesto se introdujo en la
terapéutica a finales del siglo XIX y se convirtié en el analgésico-antipirético mas
utilizado y actualmente se considera el patron farmacoldgico de los analgésicos no
opiaceos. Ademas, el descubrimiento de su mecanismo de accion, hace escasamente 30
aflos, permitio la extension de su uso a la prevencion y tratamiento de los fenomenos
tromboembolicos. Existe un gran nimero de salicilatos derivados de la aspirina y
muchos de ellos se utilizan en procesos inflamatorios y como analgésicos. La aspirina

también tiene multiples usos, pero es el farmaco de primera eleccion para los procesos
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tromboticos. A partir del acido acetilsalicilico se sintetizaron nuevos compuestos mas
especificos para este tipo de procesos, entre estos se encuentra el triflusal (4cido-2-
acetoxi-4-(trifluorometil)-benzoico, y su metabolito el acido 2-hidroxi-4-trifluorometil-

benzoico (HTB) (Figura 4).

COzH CO,H CO>H

Acido Acetilsalicilico Acido Salicilico Triflusal HTB

Figura 4. Estructura quimica del acido salicilico y su derivado acetilado, el acido acetilsalicilico, y del
triflusal y su principal metabolito, el HTB.

Far macocinética

Los farmacos antiinflamatorios no esteroideos (NSAID’s), también conocidos
como salicilatos, en general se absorben con rapidez una vez ingeridos, basicamente en
el intestino delgado superior y una pequefia parte en el estdmago. Tras la administracion
oral se obtienen concentraciones plasmaticas apreciables a los 2-30 minutos y maximas
a los 60-120 minutos (Rowland M et al., 1972) y la biodisponibilidad de la forma no
hidrolizada es 70%. El porcentaje de union de la aspirina a proteinas plasmaticas
depende de su concentracion y oscila entre 25-95%, y su vida media plasmatica es de 15
minutos. El triflusal se une en un 99% a proteinas plamaticas y su vida media es de 30
minutos. La aspirina sufre un rapido proceso de hidrdlisis tras su absorcion mediante
esterasas presentes fundamentalmente en el higado, pulmén, plasma y globulos rojos,
aunque el proceso comienza en la mucosa gastrointestinal durante la fase de absorcion.
El proceso de metabolizacion da lugar a acido salicilico, entre otros compuestos, que es
un metabolito activo. El triflusal también es metabolizado rapidamente, mediante
desacetilacion, transformadose en HTB, su principal metabolito activo. EI HTB tiene

una semivida mucho mayor que el triflusal (35 horas).
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Far macodinamica

El mecanismo de accidn de la aspirina, el triflusal, asi como de otros salicilatos,
consiste en la acetilacion de un residuo de serina situada en la posicion 530 de la cadena
polipeptidica de la Cox, lo cual conduce a una inhibicion irreversible del enzima. De
esta manera, se interrumpe la transformacion del AA en sus derivados ciclooxigenados,
inhibiendo los mecanismos fisiopatoldgicos en los que éstos estan implicados. Debido a
la gran cantidad de mecanismos en los que estd implicada la Cox, los salicilatos
producen amplitud de acciones, y no todas ellas beneficiosas. Mediante la inhibicion de
los eicosanoides mediadores de la inflamacidén, se producen acciones analgésicas,
antipiréticas y antiinflamatorias; a través de la inhibicion de la produccion de TXA; en
plaquetas se produce un efecto antitrombdtico, pero como contrapartida modifican la
produccion de PGI, vascular, efecto contrapuesto al de la inhibicion plaquetaria, y de
varias prostaglandinas implicadas en la funcionalidad de numerosos 6rganos (Castillo J

etal., 1995).

En las plaquetas, la aspirina produce una acetilacion irreversible de la Cox, con
lo cual reduce la produccion de TXA, (Roth GJ & Majerus PW, 1975; Roth GJ &
Calverley DC, 1994). Como las plaquetas son anucleadas, y por tanto incapaces de
llevar a cabo las sintesis proteica, no pueden reponer la actividad enzimatica, por lo que
la inhibicién plaquetaria se prolonga durante toda la vida de la plaqueta (8-9 dias). En
humanos, una dosis oral de 50 mg de aspirina es suficiente para inhibir la sintesis
plaquetaria de TXA, durante 3 dias (Mohri H & Ohkubo T, 1993). La aspirina inhibe
también la agregacion secundaria inducida por la trombina, coldgeno o AA, debido a
que inhibe la produccién plaquetaria de diacilglicerol (Werner MH et al., 1991), aunque
este efecto es menos duradero que la inhibicion de la Cox y depende de la dosis
administrada. Es importante resaltar que la inhibicion de la Cox no excluye de forma
absoluta el papel trombogénico de las plaquetas, pues éstas pueden ser activadas a
través de otras rutas. Esto contribuye a explicar los fracasos terapéuticos observados en
ensayos clinicos y en la practica diaria en relacion con el uso de la aspirina como
profilaxis antitrombotica (Chesebro JH & Fuster V, 1987; Antiplatelet Trialists’
Collaboration, 1988 y 1994; Antithrombotic Trialists’ Collaboration, 2002). A través
del mismo mecanismo de acetilacion de la Cox, la aspirina inhibe la sintesis de PGI, por

el endotelio vascular, que ejerce un efecto contrario al TXA,, ya que inhibe la
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agregacion plaquetaria y es vasodilatadora. La PGI, inhibe la activacion plaquetaria
mediante la estimulacion de la adenilciclasa, lo que conlleva a un incremento del
AMPc. Como ya se ha comentado anteriormente, el AMPc facilita la entrada de calcio
en sus depositos, reduciendo su disponibilidad en la plaqueta, mientras que el TXA,
facilita el paso inverso. Los efectos contrapuestos de la aspirina sobre la agregacion
plaquetaria y sobre la capacidad antitromboética del endotelio vascular suponen un
problema en la terapia antitrombdtica conocido como el “dilema de la aspirina” (Preston
FE et al., 1981; Cruz JP et al., 1992) (Figura 5). El efecto sobre la PGI, vascular es
dosis-dependiente, y a diferencia de las plaquetas, carentes de ntcleo, en el endotelio
vascular se produce una regeneracion del complejo enzimatico de la Cox. Debido a esta
caracteristica, la manera de obtener una inhibicion de la Cox plaquetaria sin afectar la
Cox vascular consiste en la administracion de dosis bajas de aspirina (50-75 mg) que
consigan una inhibicion de la sintesis de TXA, plaquetario sin afectar de la sintesis

vascular de PGI, (Vial JH et al., 1990; Fitzgerald GA et al., 1991).

AA
¢ Acido Acetilsalicilico
ENDOTELIO
VASCULAR ¢ PLAQUETAS
PGH>
PGG,
PGI, TXA;
VASODILATACION VASOCONSTRICCION
ANTIAGREGACION PROAGREGACION

Figura 5. Efectos antagénicos del acido acetilsalicilico (ASA) sobre los procesos de agregacion
plaquetaria, “Dilema de la aspirina” (Vial JH et al., 1990; Fitzgerald GA et al., 1991).
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El farmaco antiagregante ideal deberia inhibir la sintesis de TXA,, respentando
la de PGI,, e incrementar los niveles de AMPc. Segun esta premisa se disen¢ el triflusal.
Este derivado de la aspirina inhibe de manera irreversible la Cox, pero con menor
potencia, y ademds inhibe la fosfodiesterasa plaquetaria, enzima responsable de la
metabolizacion del AMPc (Cruz JP & Sanchez de la Cuesta F, 1995). Su metabolito, el
HTB, también inhibe la Cox, pero mas débilmente que el triflusal, e inhibe la
fosfodiesterasa con mucha més potencia que su antecesor (10 veces mas). Respecto a la
PGI, vascular, el triflusal y el HTB inhiben su sintesis, pero son necesarias
concentraciones mil veces superiores a las de aspirina, y diez veces superiores que las
necesarias para su efecto como antiagregante plaquetario (Cruz JP et al., 1992). Ya que
el triflusal una vez administrado, se metaboliza rapidamente a HTB, el cual tiene una
vida media mucho mas larga, lo efectos obtenidos basicamente se deben a éste ultimo,
con lo que el resultado es la inhibicion de la formacion de TXA; y un incremento de

AMPc en la plaqueta, mientras que a nivel vascular no se afecta la PGI,.

Respecto a otros efectos de los salicilatos, el mecanismo mediante el cual estos
compuestos tienen un efecto antiinflamatorio, es a través de la inhibicion de la isoforma
Cox-2, implicada en los procesos inflamatorios. La inhibicion de esta isoforma se
consigue con dosis superiores a las antitromboticas, debido a que es rapidamente
regenerada por las células nucleadas. Esto explica la diferencia de dosificacion y del
intervalo de administracion de la aspirina, cuando se utiliza como firmaco
antiinflamatorio o como antiplaquetario. Recientemente se ha descrito que los salicilatos
ejercen la accion antiinflamatoria a través de un mecanismo independiente de la
inhibicién de la Cox-2, mediante la inhibicion del factor de transcripcion NF-«kB (Kopp
E & Ghosh S, 1994; Bayon Y et al., 1999), factor que participa activamente en el
proceso inflamatorio controlando diversos genes de inflamacion (Barnes PJ & Karin M,

1997).

Los salicilatos clasicos inhiben las dos isoformas de Cox, pero en estos Gltimos
afios se han sintetizado nuevos compuestos que inhiben selectivamente la Cox-2 con la
finalidad de obtener un efecto antiinflamatorio aislado, evitando los efectos colaterales
que acompafan a la inhibicion de la Cox-1 constitutiva (a nivel vascular, gastrico, etc).

Sin embargo, diversos estudios clinicos relacionados con la patologia cardiovascular
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han demostrado que los inhibidores de la Cox-2 no son tan beneficiosos como se
esperaba, ya que se observd una reduccion en los niveles de prostaciclina vascular tanto
en pacientes de riesgo como en voluntarios sanos, acompafiada de mayores niveles de
TXA, debido a la falta de inhibicion de la Cox-1 plaquetaria, por lo que se obtuvo una
situacion de vasoconstriccion generalizada que favorecia los procesos aterotromboéticos
(Catella-Lawson F et al., 1999; McAdam BF et al., 1999). Estos resultados indican que
la Cox-2 no es exclusiva de procesos inflamatorios y que probablemente también
participa en procesos fisiologicos. Con el uso de salicilatos que inhiben ambas
isoenzimas, el equilibrio prostaciclina-TXA, se mantiene y por ello, se obtiene como

resultado global un beneficio en la enfermedad isquémica coronaria.

Farmacologia Clinica

La aspirina demostro ser efectiva en la prevencion de eventos vasculares en
diferentes ensayos clinicos, pero los resultados obtenidos en éstos fueron muy
heterogéneos. En el estudio ISIS-2 (Second International Study of Infarct Survival) la
administracion de 163 mg de aspirina durante 5 dias, a partir de 24 horas de mostrar
sintomas de infarto de miocardio, redujo en un 23% el riesgo de mortalidad vascular y
un 46-49% el reinfarto (Patrono C, 2001). El tratamiento a largo plazo también
demostr6 ser efectivo en la prevencion del infarto de miocardio en pacientes de riesgo
medio y alto. Dos ensayos realizados en hombres, con riesgo cardiovascular reducido o
elevado, en los que la aspirina se administré a largo plazo (Physicians’ Health Study y
Thrombosis Prevention Trial), mostraron una reduccion de los eventos vasculares pero
no de la mortalidad vascular (Patrono C, 2001). En el meta-analisis Antiplatelet
Trialists’ se obtuvieron resultados similares (reduccion de la incidencia de los eventos
cardiovasculares en un 25%) (Antiplatelet Trialists’ Collaboration, 1988 y 1994). Se ha
observado que dosis bajas de aspirina son tan efectivas en la patologia cardiovascular,
como dosis mds elevadas. Incluso se ha descrito una mayor incidencia de accidentes
cardiovasculares en pacientes tratados con dosis altas, lo cual se atribuye al efecto de los
salicilatos sobre la produccion de PGI, vascular (Catella-Lawson F et al., 1999;
McAdam BF et al., 1999). Estudios clinicos muestran que el triflusal y la aspirina tienen

una efectividad similar en la prevencion de la patologia cardiovascular, aunque
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comparado con esta ultima, el triflusal muestra mayor efectividad en la prevencion de

los eventos cerebrovasculares (Cruz-Fernandez JM et al., 2000).

A pesar de que los ensayos clinicos sugieren un beneficio con la terapia con
aspirina en pacientes ateroscleréticos, su uso clinico diario y su estudio en diversos
modelos animales sugieren que este compuesto no es del todo efectivo en la inhibicion
de la aterotrombosis, ya que soélo bloquea una de las numerosas vias de activacion

plaquetaria (Folts JD et al., 1999).

INHIBICION DE LA ViA DEL FACTOR TISULAR

A pesar de que la aspirina y la heparina han sido utilizadas tradicionalmente en
el tratamiento de la patologia isquémica coronaria, no han demostrado prevenir en su
totalidad los eventos tromboticos (Chesebro JH & Fuster V, 1987; Antiplatelet Trialists’
Collaboration, 1988 y 1994). Esto se debe a que la aspirina y otros farmacos del mismo
grupo, como se ha comentado en el apartado anterior, no bloquean totalmente la
activacion plaquetaria, ya que so6lo afectan la formacion de TXA,. Por otro lado, la
actividad inhibitoria de la heparina sobre la trombina se ve limitada ya que el trombo
residual, presente en la zona lesionada de la arteria, contiene trombina activa unida a
fibrina que es poco accesible para la heparina, y ademés en la zona del trombo se
produce liberacion de factor plaquetario 4, asi como del mondémero de fibrina II, los
cuales inhiben a la heparina (Weitz JI et al., 1990; Fitzgerald DJ & Fitzgerald GA,

1989), de manera que la trombosis se sigue activando.

Por esta razon, diferentes estrategias alternativas han sido estudiadas. Estas se
basan en la interrupcion del reclutamiento plaquetario y de la formacion de fibrina
mediante la inhibicién directa de la trombina (Hanson SR & Harker L, 1988). Un
ejemplo de este grupo farmacoldgico es la r-Hirudina (Badimon L et al., 1989),
molécula sintética que inhibe irreversiblemente y de manera competitiva a la trombina.
Las moléculas de hirudina y otras antitrombinas especificas son al menos diez veces
mas pequeiias que el complejo heparina-antitrombina III, no tienen inhibidores naturales

y, por tanto, tienen una mayor accesibilidad a la trombina. Se ha demostrado que la
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inhibicion especifica de la trombina es mucho mas eficaz para inhibir la progresion del
crecimiento del trombo en las zonas de dafio arterial, que la aspirina, la heparina o
ambas a la vez (Meyer BJ et al., 1994). El inconveniente de estos farmacos es que
alteran la funcion hemostatica prolongando el tiempo de sangria (Topol EJ, 1993;
Antman EM, TIMI 9* Investigators, 1994; GUSTO Ila Investigators, 1994) y lo hacen

de manera proporcional al efecto antitrombotico obtenido.

Un mecanismo con el que se consigue la disminucion de los riesgos
hemorréagicos de los agentes antitrombdticos, consiste en la inhibicion de la formacion
de trombina. Para ello se utilizan inhibidores de las proteasas de la cascada de la
coagulacion, que concretamente inhiben la generacion de trombina dependiente de la
via del TF. Diferentes trabajos han estudiado el efecto de los inhibidores del TF en la
trombosis desencadenada sobre lesiones vasculares y se ha observado que se consigue
un efecto antitromboético sin prolongar el tiempo de sangrado (Harker L et al., 1996).
Incluso, la lesion al cabo de varios dias es menor cuando se ha administrado un
inhibidor del TF (Jang Y et al., 1995; Harker L et al., 1996; Asada Y et al., 1998). Entre

los diferentes inhibidores del TF estudiados se encuentran:

e |nhibidor del TF recombinante humano (rTEPI): Este compuesto es una molécula
recombinante del inhibidor del TF humano (TFPI 6 LACI). Es un inhibidor de

proteinasas trivalentes tipo Kunitz que se encuentra en la sangre de manera
fisioldgica. Su mecanismo de accidon consiste en la inhibicion del segundo dominio
tipo Kunitz del factor Xa y del primer dominio tipo Kunitz del complejo factor
tisular-factor VIla. Como resultado de su union a estos factores se forma un
complejo cuaternario que contiene el factor Xa-TFPI-factor VIIa/TF que inactiva la
via del TF (Girard TJ et al., 1989; Wesselsch R et al., 1992; Han X €t al., 1999;
Badimon JJ et al., 1999).

e Anticuerpos contra el TF: Se unen al TF y bloquean la formacion del complejo TF-
factor VlIla, inhibiendo la via del TF de la coagulacion (Badimon JJ et al., 1999).
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e Factor Vlla inhibido (rFVllai): El factor VIIa es un enzima de la cascada de la

coagulacion, muy parecido a la tripsina, que pertenece al grupo de las proteasas de
la serina homologa. Actia hidrolizando substratos especificos en el residuo arginilo
(Coggins JR et al., 1974). El rFVIlai es una molécula recombinante del factor VIla
humano que tiene su centro activo inactivado. El centro activo se puede inhibir con
péptidos de clorometil cetona arginina, segin el tipo de inhibidor utilizado se
obtiene el FFR-rFVIla (D-Phe-Phe-Arg clorometil cetona) o el DEGR-rFVIla
(dansyl-Glu-Gly-Arg- clorometil cetona) (Kettner C & Shaw E, 1981). Cuando el
rFVIla esta presente en el lugar de la lesion, compite con el factor Vlla fisiologico,
por su union al TF formandose el complejo TF-rFVIla, que no es funcional (Rao L

& Ezban M, 2000).

El Factor VIla Recombinante Humano con e Centro Activo
Desactivado: FFR-rFVIla

El FFR-rFVIIa (Novo Nordisk, Dinamarca) es un farmaco de reciente
descubrimiento que todavia esta en fase experimental y atiin no est4 disponible para su
uso en patologias tromboticas. Los efectos de este compuesto han sido parcialmente
estudiados in vitro e in vivo. Respecto a los datos farmococinéticos, existe un estudio en
humanos, donde se administré una sola dosis intravenosa de FFR-rFVIla, que muestra
que su tiempo de vida media se encuentra aproximadamente entre 4 y 6 horas, y que

éste es un farmaco relativamente seguro y bien tolerado (Erhardsten E et al., 2001).

Por lo que se refiere a la farmacodinamica, el mecanismo de accion del FFR-
rFVIla se basa en su union al TF y consecuente inactivacion del complejo formado por
ambos. El FFR-rFVIIa tiene la misma afinidad que el factor VIla por enlazarse al TF
funcional (a las zonas activas del TF), pero este compuesto se une con una afinidad seis
veces mayor que el factor VIla al TF inactivo (a las zonas inactivas) (Sorensen BB et
al., 1997; Sorensen BB & Rao L, 1998). Esta union es reversible, ya que la presencia de
una mayor cantidad de moléculas de factor VIla en la zona de la reaccién son capaces
de desplazar el FFR-rFVIla unido a TF (Golino P et al., 1998). Al unirse al TF el FFR-

rFVIla induce una prolongacion del tiempo de la protrombina (PT) (prueba laboratorial
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que evalaa la via del TF), sin afectacion del tiempo parcial de tromboplastina activada
(aPTT) (prueba laboratorial que evalua la via por contacto), agregacion plaquetaria, ni
del tiempo de sangrado (Rao L & Ezban M, 2000; Erhardsten E et al., 2001). Este
efecto sobre el PT ya se aprecia a los 15 minutos de la administracién intravenosa, y

puede perdurar durante unas 8 horas (Erhardsten E et al., 2001).

Diferentes estudios in vitro con modelos celulares de la via del TF, han
demostrado que el FFR-rFVIla disminuye la produccion de trombina y la activacion
plaquetaria (Kjalke M et al., 1997). También se ha observado una disminucion en la
deposicion de plaquetas y de fibrina en modelos in vivo y ex vivo después de administrar
sisttmicamente FFR-rFVIla (Lindahl AK et al., 1993; Kirchhofer D et al., 1995), asi
como un menor engrosamiento de la neointima varias semanas después de la induccién
de una lesion arterial (Harker LA et al., 1997; Courtman DW et al., 1998). La
aplicacion local de FFR-rFVIla en la zona lesionada del vaso también disminuye la

trombosis (Golino P et al., 1998).

Ademas de los efectos directos y a corto plazo del FFR-rFVlIIa, la inhibicion del
TF durante unas pocas horas (el tiempo de vida media es corto), induce efectos que
persisten durante mucho mas tiempo. El complejo TF-FVIla activa una serie de eventos
de sefializacion intracelular, como la elevacion del calcio intracelular (Rottingen JA et
al., 1995), la activacion de la proteina-quinasa de actividad mitégena (MAP) (Poulsen
LK et al., 1998) y la alteracion de la expresion génica. Cuando el FFR-rFVIla forma el
complejo con el TF, las respuesta de sefalizacion intracelular no se producen (Pendurthi
UR et al., 1997). Se sabe que la trombina activa el gen del TF, posiblemente la
inhibicion de la formaciéon de trombina por el FFR-rFVIIa suponga una menor
expresion de este gen (Rao L & Ezban M, 2000). De hecho, un efecto similar ha sido
descrito inhibiendo el TF con TFPI (Hamik K et al., 1999). Estos efectos a mas largo
plazo estan relacionados con la reduccion de la restenosis por el FFR-rFVIla y otros
inhibidores del TF. Por tanto, la inhibicion de la via del TF da lugar a diversos efectos

beneficiosos mas alla de los esperados a nivel de la coagulacion sanguinea.
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INHIBICION DE LA HMG-CoA REDUCTASA

LaViadd Mevalonato

La via del mevalonato es la ruta metabodlica a través de la cual se produce la
biosintesis de colesterol a partir del 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA)
(Figura 6). La primera reaccion de esta via es la reduccion del HMG-CoA a mevalonato,
catalizada por el enzima HMG-CoA reductasa, enzima clave debido a su caracter
limitante de la via. El mevalonato es ademas precursor de los isoprenoides, productos
imprescindibles en el funcionamiento de la célular (Goldstein JL & Brown MS, 1990).
Uno de los primeros isoprenoides de la via es el isopentenil-pirofosfato (IPP), que es el
precursor de la isopentiladenina y participa en la sintesis del RNA de transferencia. El
IPP es a su vez, precursor del farnesil-pirofosfato (FPP). La condensacion de dos
moléculas de FPP por accion de la escualenosintasa da lugar al colesterol. Por otro
lado, la condensacion del FPP con IPP da lugar al geranilgeranilpirofosfato trans
(GGPPt) o geranilgeranilpirofosfato trans-trans-cis (GGPPc). El GGPPc es el precursor
del dolicol, un isoprenoide de cadena larga que participa en el proceso de glicosilacion
de proteinas (Carroll KK et al., 1992). El GGPPt y el FPP estan implicados en la
modificacion post-transcripcional de las proteinas. Existen numerosas proteinas que han
de someterse a este proceso para ser funcionales, entre ellas se encuentran las proteinas
G y las Rho GTPasas (Van AL & D’Souza-Schorey C, 1997; Hall A, 1998). Las Rho
GTPasas, miembros de la superfamilia Ras de pequefias proteinas unidas a GTP, son los
substratos que mas se someten a la modificacion post-transcripcional mediante
isoprenalizacion. La familia Rho esta constituida por tres tipos de proteinas, Rho, Rac y
Cdc42. Tras la isoprenalizacion de Rho, el Rho inactivo (unido a GDP) situado en el
citosol es activado (unido a GTP) y se transloca a la membrana. Los diferentes
miembros de la familia Rho tienen funciones especificas relacionadas con la
organizacion del citoesqueleto de actina, la transcripcion genética, transduccion del
sefal, conformacion de la célula, motilidad, secrecion, proliferacion, y estabilidad del

RNA mensajero.
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Figura 6. Representacion esquematica de la via del mevalonato (Takemoto M & Liao JK, 2001).

Inhibidoresdela HM G-CoA Reductasa

En 1973, Endo A (1992) descubrié el primer inhibidor de la HMG-CoA
reductasa, la mevastatina o compactina, a partir de una cepa de Penicillium citrinum.
Actualmente existen varios inhibidores de la HMG-CoA, también conocidos como
estatinas. Este grupo de farmacos son los hipolipemiantes de primera eleccion en la

patologia cardiovascular. Entre las estatinas mds importantes estan la lovastatina,
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simvastatina, pravastatina, fluvastatina, atorvastatina y cerivastatina. Todas ellas inhiben
la biosintesis del colesterol, sin embargo, en los ultimos afios se estd demostrando que
su espectro de actividad es cada vez mayor (Laufs U, Liao J, 2000; Takemoto M, Liao J,

2001).
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Figura 7. Inhibidores de la HMG-CoA reductasa (estatinas) que se emplean actualmente en la clinica. La
lovastatina, simvastatina y pravastatina se obtienen de la fermentacion de cultivos de hongos, y la
fluvastatina, atorvastatina y cerivastatina son sintéticas.

Far macocinética

La biosintesis del colesterol se produce principalmente en el higado, aunque
también tiene lugar en otros drganos, sobretodo en el bazo y las gonadas, donde es el
precursor de hormonas esteroideas. Se ha encontrado que la selectividad tisular de las

diferentes estatinas esta determinada por su caracter lipofilo, de manera que aquellas
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que tienen un cardcter mas hidrofilo presentan en principio una mayor

hepatoselectividad (Roth BD et al., 1991).

Los datos farmacocinéticos en pacientes hipercolesterolémicos muestran que la
fluvastatina tiene la mejor biodisponibilidad (98%), la simvastatina la tiene elevada (60-
85%) y la mas baja la tienen la pravastatina y lovastatina (30-35%). Todos, excepto la
pravastatina se fijan en gran medida a las proteinas plasmaticas (>95%). La semivida
plasmatica de todos los inhibidores, oscila entre 1 y 3 horas, excepto para la
atorvastatina, que es de 14 horas. Ademas, la atorvastatina tiene dos metabolitos

activos, el PD152873 y el PD 142545 (Lea AP & McTavish, 1997).

Far macodinamica

Las estatinas son inhibidores competitivos de la HMG-CoA (Ki = 0,5-10 nM),
actian por interaccion con dos zonas del centro activo del enzima: la regiéon de union
del hidroximetilglutarilo y un bolsillo hidréfobo al que se unen los anillos aromaticos o
hidrofobos. La forma farmacologicamente activa de las estatinas es la hidroxiacida y no
lactonica, ya que ésta mimetiza la estructura de transicion en la reduccion de HMG-CoA
por HMG-CoA reductasa, es lo que se denomina un analogo del estado de transicion
(Nakamura CE & Abeles RH, 1985). Por lo tanto, la atorvastatina y la pravastatina se
administran en forma hidroxiacida activa, mientras que la simvastatina y la lovastatina

requieren la metabolizacion del anillo lactonico al hidroxiacido.

Tal como se ha mencionado previamente, los metabolitos del mevalonato
participan en muchas funciones celulares, por lo que su inhibiciéon mediante estatinas
puede motivar la alteracion de otras actividades ademads de la reduccion de los niveles
de colesterol (Figura 8). A nivel cardiovascular se ha descrito que las estatinas tienen

los siguientes efectos:
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Pared arterial: mediante su accion hipolipemiante, las estatinas inducen una

modesta regresion del tamafio de la lesion y significativos cambios en su
composicion que hacen la lesion mas estable (Koh KK, 2000; Fukumoto Y et al.,
2001). Estos cambios de composicidn se basan en la reduccion de la acumulacion de
de lipidos, macrofagos y de su produccion de MMP y TF (Aikawa M et al., 2001).
Las estatinas inhiben la expresion de MMP y TF mediante mecanismos
dependientes e independientes de la reduccion del colesterol (Bourcier T & Libby P,
2000; Aikawa M et al., 2001; Fukumoto Y et al., 2001). Las estatinas también
inhiben la proliferacion de las CML (Soma MR et al., 1993; Martinez-Gonzalez J &
Badimon L, 1996; Guijarro C et al., 1998; Fukumoto Y et al., 2001), lo cual frena la
progresion de la lesion. Este mecanismo es independiente de los niveles de
colesterol y se produce mediante la inhibicién de la isoprenalizacion de Rho, el cual
es el mediador de la induccion de la proliferacion de CML a través de PDGF (Laufs
U et al., 1999). Estudios recientes sugieren propiedades antiinflamatorias de estos
compuestos, ya que reducen el contenido de células inflamatorias en la placa
aterosclerdtica (Vaughan CJ et al., 2000). Se ha descrito que las estatinas inhiben la
activacion del factor de transcripcion NF-kB, factor implicado en la transcripcion de
diferentes mediadores de la inflamacion, ya que impiden la isoprenalizacion
necesaria para su activacion (Ortego M et al., 1999; Hernandez-Presa MA et al.,
2002). Finalmente, se ha descrito que las estatinas mejoran la disfuncion endotelial,
ya que reducen el estrés oxidativo (Rikitake Y et al., 2001) y aumentan la
produccion de NO a través de la induccion de eNOS y la estabilizacion de su RNA
mensajero (MRNA) (Laufs U et al., 1998; Kureishi Y et al., 2000; Martinez-
Gonzalez J et al., 2001c¢). El mecanismo mediante el cual inducen eNOS también es
independiente de su accidon hipolipemiante y se produce a través de la inhibicion de

Rho (Laufs U et al.,1998).

Trombosis: la hipercolesterolemia aumenta la reactividad plaquetar in vivo
(Badimon JJ et al., 1991) e in vitro (Rosenson RS & Lowe GDO, 1998), y se ha
sugerido que la disminucion de los niveles de lipidos por medios farmacoldgicos
reduce la reactividad plaquetar (Schor K, 1990). Varios estudios mostraron una
menor deposicion plaquetaria en modelos de trombosis €X ViVO con varias estatinas
(Lacoste L et al., 1995, 1996; Alfon J et al., 1999a y 1999b; Rauch U et al, 2000b;

Dangas G et al., 2000). Los mecanismos sugeridos se basan en la reduccion de la
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produccion de TXA, (Notarbartolo A et al., 1995) y la modificacion del contenido
en colesterol de la membrana plaquetaria (Oshamah H et al., 1997; Lijnen P et al.,
1996). También se han descrito efectos sobre los factores de coagulacion. En el
apartado anterior se ha comentado la inhibicion de TF en macréfagos (Aikawa M et
al., 2001; Fukumoto Y et al., 2001), lo que implica una reduccion de la
trombogenicidad de la pared vascular. Hay estudios que demuestran una reduccion
de la produccion de trombina y de varios factores de coagulacion en pacientes
hipercolesterolémicos tratados con estatinas, en los que se redujo la coagulacion
sanguinea (Szczeklik A et al., 1999; Undas A et al., 2001). Se han obtenido
reducciones de los niveles de PAI-1 con estatinas y otros hipolipemiantes,
potenciandose asi la fibrinolisis (Koh KK, 2000). El efecto sobre el fibrindgeno es

contradictorio, ya que se han descrito reducciones e incrementos (Koh KK, 2000).
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Figura 8. Esquema representativo de la inhibicion de Rho por las estatinas. Las estatinas inhiben la
HMG-CoA reductasa, bloqueando la sintesis de isoprenoides y colesterol. El isoprenoide geranilgeraniol
(GG) se une a Rho, permitiendo su activacion y translocacion a la membrana celular (Modificado de

Sanchez S a partir de Laufs U & Liao K, 2000).



Introduccion 49

Respecto a la actividad de cada una de las estatinas, segun estudios de inhibicion
en varios tipos celulares, la pravastatina es la menos potente en lo que respecta a la
inhibicion de la HMG-CoA reductasa, pero es la que presenta mayor selectividad
hepatica. Las seis estatinas siguen el siguiente orden de magnitud en funcion de su
actividad: cerivastatina >> atorvastatina = fluvastatina = lovastatina = simvastatina >>

pravastatina (Roth BD et al., 1991; Lea AP & McTavish, 1997).

Far macologia Clinica

Las estatinas inducen disminuciones significativas de los niveles de colesterol
total, colesterol LDL y triglicéridos (en menor proporcioén), y a la vez aumentan la
concentracion de colesterol HDL. El mecanismo de reduccion lipidica se basa en que el
enzima HMG-CoA reductasa es limitante en la biosintesis del colesterol (Goldstein JL
& Brown MS, 1977), y como resultado de su inhibicion se reduce la sintesis hepatica de
LDL. Para compensar esta reduccion de LDL, el higado aumenta la captaciéon del LDL
circulante mediante una regulacion al alza de los receptores hepaticos de LDL. El
resultado es la disminucion de la concentracion plasmatica de LDL. En algunas
estatinas, el mecanismo de accién también esta relacionado con la inhibicion de la

secrecion hepatica de VLDL y LDL (Burnett JR et al., 1997).

En la Tabla 1 se resumen los resultados de diversos ensayos clinicos realizados
con pacientes y voluntarios sanos, en los que se estudio el efecto hipolipemiante de las
estatinas (Lea AP & McTavish, 1997). Segln estos ensayos, la atorvastatina tiene una
potencia ligeramente superior a la simvastatina en cuanto a las reducciones de colesterol
total, LDL vy triglicéridos. Sin embargo, la potencia hipocolesterolémica de ambas es
superior a la de la pravastatina a dosis equivalentes. La pravastatina y la simvastatina
incrementan de manera similar el colesterol HDL, y la atorvastatina lo hace con menor

potencia.



50 Introduccion

Farmaco Dosis® Sujetos  Col.total® Col.LDL® Col. HDL® Triglicéridos’
A 40x 2 Vol. sanos 34 48 2 25
A 10x 26 Hipercolest. 26 35 1* 21
A 20-80 x4  Hipercolest. 32-39 35 27-37
P 10x 6 Hipercolest. 16 22 5 6
P 20x 6 Hipercolest. 20 29 7 11
S 10x6 Hipercolest. 23 32 7 13
S 20x 6 Hipercolest. 28 38 7 14

Tabla 1. Ensayos clinicos en los que se evaluaron las propiedades hipolipolipemiantes de diversos
inhibidores de la HMG-CoA reductasa; A, indica atorvastatina; P, pravastatina y S, simvastatina; *, dosis
en mg/dia x semanas de tratamiento; °, porcentaje de la reduccion; ©, porcentaje del incremento (*
reduccion). Adaptado de Lea AP & McTavish, 1997.

El uso de simvastatina en el estudio 4S (Scandinavian Simvastatin Survival
Study Group, 1994) y pravastatina en los estudio CARE (Sacks FM et al., 1996) LIPID
(The Long-Term Intervention with Pravastatin in Ischaemic Disease (LIPID) Study
Group, 1998) y WOSCOPS (Sheperd J et al., 1995) demostrd que estas estatinas
diminuyen el colesterol y a la vez proporcionan un beneficio terapéutico tanto en
prevencion secundaria (4S y CARE) como primaria (WOSCOPS). En el ensayo 4S una
dosis media diaria de 27 mg de simvastatina indujo un descenso del 35% de los niveles
de colesterol LDL y una disminucion del 34% de las muertes por causa cardiovascular y
en el niimero de infartos definidos. El estudio WOSCOPS fue el primero en evaluar los
beneficios de la reduccion de los niveles de colesterol con un inhibidor de la HMG-CoA
reductasa en prevencion primaria. En el grupo de pacientes al que se administré una
dosis de 40 mg/dia de pravastatina se observo una reduccion del nimero de infartos de

miocardio y de muertes por enfermedad cardiovascular (31%).

Sin embargo, el beneficio terapéutico que se observa se produce antes de que
pueda haberse producido regresion de la placa aterosclerdtica. Asi, el estudio MAAS
hall6 que se producia un efecto significativo en la mejora de la morfologia arterial s6lo
tras 4 afios de tratamiento con estatinas (MASS investigators, 1994). Por otro lado,
fueron necesarios 9 afos en el estudio POSCH para obtener beneficio clinico mediante
una intervencion que reducia tinicamente el colesterol plasmatico a una concentracion

similar a la de las estatinas (Buchwald H et al., 1995). Los beneficios clinicos del
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estudio 4S empezaron a observarse a partir de los dos afios (Scandinavian Simvastatin
Survival Study Group, 1994), mientras que en estudio HPS (Heart Protection Study
Collaborative Group, 2002) el tratamiento con simvastatina produjo beneficios en
pacientes de elevado riesgo cardiovascular, de manera independiente a las
concentraciones de colesterol plasmatico. En los estudios MIRACL (Schwartz GG et
al., 2001) y ASCOT (Sever PS et al., 2003) la atorvastatina redujo los eventos
isquémicos antes de finalizar el primer afio de tratamiento, periodo de tiempo
insuficiente para obtener cambios significativos en las lesiones vasculares. Estos hechos
junto a los datos experimentales ya mencionados anteriormente, hacen suponer que el
efecto beneficioso de las estatinas provenga de actividades colaterales a nivel de la
célula periférica, este tipo de efectos se denominan efectos pleiotropicos. Por lo tanto,
existe una serie de factores que participan directamente en el proceso aterotrombdtico
que pueden verse afectados por el tratamiento con los inhibidores de la HMG-CoA
reductasa. Es por ello que hay un gran interés en su investigacion con el fin de

determinar aquellos efectos diferenciales que provienen de cada uno de ellos.

MODELOSEXPERIMENTALESANIMALES

ATEROSCLEROSIS

La utilizacion de modelos de aterosclerosis in vivo e in vitro ha ayudado
enormemente a la comprension de los mecanismos implicados en la patologia

aterosclerotica, asi como a la elaboracion de estrategias antiaterosclerdticas.

En funcion de como desarrollan esta patologia se distinguen dos tipos de
animales: ateroresistentes y aterosensibles. Los primeros no padecen la enfermedad de
manera espontanea (perro, conejo, rata, ratébn, cobaya), mientras que los segundos si
(cerdo, pollo, pato, mono). Estas diferencias se deben al tipo de perfil lipidico y al
metabolismo de la pared arterial (enzimas implicadas en el catabolismo aerébico de la

glucosa, hidrolisis del ATP y lipolisis). Ademds, las especies aterosensibles se
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caracterizan por un mayor contenido de proteoglicanos en la pared arterial (Hadjiisky P

etal.,1991).

El conejo se ha utilizado en muchas ocasiones como modelo de aterosclerosis
(Amstrong ML & Heistad DD, 1990), ya que aunque no desarrollan aterosclerosis
espontdnea, la administracion de una dieta hipercolesterolémia (0,5% a 4% de colesterol
en la dieta) induce un rdpido desarrollo de lesiones vasculares, y ademas el coste de
mantenimiento es bajo. En los protocolos tipicos de induccidon de aterosclerosis, los
conejos se someten a esta dieta durante 8 a 16 semanas y en poco tiempo alcanzan la
hipercolesterolemia. El inconveniente de este modelo es que las lesiones desarrolladas
son muy diferentes a las lesiones humanas, ya que tienen un contenido lipidico y de
macrofagos mucho mayor, y el indice de hipercolesterolemia es extremadamente

elevado.

El cerdo y el mono son mejores modelos de la aterosclerosis desarrollada en
humanos. La utilizacion de diferentes razas de monos en numerosos estudios ha
contribuido de manera enorme al conocimiento de la patologia aterosclerdtica (Malinov
MR & Maruffo CA, 1965), pero actualmente este animal no se utiliza de manera
intensiva debido al elevado coste y a factores relacionados con la especie (peligro de
extincion). El cerdo también es un buen modelo debido a que desarrolla lesiones
aterosclerdticas de manera espontanea. Tiene muchas similitudes con la especie
humana, incluyendo el tamafio y distribucion de las arterias, localizacion del
engrosamiento de la intima en estado normal, distribuciéon de las lipoproteinas
plasmaticas y respuesta a las dietas hiperlipémicas (Kim DN et al., 1984). Debido a
esto, en los ultimos afios se ha multiplicado el nimero de trabajos que utilizan el cerdo
como modelo de aterosclerosis. Los inconvenientes de este modelo son el coste y las

dificultades que implica su mantenimiento y manipulacion.

Los modelos mas recientes de aterosclerosis son los animales genéticamente
modificados (transgénicos). El ratdon transgénico con disrupcién en el gen de la
apolipoproteina E (ApoE KO) se ha utilizado en numerosos trabajos en los ultimos afios
(Zhang SH et al., 1992), ya que desarrolla hiperlipidemia y lesiones ateroscleroticas.
Este modelo tiene como ventaja su facil manejo debido a su reducido tamafio. Se ha

observado que en el raton ApoE KO la distribucién de las lesiones es muy diferente a la
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de los humanos, y ademds no se produce rotura espontdnea de la placa, por ello la
utilidad de éste y de otros ratones transgénicos como modelos de la aterosclerosis

humana, todavia ha de ser probada.

TROMBOSIS

El uso de modelos experimentales de trombosis arterial in vivo y ex vivo supone
un paso obligado para la comprension de los mecanismos que participan en la

trombogénesis, asi como para evaluar posibles agentes antitromboticos.

En cuanto a los modelos in vivo, la primera fase consiste en la induccion de una
lesion vascular que simule la aterosclerdtica o la que se produce tras la rotura de una
placa, que desencadena el proceso trombdtico. También se simula la lesion producida
tras intervencion intracoronaria (angioplastia) para el estudio de la reestenosis. Un modo
de obtener un modelo de lesion aterosclerdtica es inducir este tipo de lesiones en
animales de experimentacion (Hasler-Rapacz et al., 1995), no obstante este método es
largo, complicado y muy costoso. La alternativa consiste en inducir una lesion profunda
de la pared al tiempo que se aplica una estenosis (Folts JD et al., 1982), mediante el
método de lesion intravascular inducida por un baldn (angioplastia) se consigue lesionar
el vaso en mayor o menor grado, seglin la intensidad aplicada (Steele PM et al., 1985;
Adams PC et al., 1987). Otro método, también utilizado consiste en exponer un material

trombogénico a la circulacion sanguinea, como el ADP (Bourgain RH et al., 1984).

Los modelos ex vivo consisten basicamente en camaras de perfusion que
permiten evaluar la deposicion plaquetaria. Estos modelos son especialmente utiles en
estudios mecanisticos, ya que permiten modular la mayoria de los pardmetros, sobre
todo las condiciones de flujo (velocidad y fuerza de cizalladura) y el substrato reactivo.
Al determinar estas condiciones a priori se evita la variabilidad inherente al sistema in
Vivo, por lo que ésta es la principal ventaja respecto a estos modelos. También permiten
evaluar posibles materiales protésicos para ser utilizados en cirugia cardiovascular. Con
esta intencidn se desarrollan técnicas que permiten estudiar el efecto de la exposicion de

diversos productos a la circulacion sanguinea en condiciones de flujo controladas. En
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1973, Baumgartner describi6 el disefio de una camara de perfusion anular (Baumgartner
HR, 1973) que fue posteriormente modificada (Baumgartner HR et al., 1976). No
obstante, este sistema tenia el inconveniente de ser dificilmente adaptable a materiales
protésicos, y los vasos que se empleaban debian tener unas dimensiones determinadas.
Por otro lado, otras camaras que se desarrollaron para el estudio de materiales protésicos
no se pueden adaptar a sustratos biologicos (Grabowski EF et al., 1976). Asi mismo,
hay camaras de perfusion planas en las que la superficie reactiva, que es un
portaobjetos, se cubre con componentes purificados de tejido conectivo, o de matriz
extracelular producidos por células endoteliales en cultivo (Muggli R et al., 1980). La
camara desarrollada por Badimon L es cilindrica, por lo que imita la forma del sistema
circulatorio, y ademas permite emplear tanto sustratos bioldgicos como protésicos
(Badimon L et al., 1986). La mayor ventaja respecto a las anteriores es que las
condiciones de flujo es un parametro que estd totalmente controlado con esta camara, y

no supone un factor de variacion como sucede en muchos modelos de trombosis.

La camara de perfusion Badimon es la que se ha empleado en la realizacion de
este trabajo, se ha caracterizado con detalle, sobre todo en lo que respecta a las
condiciones de flujo (Badimon L et al., 1987). El flujo de esta camara de perfusion es
paralelo y parabolico en todo el recorrido. Aunque la forma del canal que se expone al
sustrato vascular no es del todo circular, sino en forma de U, se ha demostrado que este
aspecto s6lo modifica ligeramente las condiciones de velocidad de cizalladura en el

sustrato.

En la seccion de Métodos se indica las velocidades de cizalladura de las camaras
que se emplearon en este estudio. La velocidad de cizalladura (y) depende directamente
de la velocidad de avance de la sangre (V) e inversamente del didmetro de la camara

(d), seglin la siguiente férmula:

y=8xV/d

Esta camara de perfusion se ha aplicado al estudio de los mecanismos que

desencadenan la trombosis y se ha demostrado que, por ejemplo, el niicleo ateromatoso
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es la parte mas trombogénica de la lesion aterosclerotica (Fernandez-Ortiz A et al.,
1994). Ademas ha servido para demostrar el efecto antitrombotico de la r-Hirudina
(Badimon L et al., 1989), el efecto del sustrato trombogénico y de la velocidad de
cizalladura sobre la formacion del trombo (Badimon L et al., 1987), la efectividad de
farmacos antiagregantes (Badimon JJ et al., 1997) y antitromboéticos (Badimon JJ et al.,
1999).

De lo anteriormente expuesto, podria concluirse que la busqueda de los
mecanismos de formacion del trombo y su regulacion, son objetivos prioritarios para el
control de la transformacion de la aterosclerosis como enfermedad cronica-silenciosa,
en el sindrome isquémico agudo. Por ello, en esta tesis nos hemos propuesto evidenciar
los efectos antitromboticos de tres grupos de farmacos que abordan estrategias muy
diversas de control de determinadas vias metabdlicas, pero que pueden tentativamente
converger en la reduccion de la manifestacion clinica de la aterosclerosis, por la via de

la trombosis.
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La aterotrombosis es un proceso patol dgico complejo que se desarrolla en varias
etapas y en e que intervienen numerosos factores. Existen dos fases claramente
diferenciadas en esta patologia. En la primerafase, se desarrollalalesion aterosclerdtica
de una manera crénica y asintomética; en la segunda, generamente cuando la lesién
estq ya avanzada, se produce la rotura de la misma seguida de la formacion de un
trombo que ocasiona la oclusion aguda del vaso dando lugar a sintomatol ogias de tipo
isgquémico. Debido a estas etapas diferenciadas del proceso aterotrombatico, existen dos

grandes lineas destinadas a su prevencion y tratamiento:

1. € tratamiento de la aterotrombosis, que consiste en la reduccion de la trombosis
mediante terapia antitrombdtica. La inhibicién de la formacion del trombo se
consigue mediante farmacos que actlan sobre las plaguetas, impidiendo su
activacion y agregacion, sobre la cascada de coagulacion, bloqueandola a diferentes
niveles, o incluso sobre lafibrinolisis, potenciando la disolucion del trombo.

2. laestrategia basada en |a prevencién, gue consiste en la reduccion y/o control de los
factores de riesgo. En € contexto de esta tesis, una de las vias de prevencion es la
reduccion de los niveles plasmaticos de lipidos. Esto se consigue modificando los
habitos alimenticios y/o administrando farmacos hipolipemiantes. Mediante el uso
de estos farmacos se consigue frenar la evolucidn de las placas ateroscleréticas
previniendo asi su rotura y complicaciones trombdticas. Se ha observado que
algunos de estos compuestos van més allay son capaces de actuar a otros niveles.

El objetivo de esta tesis, por tanto, se ha dirigido a determinar la eficacia de
diferentes moléculas, utilizadas ya de forma rutinaria en el tratamiento de la patologia
cardiovascular o0 todavia en fase experimental, y dirigidas a la inhibicion de la
aterotrombosis, asi como evaluar a qué niveles de este proceso pueden estar gjerciendo
acciones. En funcion de las vias metabdlicas evaluadas y su inhibicion, se han
determinado |os siguientes objetivos:
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Objetivo 1: evaluar la contribucion de la via del factor tisular (TF) ala aterotrombosis.

Para ello se ha estudiado especificamente:

1.1. Efecto del blogueo del TF sobre los pardmetros de coagulaciéon y la

agregacion plaguetar ex vivo.

1.2. Efecto del bloqueo del TF sobre la formacion del trombo desencadenado por

pared vascular sanalesionaday aterosclerdtica.

1.3. Localizacion del TF en e trombo y en las estructuras de la pared vascular

expuestas ala sangre.
Objetivo 2: evaluar la contribucién de la via de la ciclooxigenasa (Cox) y sus
metabolitos ala aterotrombosis. Para ello se ha estudiado especificamente:

2.1. Efecto del bloqueo de la Cox sobre la formacion del trombo desencadenado
por un trombo residual formado sobre pared vascular lesionada (trombosis
secundaria).

2.2. Efecto del blogueo de la Cox sobre la expresion de la Cox en la pared
vascular sana.

Objetivo 3. evaluar e efecto de la inhibicion de la HMG-CoA reductasa sobre la
aterotrombosis. Para ello se ha estudiado especificamente:

3.1. Efecto sobrelaagregacion plaguetar ex vivo.

3.2. Efecto sobrelaformacion del trombo sobre pared vascular lesionada.

3.3. Efecto sobre e desarrollo de la lesion aterosclerética: tamafio, composicion

(lipidos, fibrindbgeno, CML, macréfagos 'y TF), y expresion génica (MCP-1,
eNOS, Cox-1y Cox-2).
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DISENO EXPERIMENTAL

En el siguiente esquema se describe el disefio experimental realizado en este
trabajo. Se realizaron tres estudios en los cuales se evaluaron tres grupos de farmacos
que intervienen a diferentes niveles del proceso aterotrombatico. En €l primer estudio se
evaluo e efecto in vivo e in vitro del FFR-rFVIla, un inhibidor del TF, sobre la
trombosis, para €ello se utilizd €l cerdo como modelo experimental. En e segundo
estudio se determind €l efecto de la administracion aguday crénica de aspirina, triflusal
y HTB, inhibidores de la Cox (sdlicilatos), sobre la trombosis desencadenada por un
trombo residual (trombosis secundaria), asi como sobre la expresion de Cox vascular,
en congos. Finalmente, en el tercer estudio se analizo el efecto de la pravastatinay la
simvastatina, dos inhibidores de HMG-CoA reductasa (estatinas), sobre la trombosis y
sobre el desarrollo de lalesion aterosclerdtica en cerdos hiperlipémicos.

Deposicién Plaquetar
ex vivo (Radioactividad)

Trombo formado A A
Deposicion Plaquetas/Fibrina

sobre pared vascular ex vivo (Inmunohistoguimica)

Agregacion

Plaguetar ex vivo Localizacién TF en Trombo y Pared

Estudio i vivo: Trombosis 3 Vascular (Inmunohistoquimica)
1 administracion < Coagulacion

IAARGRYOE (% Niveles Actividad Procoagulante TF circulante

Estudio con Inhibidor I;E;f_“fgvcffa -

del TF (CERDO)

Estudio /n vitro: tto .
substratos vasculares [ Trombosis = | Fombo formado - Deposicion Plaquetar

con FFR-rEVIla sobre pared vascular ex vivo (Radioactividad)
Trombo formado i0i6
ESTUDIO AGUDO: Placebo/ Deposicion Plaquetar
Aspirina/Triflusal/HTB = Trombosis = sobre trombo B> oy i (Radioactividad)
(1 administracion i.v.) residual (2°) »
Estudio con Inhibidores Trombo Formado Dep0§10l0£az!aque_t§g
de la Cox (CONEJO) sobre trombo 22 & V/vo (Radioactividad)
ESTUb?)}?AsCRO':/I'?oﬂ - Trombosis€ residual (2°) Deposicién PIaqustas/Fibrina
acel irina/Triflu ” jivo (1 istoquimi
@ administ';acic’)n/dials dias p.o.) Coagulacién & vivo (1nmunohistoquimica)
Expresion Vascular de Cox-1 y
Cox-2 (RT-PCR/Western blot)
Coagulacion
Agregacion .
\ Plaguetar ex vivo Deposicion Plaguetar
Dieta Hiperlipémica Trombosis Trombo Formado ex vivo (Radioactividad)
(1007150 dias) + sobre pared vascular ¥, Deposicion Plaquetas/Fibrina
Placebo/Pravastatina/ ex vivo (Inmunohistoguimica)
iilarr;\;astatlna (0200 Plaguetas - Expresién de Rho A
Estudio con Inhibidores de la > Lipidos (Westen blot)
HMG-CoA reductasa (CERDO) Plasmaticos Extension de
Dieta Normolipémica Tamafio la Lesion
(100/150 dias) + ) de la Lesion Engrosamiento
Placebo (50/100 dias) intima (Histologia)
Aterogénesis Composicién de la Lesién

\

(Inmunohistoquimica)

Expresion Vascular de Cox-1, Cox-2,
MCP-1 y e-Nos Vascular (RT-PCR)
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MODELO EXPERIMENTAL

Se utilizaron dos modelos experimentales: congjo y cerdo. Los conejos
utilizados fueron machos White New Zealand con un peso aproximado de 2,5 kg,
adquiridos de un criador local (B&K Universal). Los cerdos, hembras de cruce
comercial (25% Duroc, 25% Pietrain, 25% Landrace y 25% Landrace Belga)
provenientes de una granja local, tenian un peso aproximado de 35-40 kg en €l estudio
con FFR-rFVlla, y de 20 kg a inicio del estudio con estatinas. Los animales se
mantuvieron estabulados al menos una semana antes del inicio del experimento, es decir
antes de latoma de la muestra basal de sangrey de la administracién de farmacos. Cada
especie dispuso de una zona de estabulacion dotada de ventilacion y temperatura
regulada (20°C), y con un ciclo luz-oscuridad de 12 horas (7,00-19,00 horas); todos los
animal es se estabularon individual mente.

Laalimentacion se llevé a cabo con pienso comercial de conegjos (1.879 Kcal/kg,
B&K Universal) y de cerdos de engorde (2.309 Kcal/kg, C-1, C.I.A.). Los cerdos que
recibieron dieta hiperlipémica (estudio con estatinas) se alimentaron con pienso normal
de engorde a que se adicion6 1% de &cido cdlico, 2% de colesterol y 20% de sebo de
ternera (3.501 Kcal/kg). A todos los animales se les administré una cantidad diaria de
pienso equivalente al 3-3,5% del peso corpora y el agua se administré ad libitum.

GRUPOSDE ANIMALESY ADMINISTRACION DE FARMACOS

Los animales se pesaron antes de la realizacion del procedimiento experimental
con €l fin de calcular la dosis de farmaco y/o la racién de pienso, asi como para evaluar
su estado de salud. En los procedimientos cronicos el pesado se realiz6 semana mente.

Estudio con Inhibidor del Factor Tisular, FFR-rFVlila

En este estudio e tratamiento se realizd de forma aguda, mediante una unica
administracion de FFR-rFV1la (cedido por Mirella Ezban, Novo Nordisk, Dinamarca).
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Tras las determinaciones en situacion basal, 1os animales fueron tratados mediante bolo
intravenoso (i.v.) de FFR-rFVIla, e mismo diaen que serealizo el experimento (Figura
1). Los estudios duraron un maximo de 2 horas, ya que la vida media de este farmaco es
de 4-6 horas. De manera preliminar se utilizaron diferentes dosis a fin de determinar la
dosis minima con efecto antitrombdtico: 0,1 mg/kg (n=3), 0,5 mg/kg (n=5), 1 mg/kg
(n=3) y 2 mg/kg (n=1). El estudio de trombosis se realizd con las dosisde 0,5, 1y 4
mg/kg (n=11). Un grupo adicional de animales (n=3), que no recibié ningun tipo de
tratamiento, se destind a estudio del tratamiento local de la pared vascular con FFR-
rEVIla(in vitro).

e Determinaciones sanguineas e Determinaciones sanguineas
e Trombosis e Trombosis
A A
r Y Y
Situacion Basal - Situacion Post-tratamiento.-
44— 1-2 horas —p-« 1-2 horas$ e——orup
e Preparacion del animal FFR-rFVIla en bolo i.v. e Sacrificio:
e Heparinizacion Obtencion
Muestras

Figura 1. Esguemarepresentativo del protocolo experimental seguido en la primera parte del estudio con
inhibidor del TF, en el que se administré FFR-rFVIlain vivo (i.v.). El modelo experimental utilizado fue
el cerdo.

Estudio con Inhibidores de la Ciclooxigenasa

Los experimentos realizados en congjo se dividieron en dos partes, segun la
duracion del tratamiento: tratamiento agudo, una sola administracion del farmaco i.v.
el mismo dia del procedimiento experimental; y tratamiento crénico, una
administracion diaria del farmaco por via ora (p.o.) durante una semana (Figura 2). En
ambos protocolos, ademas de |os grupos de conejos que recibieron tratamiento, se uso

un grupo de animales control como inductor de trombosis primaria.
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En la primera parte del estudio, los animales se dividieron en cuatro grupos
segun el farmaco administrado: aspirina (acido acetil salicilico de lisina), triflusal (&cido
2-acetoxi-4-(trifluorometil)-benzoico), HTB (é&cido 2-hidroxi-4-trifluorometilben-zoico)
y placebo. Se les administré un Unico bolo i.v. de aspirina (5 mg/kg), triflusal (10
ma/kg), HTB (10 mg/kg) o suero fisiol égico (placebo/control).

En la segunda parte, los conegjos se dividieron en tres grupos: control (placebo),
aspirina y triflusal. Los animales fueron tratados oralmente una vez a dia, durante 8
dias. Al igua que en el estudio con FFR-rFVlla, se utilizaron varias dosis de aspirina
(10, 20, 30 mg/kg/dia) y triflusal (15, 30, 40 mg/kg/dia) con €l fin de hallar la dosis
minima con efecto antitrombético. Para asegurar que los congjos ingirieran €l total de la
dosis diaria de los f&rmacos se procedi6 de la siguiente manera: 500 mg de cada uno de
los farmacos se disolvieron en 25-50 ml de cloroformo y se pulverizaron sobre 100 g de
pienso normal, que se dgjé secar bajo una corriente de aire en una campana de
extraccion durante toda la noche. Este pienso se ailmacen6 a 4°C y se empled alo largo
de la siguiente semana. Asimismo, se preparé pienso sin farmaco pulverizando una
cantidad equivalente del solvente sobre el pienso, que se empled en los animales del
grupo control. Ambos fa&rmacos y € placebo se administraron en una sola toma diaria
por las mafanas. Para asegurar laingestion completa del farmaco, se dispuso unargjilla
de acero en cada comedero cubriendo el pienso normal y sobre ésta, se coloco € pienso
con el farmaco. Una vez ingerido € mismo, se retiraba la regjilla de manera que €
animal tuviera acceso a resto del alimento.

La concentracion de farmaco segun este procedimiento es de 5 mg por g de
pienso, para calcular la dosis de pienso para cada animal se siguié la siguiente formula:

Pienso (g) = Peso del animal (kg) . Dosis (mg/kg) / 5 (mg/g pienso)
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e Determinaciones sanguineas

A e Trombosis
A
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ﬂ:ao minutos ﬂ
e Preparacioén del animal Sacrificio

e Heparinizacion

Aspirina/Triflusal/HTB/Placebo en bolo i.v.

B
Determinaciones sanguineas
v v
Dia O Dia 8
oo PlaceboZAspirina/ Triflusat.(p.os) o
< 8 dias —>
Inicio tratamiento con e Trombosis
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Figura 2. Esquema representativo del protocolo experimental seguido en el estudio con inhibidores de la
Cox, en €l que se utilizd el congjo como modelo experimental. La figura A y B corresponden a los
estudios con administracién aguda (i.v.) y cronica (p.o.) de salicilatos, respectivamente.

Estudio con I nhibidoresdela HM G-CoA Reductasa

L os cerdos alimentados con dieta hiperlipémica se dividieron en 3 grupos segiin
el tratamiento administrado: control (placebo), simvastatina y pravastatina. Para
administrar los farmacos, éstos se mezclaron con una pequefia cantidad de pienso, la
cual se administré poco antes de la racion diaria de pienso hiperlipémico. Se realizo un
estudio preliminar con varias dosis de cada estatina (pravastatina 5 y 10 mg/kg/dia y
simvastatina 2,5 y 5 mg/kg/dia) para elegir la méas adecuada para €l estudio definitivo.
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En e estudio se incluyé ademés un grupo de animales control (placebo) alimentados

con dieta normolipémica.

Los animales recibieron dieta hiperlipémica durante 50 dias, y a partir de este
momento se inici € tratamiento con estatinas sin modificar la dieta. El estudio se
dividié en dos etapas segun la duracion del tratamiento (Figura 3): @) tratamiento con
placebo/estatinas (pravastatina 5 mg/kg/dia, simvastatina 5 mg/kg/dia) durante 50 dias;
y b) tratamiento con placebo/estatinas (pravastatina 5 mg/kg/dia, simvastatina 2,5
mg/kg/dia) durante 100 dias.

A Determinaciones sanguineas
v v v v v
Dia O Dia 28 Dia 50 Dia 85 Dia 100
| ]
. o - Dietta Hiperipémica: -
Dieta Hiperlipémica |- eapepeca ------------
- Pravastatina/Simvastatina/Placebo. .
44— 50 dias —p <« 50 dias ———p
Inicio tratamiento e Trombosis
e Sacrificio:
Obtencién
B Determinaciones sanguineas Muestras
v v v v v v \4
Dia O Dia 28 Dia 50 Dia 85 Dia 100 Dia 135 Dia 150
| | ] ]
Dieta oo Dietar Hiperlipémica 4.
Hiperlipémica - -Pravastatina/Simvastatina/Placebo.- - - -]
<«4—— 50 dias > < 100 dias —>
Inicio tratamiento e Sacrificio:
Obtencién
Muestras

Figura 3. Esquema representativo del protocolo experimental seguido en los grupos hiperlipémicos
dentro del estudio con estatinas. Lafigura A y B corresponden alos grupos de animales sometidos a dieta
hiperlipémica y tratamiento durante 100 y 150 dias, respectivamente. El grupo normolipémico control,
siguié el mismo protocolo experimental, pero recibid dieta normal y placebo. El modelo experimental
utilizado fue el cerdo.
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DETERMINACIONES SANGUINEAS

A partir de muestras sanguineas, se realizaron diferentes determinaciones para
detectar posibles alteraciones y/o efectos de los farmacos y dietas utilizados. En los tres
estudios y alos tiempos descritos en las Figuras 1, 2 y 3 se determinaron |os parametros
bioquimicos y de coagulacién sanguinea, asi como el recuento de células sanguineas.
Ademas, en € estudio con FFR-rFVlla se analizaron los niveles plasméticos de este
farmaco y la actividad procoagulante del TF en plasmay sangre total, y en el estudio
con estatinas se determinaron los niveles de las lipoproteinas ya que se utilizd un
modelo hiperlipémico. La agregacion plagquetaria ex vivo también fue evaluada en estos
dos estudios, con € fin de analizar como influian los farmacos y la dieta administrados,

en lafuncionalidad plaquetariain vitro.

RECOGIDA DE LASMUESTRAS DE SANGRE

En los congos tratados de manera cronica, se redlizaron determinaciones
sanguineas antes de comenzar la administracion del farmaco (mediciéon basal) y al
finalizar € tratamiento. Las muestras de sangre se obtuvieron por puncién de la arteria
central delaoregjay se recogieron en citréto sodico 3,8% (1:10).

En los cerdos del estudio con estatinas, se practicd una determinacion basal (dia
0), una serie de determinaciones periédicas alo largo del periodo de dietay tratamiento
(dia 28, 50, 85, 100, 135), y la ultima €l dia anterior a sacrificio (dia 100 6 150). Tras
un ayuno nocturno de 12 horas, los animales se sedaron con una administracion
intramuscular (i.m.) de azoperona (8 mg/kg, Stressnil ®, Esteve), seguida de un bolo de
tiobarbital sddico (10 mg/kg, B. Braum) i.v., y la sangre se recogio en citrato sodico
3,8% (1:10) y/o en EDTA (1:13) por puncion de la arteria femoral o vena marginal

auricular, segn € volumen a extraer.

En los tres estudios se realizaron varias determinaciones a partir de sucesivas

muestras sanguineas obtenidas a lo largo del procedimiento experimental de trombosis
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(circuito extracorpéreo ex vivo). En €l caso de tratamiento agudo, se diferenciaron dos
tipos de muestras. basales y post-tratamiento, dependiendo si éstas se obtenian antes o
después de la administracion del farmaco. La sangre se recogié en citrato sodico a partir

de un cateter situado en la arteria carétida

Los pardmetros bioquimicos y de coagulacion, los niveles de FFR-rFVl1la en
plasma y las lipoproteinas plasméticas se determinaron en plasma obtenido por
centrifugacion de la sangre total a 1.200 g durante 15 minutos. Todas las
determinaciones se realizaron con plasma fresco, excepto en el estudio de los niveles de
FFR-rFV1la, donde éste se guardd congelado a—80°C.

RECUENTO DE CELULAS SANGUINEAS

El recuento de las células sanguineas se realizd con un contador automético
(System 9000, Serono) a partir de sangre total anticoagulada con citrato. Este
instrumento basa su medida en la diferencia de conductividad que existe entre las
células sanguineas (hematies, leucocitos y plaquetas) y e diluyente en que estan
resuspendidas. De esta manera se determind €l recuento de glébulos rojos (RBC),
glébulos blancos (WBC) y plaguetas (PLT), asi como e hematocrito (HTC), la
hemoglobina (HGB), & volumen (MCV) y la hemoglobina corpuscular medios (MCH).

PARAMETROSBIOQUIMICOS

L as determinaciones bioquimicas se realizaron con un autoanalizador de quimica
seca (Ekctachem, Kodak) a partir de muestras de plasma (anticoagulado con citrato o
EDTA). Este aparato trabaja con unas placas que contienen |0s reactivos necesarios para
gue se produzca una reaccion colorimétrica al afiadir suero o plasma. A continuacion,
determina la absorbancia producida que se traduce en concentracion del parametro

mediante una curva patron que se encuentra previamente establ ecida.



Métodos 71

Se determinaron los siguientes pardmetros bioquimicos en todos los estudios:
alanina aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST), creatinina,
nitrogeno ureico plasmatico (BUN) y proteinas plasméticas totales. Ademas, en los
estudios con estatinas donde se utilizé model o hiperlipémico se determinaron: colesterol
total, colesterol HDL Yy triglicéridos.

COAGULACION SANGUINEA

El fibrindgeno, e tiempo de protrombina (PT) y e tiempo parcia de
tromboplastina activada (aPTT) se determinaron con un coagul Gmetro automatico (ST4,
Diagnostica Stago) en plasma (anticoagulado con citrato). La técnica consiste en
incubar muestras de plasma con determinados componentes que inducen su
coagulacion. El aparato detecta, gracias a unos sensores electromagnéticos, e tiempo
que tarda en formarse el coagulo, obteniéndose € resultado bien en segundos, bien en

una unidad de concentracion si disponemos de una curva patron.

Para determinar la concentracion plasmatica de fibrindgeno, se calcula el tiempo
gue tarda en coagular €l plasma (diluido 1:10) a afadir un exceso de trombina
(Diagnostica Stago), ya que existe una proporcionalidad entre el tiempo de coagulacion
y la concentracion de fibrinbgeno. Mediante una curva patron realizada con diferentes
concentraciones de fibrindgeno (Diagnéstica Stago), es posible expresar el tiempo de

coagulacion en funcion de la concentracion de fibrindgeno hallada.

El PT permite determinar el nivel de coagulacion através de la via extrinseca o
via del TF. La determinacion del PT se efectiia afiadiendo TF (tromboplastina histica;
Diagnodstica Stago), inductor de esta via, y cloruro célcico, que aporta € calcio
necesario parala coagulacion, a plasma. La coagulacion se desencadena por lareaccion
del factor V11 del plasmacon el TF exdgeno. El tiempo que tarda en coagular €l plasma,
dependerd de las concentraciones de los factores V, VII, y X, protrombina y

fibrindgeno.
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Mediante € aPTT se determina € estado de coagulacién a través de la via
intrinseca o por contacto. Para determninar €l aPTT, se agregan a plasma: caolin, que
€S una sustancia inerte que provoca la activacion répida del sistema de contacto;
cefalina, que aporta los fosfolipidos necesarios para la interaccion normal de algunos
factores de coagulacién, y cloruro célcico (Diagnostica Stago). EI aPTT puede
prolongarse por déficit de cualquier factor de coagulacion, excepto de los factores VIl y
XI1Il. Ademés, es Util para valorar € grado de inhibicion de la coagulacién mediante
heparina. La heparina es cofactor de la antitrombina lll (Verstraete M et al., 1990), por
lo que su administracién prolonga el aPTT.

Durante e experimento de trombosis se monitorizaron los niveles de
fibrindgeno, PT y aPTT. La determinacion del aPTT sirvio para llevar un control de la
heparinizacion. Para ello, los valores obtenidos de aPTT tras la administracion de
heparina, se normalizaron respecto al valor basal. Normalmente se acanza un nivel
Optimo de coagulacion en el sistema de perfusion extracorporeo cuando esta relacion es
menor de 3 (300%). La determinacion de fibrindgeno y PT no estan influidas por la
heparina, ya que los reactivos utilizados Ilevan un inhibidor especifico de éste, de

manera que no interfiere en las mediciones.

ACTIVIDAD PROCOAGULANTE DEL FACTOR TISULAR
CIRCULANTE

En € estudio con FFR-rFVlla se determind la actividad procoagulante del TF en
sangre total. Se analizaron muestras basales y tras la administracién sistémica de FFR-
rFVIla. Ademas, se testaron muestras donde se aplicd FFR-rFVIla in vitro. Este
procedimiento consiste en obtener un extracto de restos de membranas celulares y
vesiculas contenidas en la sangre, mediante lisado y ultracentrifugacion. A partir de este
extracto, donde esta contenido el TF, se realiza un test de actividad de TF afiadiendo los
factores de coagulacion y otros componentes necesarios para que lleve a cabo la
reaccion (etapa de iniciacion de la via del TF). El nivel de actividad se determina

mediante una reaccion colorimétrica, que se mide por espectofotometria.
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Obtencién de Extractos a partir de Sangre Total

Se obtuvo sangre anticoagulada con citrato, y una parte fue procesada para
obtener plasma. La sangre total se congelé en nitrégeno liquido y se guard6 a —80°C

hasta su procesamiento. L os extractos se obtuvieron como se explica a continuacion:

100 pl de sangre total se sometieron a dos ciclos de congelacion (nitrégeno
liquido) y descongelacion (T.A.), seguidamente se incubaron a 37°C durante 15
minutos. Se mezclaron 100 pl de muestra con 900 yul de TBS-EDTA 0,1 M y se
ultracentrifugaron durante 15 minutos a 436.000 g (4°C) (Rotor TLA 130, Optima Max
Beckman). Se elimind el sobrenadante y el precipitado, formado por restos de vesiculas
y/o membranas celulares, se resuspendié en 1000 ul de TBS-EDTA 0,1 M y se
ultracentrifugo, este procedimiento se realizd dos veces. El precipitado obtenido se
resuspendid en 1000 pl de HBSA y nuevamente se ultracentrifugd. Finamente, se

resuspendié en 100 pl (extracto de sangre) de HBSA.

Tratamiento in vitro de los Extractos

Un grupo de extractos obtenidos a partir de sangre basal fue tratado con FFR-
rFVIla. A una porcion de cada muestra se le adicciond HBSA (control), y a otra una
dosis de farmaco equivalente a 0,0125 mg/ml de sangre total, seincub6 a T.A. durante 5
minutos y a continuacion se determind su actividad procoagul ante.

Determinacion de la Actividad Procoagulante del Factor Tisular

Esta técnica reproduce la etapa de iniciacion de la via del TF mediante la
adiccion de vesiculas de fosfolipidos, que sirven de soporte de la reaccién; calcio,
indispensable para la activacion de los factores de coagul acion; extractos de sangre, que
contienen TF; factor Vlla, que forma un complejo con e TF; y factor X, que es €
substrato del complejo factor VIla-TF. Lareaccion da lugar a factor Xa como producto

final. Para medir la produccion de factor Xa se afiade un substrato cromogeénico
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especifico de este factor, que tras reaccionar con éste produce color cuya intensidad es

proporciona grado de actividad procoagulante. El proceso seguido fue e siguiente:

Se adicionaron 20 ul de vesiculas de fosfatidilserina:fosfatidilcolina 500 uM
(30:70) (Sigma), 20 ul de cloruro calcico 25 mM a 20 pl de extracto. Tras agitar, se
anadieron 20 ul de factor VIla 20 nM (Calbiochem), se incubo en agitacion durante 15
minutos (T.A.). Seguidamente se adicionaron 20 ul de factor X 1,5 uM (Calbiochem) y
nuevamente se incubd durante 15 minutos. La reaccion se paré afiadiendo 50 pl de
TBS-BSA 0,1%-EDTA 300 pM. A continuacion se afladieron 25 pl de substrato
cromogeénico del factor Xa 0,01 mUI/ml (Sigma). Se incubd durante 15 minutos a 37°C

y se determind la absorvacia a 405 nm.

NIVELESPLASMATICOSDE FFR-rFVila

A partir del plasma obtenido a lo largo del procedimiento experimental del
estudio con FFR-rFVlla, se analizaron los niveles plasmaticos de FFR-rFVlla. Las
determinaciones se realizaron en € laboratorio de donde procedia este farmaco
(NovoNordisk, Dinamarca), con la que se colabor6 en la realizacion de este estudio
(Mirella Ezban).

El FFR-rFVI1la se determind mediante la técnica de ELISA tipo sandwich (kit
EIA para detectar FVII, Dako), segln las instrucciones de la casa comercial. Esta
técnica utiliza un anticuerpo monoclonal contra FVIla humano, que también reconoce
FFR-rFV1la, que se encuentra fijo en una fase soliday a é se unen las moleculas de
FFR-rFVI1la contenidas en el plasma. Al afiadir seguidamente, un segundo anticuerpo
contra FFR-rFVIla (policlona de congo), que se enlaza la zona de FFR-rFVIla
expuesta, se forma un complejo anticuerpo-FFR-rFVIla-anticuerpo. Posteriormente, se
hace reaccionar con un anticuerpo anti-congjo unido a peroxidasa, que reconoce a
segundo anticuerpo contra FFR-rFVIla. Finalmente, la peroxidasa reacciona con su
substrato y se produce una reaccién colorimétrica, cuya intensidad se mide mediante un

espectrofotémetro.
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LIPOPROTEINASPLASMATICAS

La determinacién de las lipoproteinas plasméticas se realizo en los cerdos del
estudio con estatinas. Se obtuvieron muestras de sangre en EDTA periddicamente alo
largo de todo el periodo experimental. Se empled el método validado por € Lipid
Research Clinic Program (Lipid Research Clinic Program, 1974). Este es un método
gue combina dos propiedades de las lipoproteinas: a) la diferencia de densidad para
aislar las VLDL mediante ultracentrifugacion y b) la precipitacion de las lipoproteinas
que contienen la apoproteina B-100 (sobre todo LDL) mediante reactivos determinados

(&cido fosfotungstico o polietilenglicol). Se procedio de la siguiente manera:

En un tubo para ultracentrifuga (Beckman) se dispensaron 2,4 ml de plasmay
cuidadosamente se afadieron 1,6 ml de solucién salina, obteniéndose asi 2 fases
diferenciadas. Posteriormente, se centrifugo a 105.000 g en una ultracentrifuga (L-60,
rotor SW60, Beckman) durante 18 horas. Inmediatamente, se recogio con precaucion la
banda superior de color blanquecino, correspondiente a las VLDL (fraccion 1, fy); se
determind su volumen (Voly), asi como la concentracion de colesterol mediante un kit
comercial (Medical Diagnostics). Tras la homogeneizacion del infranadante restante
(f2), también se determind su concentracion de colesterol. Un volumen de 500 pl de esta
mezcla se homogeneizd con una solucién 20% PEG 8.000 (1:1), se dgj6 reposar durante
30 minutos y se centrifugé durante 30 minutos a 5.000 g. Mediante este procedimiento
se obtuvo un precipitado blanquecino correspondiente a las LDL, y un sobrenadante
donde se encontraban las HDL, este sobrenadante (f3) se recogio y se determiné la
concentracion de colesterol (Figura 4). Finamente, se calcularon las concentraciones
plasmaticas de colesterol contenido en cada tipo de lipoproteina mediante las siguientes

formulas:;

VLDL = (fy) x Voly/ 2,4
HDL = (f3) X 2 X (4-Vol1)/2,4

LDL = [(f2) X (4-Vol1)/2,4] - HDL
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Para validar el método, se comprob6 que la suma de las tres fracciones fuera
equivalente al colesterol total (£10%).

Y
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Solucion [VEDL p
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o N
” 105.000 g, 18 h 8.000 [ 5.000 g, 30 min f
1,6 ml 3
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_> + _> _>
— HDL LDL
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HDL

Figura 4. Esquema representativo del protocolo de obtencion y determinacion de las fracciones
lipoproteicas (VLDL, LDL y HDL).

AGREGACION PLAQUETAR EX VIVO

Los estudios de agregacion se redlizaron en sangre total mediante un
agregometro de impedancia, y en plasma rico en plaquetas (PRP) mediante un
agregoémetro optico, a partir de sangre anticoagulada con citrato. Esta técnica consiste
en laadicién a PRP o sangre, de diferentes concentraciones de agonistas que activan la
agregacion plagquetaria, asi mientras algunos actian a través del receptor GP Il1b-1l1a,
tales como colégeno, ADP, trombina o &cido araquidonico (Galvez A et al., 1986), otros
como la botroceting, 1o hacen através del GP Ib (Read MS et al., 1989). De esta manera
se pueden evaluar diversas vias de activacion plaguetaria

El agregdmetro de impedancia se basa en la diferencia de conductividad que se
produce entre dos electrodos sumergidos en sangre total cuando se activa la agregacion.
Esta conductividad se registra, de manera que se obtiene una curva que presenta un
maximo, que es la agregacion maxima (en ohmios); una pendiente, que indica la

velocidad con la que agregan las plaquetas y un tiempo de latencia desde que se afiade
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el agonista. El principio del agregdmetro éptico es practicamente el mismo que € de
impedancia, pero en vez de conductividad, registra cambios en la transmision de la luz

gue se producen cuando las plaguetas contenidas en PRP se agregan (Figura 5).

La agregacion plaguetar ex vivo se determind en los estudios con FFR-rFVilay

con estatinas, y se procedid como se explica a continuacion:

e Agregacion en sangretotal: unavez obtenidalasangre, el hematdcrito se gjusto al
20% con solucién salinay se repartio en alicuotas de 1 ml, que se mantuvieron a
37°C. Se indujo agregacion plaquetaria afiadiendo coldgeno a las siguientes

concentraciones: 3, 5, 10 pg/ml.

e Agregacion en PRP: se obtuvo PRP centrifugando la sangre a 320 g durante 10
minutos. El nimero de plaquetas se gjustd a 3x10°/pl diluyendo el PRP con plasma,
este se reparti6 en alicuotas de 500 pl que se mantuvieron a 37°C. A continuacién se
afadieron diversas concentraciones de ADP (5, 10, 20 uM) y de coldgeno (3, 5, 10

pg/ml).

En ambos ensayos se registro la agregacion maxima o la detectada a los cinco

minutos, la pendiente de la agregacion y el tiempo de latencia.
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Agregacion Maxima (a los 5 minutos)
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Figura 5. Gréfico representativo de la curva obtenida en €l agregdmetro tras la adicion del agonista
plaquetario. La agregacion maxima (ohmios para sangre total, % para PRP) corresponde a la zona mas
elevada de la curva a los 5 minutos (recta discontinua), el tiempo de latencia es el intervalo de tiempo
entre la adicion del agonistay €l inicio de la formacion de la curva (flecha discontinua), y la pendiente
mide lainclinacién méxima de la esta.

ESTUDIO DEL TROMBO FORMADO SOBRE
PARED VASCULAR LESIONADA

Para evaluar €l efecto de los diferentes farmacos estudiados sobre la trombosis,
se estudio la deposicion plaquetar a perfundir sustratos vasculares en una camara de
perfusion cilindrica (Badimon L et al., 1987). Con €l fin de cuantificar e nimero de
plaguetas que se depositan, previamente se aisla una muestra de plaquetas de sangre del
animal, se marcan con un isotopo radiactivo y se reinyectan. La medicién de la
radiactividad en € substrato y su posterior andlisis, permite valorar la deposicion
inducida en condiciones determinadas, tales como a realizar un tratamiento
farmacologico, a modificar la trombogenicidad del substrato o la velocidad de

cizalladura.
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En los congjos se evalud la deposicion plaquetar sobre un trombo preformado
sobre un substrato vascular, como modelo de trombosis secundaria (residual), para ello
se perfundié sangre con plaguetas no marcadas radiactivamente procedente de un
animal sano (inductor), y posteriormente sangre con plaguetas marcadas de un animal
tratado o placebo (Meyer B et al., 1994).

SUBSTRATOSVASCULARES

La pared vascular se utiliza como desencadenante de la deposicién plaquetar
(trombo). En el caso de la pared vascular normal se utilizaron dos modelos de lesion
arterial: lesiéon ligera (erosion vascular), que tiene una reducida trombogenicidad e
induce poca deposicion plaquetaria; y lesién severa (rotura vascular), mucho mas
trombogénica gue la anterior e induce una gran deposicion de plaguetas en su superficie.
Ademés, se utilizé pared vascular aterdsclerética como modelo de lesion (severa) mas
proximo a las situaciones clinicas. En los tres estudios realizados se utilizaron varios

tipos de substratos vascul ares:

1. Estudio con Inhibidor del Factor Tisular, FFR-rFVlla: debido a que el contenido en
TF esta aumentado en las lesiones aterosclerdticas, en este estudio se emplearon dos
tipos de substratos vasculares. aortas de cerdos normales, como modelo de pared
vascular no aterosclerética, y aortas humanas, que contenian lesiones

ateroscleréticas avanzadas, como modelo de pared vascular aterosclerdtica.

2. Estudio con Inhibidores de la Ciclooxigenasa: se utilizaron aortas de conejos como
modelo de lesién ligera. Debido a que la pared vascular de las aortas de congjo era
muy delgada y era précticamente imposible eliminar la capa subendotelial,
procedimiento necesario para obtener lesién severa (ver més adelante en este

apartado), se utilizaron aortas de cerdo como modelo de este tipo de lesion.

3. Estudio con Inhibidores de la HMG-CoA reductasa: se emplearon aortas de cerdo,

como modelo pared vascular lesionada ligeray severamente.
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Las aortas de cerdo y de congo se recogieron en mataderos locales en el
momento del sacrificio de los animales, y las humanas se obtuvieron a partir de
autopsias. Unavez obtenidas, se mantuvieron en PBS, se limpiaron y se eliminé la capa
adventicia. A continuacién se cortaron en segmentos de aproximadamente 3 cm de largo
y se congelaron a —20°C hasta e experimento, en €l caso de aortas aterosclerdticas las
lesiones se caracterizaron macroscopicamente. El dia del experimento se descongelaron

en PBS, se abrieron longitudinalmente y se cortaron en segmentos de 1 cm de ancho.

El modelo de lesién ligera se obtuvo a exponer la superficie de la arteria ala
circulacion sanguinea, esta estructura se denomina subendotelio ya que las células
endoteliales han sido destruidas mediante el proceso de congelacion (pared vascular
deendotelizada o erosionada). EI modelo de lesion severa se consiguié exponiendo la
tunica media del vaso, para ello se separ6 la capa subendotelial con la ayuda de unas
pinzas (Badimon L et al., 1987, Badimon JJ et al., 1991).

Tratamiento Local dela Pared Vascular con FFR-rFVlla

En e estudio del efecto local del FFR-rFVIla, los substratos vasculares de cerdo
y humanos (subendotelio y tunica media) fueron incubados con una solucion del

farmaco (2 mg/ml) durante 5 minutosa T.A..

MARCAJE DE PLAQUETAS

El *ndio (*"In) se emplea de forma habitual para e marcaje radiactivo de
plaguetas (Hawker RJ et al., 1978) y otras células sanguineas, como leucocitos (Doherty
PW et al., 1978) y granulocitos (Weibler BJ et al., 1979). El marcaje de plaguetas se ha
aplicado a la deteccion in vivo de trombos vasculares (Goodwin DA et al., 1978) y para
el andlisis de la cinética plaquetar (Heaton WA et al, 1979). En este trabajo se utilizé la
oxina como quelante transportador del *'in. El marcaje de células aisladas con **!in se
basa en que al mezclar una solucién de **In-oxina con las células, este complejo, que

es lipdfilo, atraviesala membrana celular. Posteriormente, se produce unareaccion en la
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oxina se liberay el *!In firmemente enlazado a las estructuras intracelulares (Thakur
ML et al, 1977). El marcagje de las plaguetas se realizd €l dia anterior a experimento de
trombosis para permitir una completa biodistribucién de las plaguetas marcadas

(Badimon L et al., 1986). Se procedio de la siguiente manera:

Se extrajo sangre (cerdos <50 kg, 43 ml; cerdos >50 kg, 86 ml; congjos, 13 ml)
en ACD-Anticoagulante (7:50). Se obtuvo PRP (ver apartado Agregacion Plaquetar ex
vivo) y se centrifugd (15 minutos, 1.200 g) para separar € plasma sobrenadante del
precipitado las plaguetas. Las plaquetas se lavaron 2 veces con ACD-Salino (15
minutos, 1.200 @), y la suspension en ACD-Salino se incubd con 'In-oxina
(Amersham) (10-12 uCi/kg de peso corporal del animal) durante 20 minutos (T.A.). Se
determind la dosis (dosis 1, d;) en un dosimetro (Atomlab 100, Biodex) y
posteriormente se centrifugo (800 g, 10 minutos) para obtener las plaguetas marcadas.
El precipitado de plaquetas se resuspendio en plasma, serealizo el recuento de plaguetas
y se midi6 la dosis de radioactividad (dy). Finalmente, la suspension se inyect6 por la
venamargina delaorejadel animal. Para verificar el grado de marcagje de | as plaguetas,

se realizaron las siguientes determinaciones:
1) Eficienciadel marcaje (%) = do/d; x 100.

2) Viabilidad de las plaguetas (porcentaje de radiactividad unida a plagueta): a 480
ul de solucién salina se agreg6 20 pl de la suspensién de plaguetas marcadas y
se separd el sobrenadante del precipitado mediante centrifugacion (3 minutos,
13.000 g). Se determind la radiactividad (como cpm) presente en € precipitado

(rpeiier) Y €n €l sobrenadante (rs,) con un contador gamma (Wizard, Wallac).

Viabilidad (%) = [Tpater (Fpaiet + Isn)] X 100

DETERMINACION DE LA DEPOSICION PLAQUETAR

Tras mantener los animales en ayuno nocturno, los cerdos se tranquilizaron con

azoperona (8 mg/kg i.m., Stressnil ®, Esteve), seguidamente se les anestesié mediante
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un bolo de tiobarbital sodico (10mg/kg, B. Braum) i.v., y alo largo del procedimiento
experimental se mantuvo unainfusion de este anestésico diluido en suero fisiol gico (6-
8 mg/kg/h). Los congjos se anestesiaron con una mezcla de ketamina (35 mg/kg) y
xilazina (5 mg/kg) administrada i.m., a lo largo del procedimiento se les fue
administrando dosis adicionales seguin necesidad. La vena yugular y la arteria carétida
contralateral fueron canuladas con tubos de polietileno de calibre adecuado paraimpedir
la activacion de la agregacion plaquetar. A los animales se les inyectd un boloi.v. de
50 U/kg de heparina (Liguemine ®, Roche), que en los cerdos se siguié de unainfusion
de 50 U/kg/hora, ya que e procedimiento era més largo. Estas dosis impiden la
activacion de la coagulacion en € sistema extracorporeo sin modificar
significativamente la deposicion plaguetar (Badimon L et al. 1986). Se establecié un
circuito arteriovenoso con tubos de silicona y una bomba peristltica (Masterflex,
modelo 7518-10) a una velocidad de 10 ml/min (ver Figura 6).

Se emplearon dos tipos de camaras de perfusion en las cuales se colocaron los
substratos vasculares. Las caracteristicas de estas camaras se resumen en la Tabla 1. En
el estudio con estatinas, se modifico la cAmara de perfusién original con laintencion de
obtener un modelo de estenosis similar a las descritas en coronarias humanas. A la
camarade 0,2 cm de anchura de canal se afadié un fragmento de goma para obtener una
protuberancia constante en €l interior del canal de 4,5 mm de longitud y 60-70% de
reduccion de laluz del canal, una vez colocado € substrato (Badimon L & Badimon JJ,
1989) (Figura 7). En este modelo, la velocidad de cizalladura no es constante a lo largo
del canal, ya que se produce una reduccion de su luz. En la zona de estenosis la
velocidad de cizalladura es mucho mayor que en las zonas proximal y distal. Ademas, a
diferencia del modelo con diametro de cana constante donde las lineas de flujo son
paraelasy el flujo laminar, en el modelo de estenosis se producen anomalias del flujo y

lalineas de flujo no son paralelas en todo el recorrido del canal.

Camara Longitud del cana Anchuraddl canal Areade cana Velocidad de
(cm) (cm) (cn) cizalladura (seg™)*
1 25 0,1 0,25 1700
2 25 0,2 0,50 212

Tabla 1. Dimensionesy propiedades reoldgicas de la camaras de perfusién empleadas. * Ref: Badimon
L etal., 1987.
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El sustrato vascular se coloco en €l interior de la cAmara, y ésta en un bafio a
37°C, a continuacion se perfundio la sangre durante 5 6 10 minutos. Antes'y después de
perfundir la sangre sobre el substrato, se perfundié PBS (60 segundos) con € fin de
eliminar aquellas células que no estuvieran firmemente adheridas a la superficie
vascular. En los experimentos en que se trataron los substratos localmente con FFR-
rFVIla se utilizoO Tyrode buffer en vez de PBS, para asegurar el aporte de calcio

necesario paralafuncion de este compuesto.
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Figura 6. Representacion esguemética la camara de perfusion y del circuito extracorpéreo en el cerdo.
El substrato vascular (10 x 30 mm) se coloca en la cdmara de perfusion, ésta se coloca en un bafio
atemperado a 37°C y se conecta mediante tubos de siliconay polietileno ala arteria carétiday ala bomba
peristéltica. La sangre sale succionada por labomba a velocidad constante (10 ml/min) y pasa primero por
la cAmara; a continuacion se recircula a animal por la vena yugular. Antes y después de perfundir la
sangre se lava el circuito con PBS, €l cua se desecha. Al finalizar la perfusion se extrae el substrato

vascular con cuidado y se determinalaradiactividad. Deposicién plaquetaria, PD.
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Estenosis 60-70%

Figura 7. Diagrama de una seccién longitudinal de un substrato vascular montado en la camara Badimon
de 0,2 cm de diametro de canal, con estenosis de 60-70%. Las lineas de flujo aparecen representadas 'y se
observala pérdida de paralelismo debido ala estenosis.

En € estudio realizado en congjos, donde se estudié la trombosis desencadenada
por un trombo preexistente (secundaria), en primer lugar los substratos fueron
perfundidos por sangre del animal inductor, cuyas plaguetas no estaban marcadas
radiactivamente, para formar el trombo primario. Una vez finalizada la primera
perfusion, y tras el lavado con PBS, se llevd a cabo una segunda perfusion con sangre
del animal tratado/control, con plaquetas marcadas, con € fin de formar e trombo
secundario inducido por el trombo preexistente. Ademas de la trombosis secundaria, en
el grupo control se realizaron perfusiones sobre pared vascular (trombosis primaria)

para estandarizar el método (Figura 8).

Una vez finalizada la perfusion, los substratos se fijaron en paraformaldehido
4% y se determiné la radiactividad presente en el substrato mediante un contador de
radioactividad gamma (Wizard 1470, Wallac). Periddicamente se tomaron muestras de
sangre en las que se determind el recuento plaquetar (PLT/ml), la actividad (cpm/ml) y
la lisis de plaguetas. Para determinar cambios en los niveles de radiactividad unida a
plagueta, se centrifugd un pequeiio volumen de sangre (500 pl) durante 3 minutos a
13.000 g y se separd el sobrenadante del precipitado, y se calculd la proporcién de
plaquetas no lisadas (viabilidad) segiin laformula descrita en el apartado de Marcaje de
Plaquetas. Al concluir todas las perfusiones los animales se sacrificaron con una
sobredosisi.v. detiobarbital soédico o KCI (2 M).
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A . Trombo Primario: sangre sin marcar
I 1
perfusion 5’ (conejo B)
T Control
B Trombo Primario: sangre sin marcar ] Trombo Secundario: sangre marcada.
_______________ | 1
perfusion 5’ (conejo A) perfusién 5’ (conejo B)
T Inductor T Control
C Trombo Primario: sangre sin marcar  Trombo Secundario: sangre marcada
[
I' _______________ : e - 1
perfusién 5’ (conejo A) perfusion 5’ (conejo B)
T Inductor 1) Control

2) Aspirina 5 mg/kg (i.v.)

3) Triflusal 10 mg/kg (i.v.)

4) HTB 10 mg/kg (i.v.)

5) Aspirina 30 mg/kg (p.o. 8 dias)
6) Triflusal 40 mg/kg (p.o. 8 dias)

Figura 8. Representacion esquemética del crecimiento del trombo inducido por la presencia de un trombo
primario. Los esquemas A y B serefieren alos protocol os realizados en el grupo control (placebo), donde
se estudi6 la trombosis desencadenada por substratos vasculares (primaria) alos 5 minutos (A), asi como
la trombosis desencadenada por un trombo preexistente (secundaria) (B). En el esqguema C se muestra el
protocolo de trombosis secundaria en los grupos de tratamiento.

El recuento radiactivo de los substratos vasculares se normaliz6 teniendo en
cuenta la radiactividad en sangre y e recuento de plaquetas del animal especifico: s
conocemos € recuento de plaquetas (PLT/ml) y la actividad en sangre (cpm/ml)
podemos averiguar las plaguetas por unidad de actividad (PLT/cpm). De este valor se
resta la radiactividad que no proviene de las plaquetas (por lisis de éstas). Este dato se
traslada a la actividad obtenida en €l substrato (cpm) por lo que obtenemos el nimero
total de plaguetas (PLT). Finamente, se divide este valor entre el érea del substrato
(cm?) que se expone ala circulacion sanguinea, obteniéndose finalmente el resultado en

nimero de plaquetas por unidad de superficie (PLT/cm?).

Para obtener una mayor informacion sobre la deposicion plaguetar se determind
su dependencia axial, es decir la deposicion obtenida a lo largo del substrato. Para ello,

cada substrato se dividio en cinco secciones: las secciones de entrada y salida, de 2 mm
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de longitud cada una, que fueron desechadas, y las secciones a (proximal), b (media) y ¢
(distal), que se contaron por separado. En los substratos perfundidos en camara de
perfusion sin estenosis, se obtuvieron todas las secciones del mismo tamafio, 7 mm
aproximadamente (Figura 9A). En cambio, en los substratos perfundidos en camara con
estenosis, |0s segmentos seriados eran de tamainios diferentes: seccionesay cde5 mmy
seccion b de 11 mm (Figura 9B). De esta manera se obtuvo la totalidad del segmento
central sometido a estenosis. Tras € recuento radioactivo, la seccion b se mantuvo con

fijador para su tratamiento posterior.

7 mm 7 mm 7 mm 5 mm 11 mm 5 mm

Figura 9. Esquema representativo de los segmentos obtenidos para € estudio de la deposicion axial, a
partir de substratos vasculares perfundidos en la camara de perfusién Badimon en condiciones normales
(FiguraA) y con estenosis (Figura B).

BIODISTRIBUCION DE LASPLAQUETASEN EL ORGANISMO

Unavez sacrificados |os animal es, se extrajeron |os siguientes 6rganos. corazon,
bazo, higado, pulmones y rifiones, se pesaron y se determingé la radiactividad (cpm/g) en
muestras de los mismos. Asimismo, se determino la radiactividad en varias muestras de
sangre. Para determinar la radiactividad total en sangre se asumio que la volemia era
equivalente a 8% del peso del cerdo. Con estos datos se pudo determinar la
biodistribucion plaquetar en los principales érganos receptores de plaquetas del
organismo. Normalmente, las plaquetas se concentran en sangre e higado; aungue en €l
bazo también suele haber cantidades significativas. Es importante que la cantidad
presente en el pulmoén sea baja, pues indica que no se reinyectaron microcoagulos en €l
sistema circulatorio. En la Tabla 2 se resume los valores medios de biodistribucién
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obtenidos en todos los animales, donde se puede apreciar que la radioactividad se

concentré mayoritariamente en sangre, seguida del higado y del bazo.

PARAMETRO Radiactividad relativa (%)
Corazon 0,14+ 0,02

Rifion 0,26 = 0,04
Pulmon 27+ 04

Bazo 14+ 3

Higado 23+ 5

Sangre 50+ 4

Tabla 2. Valores medios de la biodistribucién de plaquetas (% de la radiactividad total) en los principales
Organos receptores de plaguetas del organismo en todos |os animales utilizados en este trabajo.

ESTUDIO DE LA COMPOSICION DEL TROMBO

Como complemento a estudio de deposicion plaquetaria, se anaizo la
composicion del trombo mediante inmunohistoquimica. Para €ello, se seleccionaron los
substratos vasculares en |os que la deposicion plaguetaria fue equivalente a valor medio
+ 20%. Se proceso la seccion central (seccion b) y se realizd marcaje de plagquetas y
fibrina mediante inmunofluorescencia. Las muestras se procesaron segun se describe en
el apartado de Inmunohistoquimica: Preparaciéon de los Especimenes y Marcaje por

Inmunofluorescencia, y se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios.

Diana Descripcion Proveedor
Plaquetas EO liclonal (conejo) anti-vWF F3520, Sigma Immunochemicals
umano
Fibrina Monoclonal (ratén), antifibrina Cedido por el Dr. Gaffney,
porcina NIBSC, Gran Bretafia
Fibrindgeno Policlonal (conejo) anti-fibrinogeno F9902, Sigma Immunochemicals.

humano

En las muestras de cerdo se realizé una inmunofluorescencia doble utilizando
anticuerpos primarios anti-plaquetas (1:50) y anti-fibrina'y (1:100). En las muestras de

congjo se realizaron inmunofluorescencias simples utilizando anticuerpos primarios
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anti-plaguetas (1:50) y anti-fibrindégeno (1:50), para la deteccion de fibrina, ademés los
trombos se tifieron mediante la técnica de Tincion de Tricromico de Masson (ver
apartado de Engrosamiento de la intima) para evaluar su aspecto. En el estudio con
FFR-rFVlla, ademés se cuantificd la fibrina depositada en los substratos con lesion
severa, tal como se describe en el apartado de Andlisis de Imagen y Cuantificacién de
Marcadores. a partir de cada substrato, se seleccionaron 3 cortes histol6gicos, de cada
uno se tomaron al menos 5 imagenes a 20 aumentos, se midié e érea ocupada por la

fibrinaen cada caso y se calcul6 el valor medio.

LOCALIZACION FACTOR TISULAR EN EL TROMBO Y EN LA
PARED VASCULAR

En e estudio con FFR-rFVlla se inmunolocalizé el TF en las estructuras de la
pared vascular (no aterosclerdtica) expuestas a la circulacion sanguineay en el trombo.
El TF se detectd6 mediante inmunohistoquimica como se describe en e apartado de
Inmunohistoquimica: Preparacion de los Especimenes y Marcaje por Inmuno-
Peroxidasa por el Sstema Avidina-Biotina.

ANALISIS DE LA PLAQUETA: EXPRESION DE
RHO A ACTIVADO

A partir de plaguetas procedentes de cerdos del estudio con estatinas, se realiz6
el andlisis del contenido en proteina Rho A activado (situado en la membrana
plaguetaria) mediante |a técnica de Western blot, ya que se ha relacionado esta proteina

con lafuncionalidad plaguetaria.
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OBTENCION DE LASPLAQUETAS

Las plaguetas se obtuvieron e mismo dia que se realizo e procedimiento de
trombosis ex vivo. Se extrgieron 20 ml de sangre en ACD-anticoagulante (7:50). Se
obtuvo PRP y se centrifugd (1.200 g, 15 minutos). Tras elimanar € plasma
sobrenadante las plaquetas se resuspendieron en ACD-salino. Se procedié a su recuento
y posteriormente se repitio la centrifugacion (1.200 rpm, 15 minutos). Finalmente, se

elimind el sobrenadante y se obtuvo un precipitado de plaguetas.

EXTRACCION DE PROTEINA: FRACCION DE MEMBRANA

Los niveles de Rho A plaguetario se determinaron en la membrana (Rho A

activado). Para obtener esta fraccion proteica se procedi6 de la siguiente manera:

Se afiadié 750 pl de Tampdn de Lisis por cada 4x10° plaguetas y se agitaron
durante 10 minutos a 4°C. Para obtener la maxima disociacion de los componentes
celulares, la mezcla se sonificd durante 10 segundos tres veces y el homogenizado
obtenido se congel6 a -80°C durante 20 minutos. Tras la descongelacién, las muestras
de centrifugaron (4.000g , 5 minutos a 4 °C) para eliminar los restos celulares. Para
separar las proteinas de la membrana de las del citoplasma, |a mezcla se ultracentrifugd
(L-60, rotor SW60, Beckman) a 112.500 g a 4°C durante 1 hora. En el sobrenadante
correspondia a las proteinas del citoplasma y € precipitado a las de membrana. Se
elimind e sobrenadante y se obtuvo la fraccién de membrana. Para €llo, las muestras se
disolvieron en tampon de lisis-Tritdn 1%, incubando a4°C en agitacion, y centrifugando
(1.400 g, 15 minutos, 4°C). Finalmente, se recogié e sobrenadante que contenia las

proteinas de membrana.
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DETERMINACION DE LOSNIVELESDE RHO A ACTIVADO

Para determinar los niveles de Rho A (peso molecular de 24 kDa) en primer
lugar se determind la cantidad de proteina de cada muestra mediante el método de BCA,
después se realizé electroforesis en gel de poliacrilamida (15 %) y finalmente Western
Blot, para el cual se utilizaron anticuerpos monoclonales de raton anti-Rho A humano
(Santa Cruz Biotechnology) como anticuerpo primario (1:200) y antiglobulinas de
raton (Dako) como anticuerpo secundario (1:10.000). Estas técnicas se describen en €l
en € apartado de Andlisis de Cox, MCP-1 y e-Nos a nivel de mRNA y Proteina en la
Pared Vascular: Andlisis de la Proteina.

EVALUACION DE LASLESIONESVASCULARES

Para evaluar € efecto de las estatinas sobre el desarrollo de la lesion, en los
cerdos tratados con estos farmacos se evalud e tamafio y composicion de las lesiones
ateroscleréticas desarrolladas en diferentes zonas del sistema arterial (arteria aorta

torécicay abdominal, y arteria coronariaizquierda descendente (LAD)).

VALORACION MACROSCOPICA DE LAS LESIONES:
EXTENSION DE LA LESION

La valoracién macroscopica de las lesiones se realizé mediante la determinacion
de la extension de la lesion en varios segmentos de |a arteria aorta: segmento central de
la aorta torécica (zona de ramas intercostales) y segmento de la aorta abdominal (entre
la zona de la bifurcacion de las arterias iliacas y renales). Los segmentos vasculares se
fijaron en paraformaldehido 4% durante 6-8 horas. A continuacion, se tifieron con
solucion de Herxmeheimer, utilizada para la tincidn de lipidos (color rojo) (Smith A &

Bruton J, 1977). Se procedié como se describe a continuacion:
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Se extrajeron los tejidos de la solucién fijadora, se lavaron con agua del grifo (1
hora), se sumergieron en solucion Herxheimer y se dejaron en agitacion suave durante
30 minutos. Finamente, se lavaron varias veces con acohol 70% hasta que
desapareciese completamente el exceso de tincién. Los segmentos vasculares se
visualizaron con una camara de video (SSC-MO0370CE, Sony) y mediante un analizador
de imégen (Visilog 4.1.5), se determinaron las siguientes éreas: superficie recubierta de
lipidos (LS), que es la zona de la lesion y queda tefiida de rojo, y superficie total del

vaso (ST). Laextension de lalesion se expresd como (LS/ST) x 100 (Figura 10).

==
%

Figura 10. Esquema de la superficie de un fragmento de arteria (ST) con lesiones aterosclerdticas tras
tincién con solucién de Herxmeheimer. La zona lesionada aparece en color rojo (LS).

ESTUDIO HISTOLOGICO DE LA PARED VASCULAR

El tamafio y la composicion de la lesidén aterosclerdtica se determinaron en
segmentos de aorta abdominal distal (a nivel de la bifurcacién con las arterias iliacas) y

enlaLAD (zonaproximal).

Preparacion de Especimenes

Las muestras se fijaron con paraformaldehido 4% durante 6-8 horas. A
continuacion se crioprotegieron con solucion de sacarosa 30% a 4°C y se incluyeron en
OCT Compound (Miles Inc). Se redlizaron cortes seriados de 5 pm mediante un
criostato (Jung CM 300, Leica), que se depositaron sobre portaobjetos gelatinizados a
1%y 2%.
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Engrosamiento dela intima

L os cortes depositados sobre portaobjetos gelatinizados (1%) se tifieron segun el
método Tricrémico de Masson, a fin de identificar las diferentes estructuras de la pared
vascular. Este método se basa en la distinta afinidad de los colorantes (segin su carécter
&cido o basico) a las proteinas celulares. Asi, € colédgeno y las células musculares lisas
(CML) que abundan en la capa media, se tifien respectivamente de color azul y rojo, los
nucleos de color negro y e endotelio queda poco tefiido (Smith A & Bruton J, 1977).

Se procedié como se indica a continuacion:

Se secaron |os portaobjetos a 37°C (15 minutos), se fijaron en solucion de Bouin
durante 2 horas y se lavaron con agua del grifo. A continuacion, los tejidos se tifieron
con tincion Azul Celeste (12 minutos) y se lavaron con agua destilada. Tras estatincion,
se tifieron con Hematoxilina de Mayer (12 minutos) y se lavaron con agua del grifo
hasta la apariciéon de color azul. Para diferenciar los tejidos se introdujeron durante 30
segundos en alcohol acido y nuevamente se lavaron con agua del grifo. Después se
tifieron con fucsina acida (20 minutos) y se lavaron con agua destilada. Posteriormente,
los tgjidos se trataron con acido fosfomolibdico 1% (4 minutos) y se introdujeron en
solucion de azdl de metileno (3 minutos). Se lavaron con agua destilada y se trataron
con &cido acético 1% (2 minutos). Se deshidrataron mediante una serie de alcoholes,
primero se lavaron con agua destilada, después se sumergieron en acohol 90% y
seguidamente en alcohol absoluto (3 minutos). Finalmente, los cortes se trataron con
Histoclear (National Diagnotic) (3 minutos), se secaron y se montaron con Histomount
(National Diagnotic).

Una vez tefiidos, los cortes se observaron a través de una lupa (SZH10,
Olympus) y se determiné el engrosamiento de la intima arterial mediante un analizador
de imagen. Se calcularon las siguientes &reas y longitudes (Figura 11): area de la luz
vascular (a=L), area envuelta por la elastica interna (b=L+l) y &rea envuelta por la
elastica externa (c=L+I+M). A partir de estas tres medidas se redlizaron los siguientes
célculos:
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Media=c-b = (L+I+M) - (L+]) =M
intima=b-a= (L+l)-L =1
% Estenosis=[I /(L+1)] x 100

Engrosamiento intima = 1/M

Figura 11. Esquemay calculos de las éreas determinadas en los vasos estudiados mediante el sistema de
andlisisdeimagen. |, intima; L, limen; M, tinicamédia; A, adventicia.

Contenido LipidicodelaLesion

A partir de cortes histoldgicos depositados sobre portaobjetos gelatinizados
(1%), se realizd una tincion de lipidos mediante la técnica de tincion Oro, para
determinar y cuantificar el contenido lipidico de la lesion. Se procedio de la siguiente

manera

Los tgjidos se secaron a 37°C (40 minutos) y se fijaron durante 1 hora en
solucion formol célcico. Seguidamente se secaron y se lavaron con isopropanol 60%.
Los portaobjetos se sumergieron en solucion Oro durante 15 minutos y después se
diferenciaron en isopropanol 60% (2 veces durante 1 minuto). Se lavaron con agua
destilada y se tifieron con Hematoxilina de Mayer (3 minutos). Se volvieron a lavar,
primero con agua del grifo y después con agua destilada. Finalmente, se secaron con

cuidado y se montaron en Glicergel (Dako).

| nmunohistoquimica

Esta técnica se basa en € empleo de anticuerpos mono o policlonales

(anticuerpos primarios) que reconocen proteinas (antigenos) especificamente. Estos
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anticuerpos reaccionan posteriormente con anticuerpos (policlonales) especificos para
cada especie (anticuerpos secundarios) que estan conjugados con marcadores. A partir
de los marcadores se obtienen sefiales visibles, haciendo posible la deteccion de las

zonas de union entre el antigeno y el anticuerpo primario.

Marcaje por Inmunofluorescencia

En este tipo de inmunohistoquimica se utilizan marcadores fluorescentes visibles
mediante luz ultravioleta. Como marcadores se utilizaron la fluoresceina (luz verde) y la
rodamina (luz roja). Se realiz6 un marcaje doble para inmunolocalizar fibrinégeno y
CML, y un marcge simple para marcar macrofagos. Para ello, se utilizaron los

siguientes anticuerpos:

Diana Descripcion Proveedor

F9902, Sigma
Immunochemicals

Fibrinbgeno Policlonal (cong o) anti-fibrinbgeno humano

Monoclonal (ratén), anti-alfa-actinade CML

CML M851, Dako
humanas
Macréfanos Policlonal (conejo) anti-proteina pabBp46 de pabBp46, producido en
& monocitos/macrofagos de cerdo* nuestro laboratorio
Secundario, Inmunoglobulinas de cabra anti-congjo T1659 Sigma
fluoresceina  conjugadas con FITC Immunochemicals

Secundario, Inmunoglobulinas de cabra anti-ratén

fluoresceina conjugadas con FITC F0479, Dako

Secundario, Inmunoglobulinas de cerdo anti-conejo

rodamina  conjugadas con TRITC R156, Dako

* pabBp46 es una proteina obtenida a partir de monocitos de cerdo que todavia no ha sido identificada
(datos sin publicar).

Procedimiento seguido fue el siguiente:

Se secaron los cortes a 40°C (45 minutos) y posteriormente lavaron dos veces
con PBS (10 minutos). A continuacion, se permeabilizaron |os tegjidos mediante una
con una solucién PBS-1% Twen 20 (10 minutos) y se bloquearon con BSA 2% (30

minutos). La incubacién con los anticuerpos primarios se efectud incubando |os tejidos
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durante 2 horas con una solucion BSA 1% con anticuerpos anti-fibrinégeno (1:50) y
anti-CML (1:25) en la misma mezcla, en € caso del marcgje doble, o anticuerpos anti-
monocitos/macrofagos (1:50), en e caso del marcaje simple. Tras tres lavados con PBS-
1% Twen 20 (10 minutos), las muestras se incubaron (1 hora) con los anticuerpos
secundarios (en solucién BSA 1%) anti-raton y anti-congjo (1:50) mezclados para €l
marcaje doble, y anticuerpos anti-conegjo (1:50) para el marcaje ssmple. A continuacion,
se realizaron cuatro lavados de con PBS (10 minutos). Los cortes secados se montaron

en Glicergel (Dako) y se conservaron protegidos de laluz.

Marcaje por Inmuno-Peroxidasa por € Sistema Avidina-Biotina

En los casos en que la inmunofluorescencia no fue suficientemente sensible para
detectar el antigeno deseado, se utilizaron técnicas que permiten mayor amplificacion de
las sefiales. Se utilizd la ampliacion con avidinalbiotinay deteccidn por peroxidasa. En
esta técnica la deteccion del antigeno se lleva a cabo mediante una reaccién
colorimétrica que se produce cuando la peroxidasa, que esta unida a la avidina, actla
sobre su substrato. Las sefiales se visualizaron a través de un microscopio optico con
luz blanca. Con esta técnica se realizd € marcaje simple de TF. Los anticuerpos

utilizados fueron los siguientes:

Diana Descripcion Proveedor

TF Policlonal (oveja) anti-TF de congjo No 4513, American Diagnostic

Secundario, Inmunoglobulinas de conegjo anti-oveja

biotina conjugadas con Biotina BA-5000, Vector Laboratories

El procedimiento se realizd en condiciones similares a las descritas para

inmunofluorescencia, con las siguientes modificaciones:

Tras e secado y lavado de |os portaobjetos con PBS, se realizd el tratamiento de
bloqueo de peroxidasas enddgenas, sumergiendo |os tejidos en la solucion de blogueo
de peroxidasas (30 minutos). Después del bloqueo de las muestras con BSA 2%, se

bloqued la biotina enddgena con un kit especifico de bloqueo Avidina-Biotina (Vector
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Laboratories), incubando con avidina durante 15 minutos y lavando tres veces BSA 1%
(5 minutos), y repitiendo e mismo procedimiento con biotina. La incubacion con los
anticuerpos primarios y secundarios, se realizd con anticuerpos anti-TF (1:50) vy
anticuerpos anti-cabra (1:200) en soluciéon BSA 1%, respectivamente. Tras la
incubacion los anticuerpos secundarios y los lavados, los cortes se trataron con la
solucion “ABC reagent” (Vector Laboratories) kit durante 30 minutos, esta solucion
contiene avidina unida a peroxidasa, que se une a la biotina del anticuerpo secundario.
Después de lavar 3 veces con PBS (5 minutos) las muestras se trataron con diamino
bencidina (DAB) diluida 1:10 en el tampdn de DAB comercial (Boehringer Mannheim),
que es e substrato con e cua reacciona la peroxidasa, hasta observar un cambio de
color de los tgjidos. A continuacién, los portaobjetos se trataron con alcoholes, solucién
Histoclear y se montaron con Glicergel (National Diagnotic), tal como se describe en el
apartado de Engrosamiento de la Intima. En las muestras en las que habia mucho
marcaje de fondo, se utilizé suero de cabra 10% para € blogqueo y la incubacion con

anticuerpos.

Analisisde Imagen y Cuantificacion de los M ar cador es

Todos los cortes de tejido procesados para inmunohistoquimica y tincién de
lipidos, se observaron mediante un microscopio binocular de luz transmitida o
fluorescencia (modelo Vanox de marca Olympus). La captacion de imagenes se realizd
mediante una cadmara digital en color Sonny 3CCD. Se cuantifico la extension del &rea
ocupada por cada uno de los marcadores mediante un analizador de imagen acoplado a
microscopio (Visilog 4.1.5., Noesis). A partir de 3 cortes histol 6gicos de cada muestra,
se tomaron a menos 5 imégenes (en funcidn del tamafio del vaso) por cada corte, a 20
aumentos. En cada imagen, se redlizaron las siguientes medidas: el area tefiida (a) y €
&rea de la intima visible en laimagen (&), la proporcién de cada marcador presente en
lalesion se calculd como (a/ &) x 100. Finalmente, se calcul6 la media de los valores
obtenidos en cada una de las imégenes para cada muestra. Ademas se redizé €

siguiente calculo:
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e AreaTota ocupada por € marcador: (a/ &) x Areadelaintima

En los casos en que habia una diferencia significativa del tamafio de los vasos
(LAD), el éreatotal ocupada por €l marcador se normalizé por €l area de la media, que
tedricamente es un parametro constante e independiente del tamafio de las lesiones, o a
menos |o es cuando las lesiones son tempranas. Este cdlculo se realiz6 como seindicaa

continuacion:

(al &) x Areadelaintima

e AreaTota ocupada por el marcador /AreadelaMedia: -
AreadelaMedia

ANALISIS DE COX, MCP-1 Y eNOS A NIVEL DE
MRNA Y PROTEINA EN LA PARED VASCULAR

Se estudio la expresion vascular de Cox-1, Cox-2, MCP-1 y eNos, proteinas
implicadas en la funcionalidad vascular y en el proceso aterosclerético, para determinar
S estaban afectados por los farmacos. En e estudio con inhibidores de la Cox, se
evaluaron los niveles de RNA mensgjero (MRNA) de las dos isoformas de la Cox (Cox-
1y Cox-2); y de proteina de Cox-2, ya que para Cox-1 (congjo) no se consiguieron
anticuerpos especificos. En e estudio con estatinas se evalud la expresion de mRNA de
MCP-1, e-Nos, Cox-1y Cox-2.

RECOGIDA DE TEJIDOS PARA LA OBTENCION DE RNA Y
PROTEINA

Para la obtencién de mRNA y proteina se utilizé € segmento de la aorta que va

desde € cayado hasta la bifurcacién de las iliacas, en los congjos; y € segmento de
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aorta abdominal comprendido entre la zona de la bifurcacion de las arteriasiliacas y la
arteria celiaca, en los cerdos. En algunos casos se separé |a tinica media (capa inferior)
de la capa superior, que contiene la capa intimay el subendotelio, para analizarlas por
separado. Una vez extraidos los segmentos, se congelaron rapidamente en nitrogeno
liquido, se pulverizaron y se mantuvieron a—-80°C hasta su procesamiento.

EXTRACCION DE RNA Y PROTEINA

La extraccion de proteina y RNA se reaiz0 mediante el método de Tripure
(Boehringer Mannheim), el cual permite la obtencion de RNA y de proteina a partir de
una misma muestra de tejido. Este procedimiento se basa en un mejora del método de
aisamiento de RNA desarrollado por Chomczynski y Sacchi (Chomczynski P,1993;
Chomczynski P & Sacchi N, 1987).

Para evitar la degradacion del RNA por RNAsas, en todo e procedimiento se
utilizé material esteril, agua autoclavada y tratada con DEPC, y se trabajo siempre con

guantes. Se procedid de la siguiente manera:

El tejido se homogeneizo en el reactivo de Tripure (100 mg de tejido en 2 ml de
Tripure) con ayuda de un Polytron y seguidamente se eliminaron los restos celulares del
tgjido mediante centrifugacion. Se afadié cloroformo a la mezcla (0,2 ml por ml de
Tripure) y se centrifugd, obteniéndose una solucion que contenia tres fases. una fase
superior acuosa, donde se encontraba €l RNA, una interfase, que contenia el DNA, y
unafase inferior que contenia la proteina. Una vez separada la fase superior, el RNA se
obtuvo mediante precipitacion con isopropanol (0,5 ml por ml de Tripure) y lavando
con etanol 75%. La proteina se aislé a partir de la fase inferior, mediante eliminacién
por centrifugacion de los restos celulares, seguido de la precipitacion de la proteina con
isopropanol (1,5 ml por cada ml de Tripure), lavado con hidrocloruro de guanidinio 0,3
M (2 ml por ml de Tripure) y etanol absoluto. Finalmente, se eliminaron los
sobrenadantes en cada caso, y se resuspendid el RNA en agua tratada con DEPC y la
proteina en SDS 1%.



Métodos 99

ANALISISDEL RNA

El nivel de expresion de Cox-1, Cox-2, eNos y MCP-1 se determiné por RT-
PCR. Para ello, e mRNA se convirtio a cDNA, y a partir de éste se llevo a cabo la
reaccion de PCR de cada gen andizado. Finamente, e producto amplificado fue
cuantificado.

Cuantificacion del RNA y Verificacion delalntegridad del RNA

Para determinar la concentracion del RNA, se midio la absorvancia a 260 nm de
1-2 pl de la solucion acuosa de RNA. Una absorvancia de 1 OD equivale a una
concentracion aproximada de RNA de 40 pg/ul en lamuestra original.

La integridad del RNA se comprobd mediante electroforesis en gel de agarosa
1%, la cual permite separar el RNA segun un gradiente de tamafio. Paraello 0,5-1 pg de
RNA diluidos en tampén de muestras 1x, se cargaron en un gel de agarosa 1% en
solucion TBE 1x, y se degjaron correr a 100 V. Las bandas de RNA obtenidas se
examinaron con un transiluminador de luz ultravioleta (Gel-Doc 1000, Bio-rad). Se
observaron las bandas ribosomales 18S y 28S, asi como una banda menos intensa
correspondiente a RNA de menor tamafio. La ausencia de bandas o la presencia de una

cola (smear) son indicativas de la degradacion del RNA de las muestras.

Amplificacion del RNA: RT-PCR

Para detectar del RNA mensgjero (MRNA) correspondiente a Cox-1, Cox-2,
MCP-1y eNos, se aplicaron dos técnicas. la transcripcion reversa del mRNA (RT) y la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La primera técnica consiste en convertir el
MRNA a cDNA unicatenario mediante e enzima transcriptasa reversa (RT); a
continuacion se amplifica en varios 6rdenes la cantidad de cDNA bicatenario mediante

lareaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
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Transcripcion Reversa del mRNA

La converson e mRNA en cDNA esta catalizada por € enzima transcriptasa
reversa (SuperScript |1 Rnase H'RT, Life Technologies). Como cebadores se emplearon
oligo (dT)»-18, l0s cuales se hibridan con las colas poli(A) del extremo 3' que estan
presentes en la mayoria de los mMRNA de las células eucariotas. El procedimiento

seguido fue € siguiente:

Se mezclaron 1-2 pug de RNA, 1 pl de oligo (dT)12-18 (0,5 pg/ul) y agua DEPC
hasta un volumen final de 12 ul. La mezcla se incubd a 70°C (10 minutos) y a
continuacién se dejo en hielo. Se afladieron 4 ul de tampdn de sintesis de cadena 5X
(Gibco), 1 pl de mezcla de nucleotidos ANTP (10 mM), 2 ul de DTT 0,1 M (Gibco) y 1
ul de SuperScript |1 Rnase H  Reverse Transcriptase (Gibco) a cada muestra, y toda la
mezcla se incubd a 42°C durante 55 minutos. Finalmente, se incub6 a 70°C durante 15

minutos y posteriormente se enfrié en hielo para parar la reaccion.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa: PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa permite amplificar especificamente
cualquier secuencia de DNA a partir de una mezcla de diversas secuencias gendmicas.
Los componentes principales de la reaccion PCR son los oligonucleotidos cebadores

sentido y antisentido, la mezcla de nucledtidosy € enzima Taqg Polimerasa.

La técnica de PCR se basa en la copia de una cadena de cDNA mediante una
serie de ciclos repetidos (entre 25 y 40), cada uno de los cuales consta de 3 fases con
diferentes temperaturas que permiten la desnaturalizacion de las cadenas de DNA
(95°C), la hibridacion de los cebadores (50-60°C) y la elongacion de la cadena por la
Taq Polimerasa (72°C). Unavez amplificado el cDNA se cuantificay se normaliza en
funcién de la expresion de un gen constitutivo (GAPDH, rRNA ribosomal 18S), para
obtener valores comparables. En este trabajo aplicaron dos tipos de técnicas de
amplificacion de cDNA, que se diferencian fundamentalmente por el sistema de

cuantificacion del producto amplificado: PCR semicuantitativay PCR a tiempo real.
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Para la seleccidon de los cebadores se recurrié a la base de datos GeneBank
doénde se buscaron secuencias conservadas de los genes estudiados, y se eligieron de

diferentes zonas del DNA para obtener un producto de una longitud determinada.

PCR semicuantitativa

Se pusieron a punto las condiciones de PCR para cada uno de los genes
evaluados, asi como para cada especie estudiada. Las secuencias seleccionas para los
diferentes cebadores utilizados fueron sintetizadas por Gibco y se muestran en la Tabla
3. Ladescripcion delasfasesy € niUmero de ciclos aplicados se describen en la Tabla 4.

Especie Seg?;nn;:ia Cebador sentido (5'-3") Cebador antisentido (5'-3') p-ll’—ggl],lil:](()) ?petl))
GAPDH GTCACCAGGGCTGCTTTTAA ACGGAAGGCCATGCCAGTGA 652
Congjo COX-1 TCAATGCCACCTTCATCCGG ATCCAGCACCTGGTACTTGA 466
COX-2 TCAGCCACGAGCAAATCCT GTGATCTGGATGTCAGCACG 282
GAPDH TTCACCACCATGGAGAAGGC GCAGGGATGATGTTGTGGGC 265
Cerdo eNOS CCCAGCCAACGTGGAGATCAC GGACACCACGTCATACTCATCC 889
MCP-1 CCTTCTGTGCCTGCTGCTCA GTCAGCACAGATCTCCTTG 215

Tabla 3. Cebadores sentido y antisentido y tamario del producto esperado.

Fase Ciclos Tiempo Temperatura Objetivos
1 1 3min 95°C Desnaturalizacién inicial
GAPDH (conegjo y cerdo): 30 45 seg
COX-1: 35 45 seg
COX-2: 30 45 seg 95°C Desnaturalizacién
e-NOS: 35 1min
MCP-1:32 45 seg

45 seg GAPDH(congjo y cerdo): 56°C
45sg  COX-1:56°C
2 45 seg COX-2: 56°C
2min e-NOS: 60°C Hibridacién cebadores
45 seg MCP-1: 56°c

1 min 30 seg

1 min 30 seg

1 min 30 seg 72°C Elongacion cadenas
3min

1 min 30 seg

3 1 2min 72°C Elongacion final

Tabla 4. Condiciones de amplificacion por PCR.
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Se procedié como se explica a continuacion:

En un tubo de PCR se dispensaron 2 ul de la solucion de cDNA, 2,5 ul de
tampon PCR 10x (Gibco), 2,5 pl de mezcla de nucleotidos dNTP (2 mM), 0,375 pl de
cebador sentido (75 ng/ul), 0,375 pl de cebador antisentido (75 ng/ul), 0,125 pl de Taq
Polimerasa (5 U/ul) (Gibco) y agua Milli-Q estéril hasta un volumen final de 27 pl.
Una vez preparadas las muestras, se dejaron en hielo hasta el momento de introducirlas
en el termociclador (Genius, Techne).

Se programaron las condiciones de la PCR en el termociclador, se introducieron
las muestras y se llevd a cabo e procedimiento. Para evaluar e cDNA obtenido
mediante la técnica de PCR se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa 2%, la cua
permite separar el DNA segin un gradiente de tamafio y comprobar que la banda
obtenida corresponde a la esperada, asi como determinar la intensidad de ésta. Se
corrieron 10 ul de cDNA amplificado en tampon de muestras (6x) en un gel de agarosa
2% con bromuro de etidio 4% a 100 W. Laimagen del gel se capt6 bajo luz ultravioleta
y se determiné la intensidad de la banda (Gel-Doc 1000, Bio Rad). Finalmente, los
resultados se normalizaron con el estandar interno GAPDH.

PCR a tiempo real

A diferencia de la PCR semicuantitativa, la PCR a tiempo real muestra la
cantidad de cDNA gue se estd amplificado en cada momento. Por ello, ademas de los
cebadores, la Taq Polimerasa y la mezcla de oligonucledtidos, es necesaria una sonda
que hibride con e cDNA, y en el momento de la amplificacion emita fluorescencia, de
manera que a mayor cantidad de producto amplificado, mayor emisién de fluorescencia.
Esta sonda, es una secuencia de nucledtidos (sentido, 5-3) que se hibrida en el
segmento de cDNA que se amplifica, en cualquier zona comprendida entre las
secuencias de hibridacion de los cebadores sentido y antisentido. La sonda tiene unido
un fluorocromo (FAM), que se liberay emite fluorescencia en el momento que la Taq

Polimerasa accede ala zona de unién de lasonda al cDNA.
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Parallevar a cabo latécnica de PCR atiempo real se utilizaron los reactivosy €l
termociclador de Applied Biosystem (Abi Prism 7000). Las secuencias de los diferentes
cebadores se seleccionaron de manera que el producto final no superase los 100 pb.
Tanto las sondas como los cebadores se disefiaron para que se pudiesen aplicar las
mismas condiciones de temperatura y tiempo en todos |os casos. Las secuencias de los
cebadores y de las sondas utilizadas fueron disefiadas con el programa informatico
Primer Express y se muestran en la Tabla 5. Las secuencias del control interno rRNA
18S no aparecen en esta tabla porque es un producto preparado por la casa comercial
(ref. 4319413E).

Secuencia

diana Cebador sentido (5'-3')  Cebador antisentido (5'-3') Sonda (5'-3')

Especie

COX-1 TGCTCATGCGCCTGGTACT TCGTGCCGTGTTGTAGGT ACAGTGCGTTCCAAC

COX-2 TTAGAAGCGTCTATGGTGA TCTGGGCGAGGCTTTTCTA ATGCCATGGAGCTGTATCC
CATT C TGCCCTT

Cerdo

Tabla 5. Cebadores sentido y antisentido y tamafio del producto esperado.

La descripcion de las fases de temperatura y tiempo que se aplicaron se

describen a continuacion, en todos |o casos se realizaron 40 ciclos:

Fase Ciclos Tiempo Temperatura Objetivos
1 1 10 min 95°C Desnaturalizacion inicial
15 seg 95°C Desnaturalizacion
2 40 1min 60°C Hibridacion cebadores
30 seg 72°C Elongacion cadenas

Se procedi6 de la siguiente manera:

Para cada muestra se dispensan 2-4 ul de cDNA, 25 pl de TagMan PCR Master
Mix 2x, 2,5 ul de Sonda TagMan (250 nM), 1,25 pl de cebador sentido Cox-1 (300 nM)
0 1,6 pl de cebador sentido Cox-2 (300 nM), 1,88 ul de cebador antisentido Cox-1 (300
nM) 6 1,43 pl de cebador antisentido Cox-2 (300 nM), y agua Milli-Q estéril hasta un
volumen final de 50 pl. Para la reaccién con e estandard interno rRNA 18S, se
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anadieron 2-4 ul de cDNA, 25 pl de TagMan PCR Master Mix 2x, 2,5 ul de mezcla de
cebadores rRNA 18Sy sonda TagMan y agua Milli-Q estéril hasta un volumen final de
50 ul. Se dispensaron 25 pl de la mezcla final por pocillo en una placa de 96 pocillos
para PCR (Applied Biosystem), de manera que cada muestra se analizé por duplicado.
Inmediatamente se tapo la placa con un plastico adhesivo para evitar la evaporacion del
contenido durante el proceso. Tras la programacion de las condiciones de amplificacion,
la placa se introdujo en el termociclador (Abi Prism 7000, Applied Biosystem) y se dgjo

correr €l programa.

La cuantificacion se llevé a cabo determinando el ciclo en el cual comenzaba la
amplificacion exponencial (C'), donde el producto de amplificacion era proporciona a
la cantidad inicial. Un grafico mostraba la evolucion de la amplificacion en funcion de
los ciclos, en e que el gje delas “x” correspondia al nimero de ciclosy € delas“y” a
la cantidad de cDNA (nivel de fluorescencia) (Figura 12). Con ayuda del programa
informético del termociclador se evaluaron los graficos que mostraban la amplificacion
de cada muestra y se determind la recta de corte de la curva (zona de amplificacion
exponencial), obteniéndose asi las unidades de cuantificacién (C'). Finalmente, los

resultados se expresaron normalizados por €l estandar interno rRNA 18S.
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Figura 12. Gréfico representativo que muestra la evolucién de la amplificacion cDNA en funcion del
nimero de ciclos (gje de las “x") mediante la técnica de PCR a tiempo real. La cantidad de cDNA
amplificado se mide con fluorescencia (gje de las “y”). La cuantificacion se expresa como nimero de
ciclos obtenido aun mismo nivel de fluorescencia (C' ) de los diferentes cONA amplificados. Lalineade
corte para determinar el C' se sittia en la zona de crecimiento constante de |as curvas.
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ANALISISDE LA PROTEINA

Los niveles de proteina de Cox-2 se determinaron por Western blot. Paraello las
muestras de proteina se corrieron mediante electroforesis en gel de acrilamidaa 7,5%y
seguidamente se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa, que se incub6 con los
anticuerpos primarios (anti-Cox-2) y secundarios. Finalmente, la sefial se revel6 en un

film radiogréfico.

Electroforesisen Gel de Poliacrilamida

Las proteinas se separaron mediante electroforesis discontinua en condiciones
desnaturalizantes, la cual permite separar proteinas en funcién de su masa molecular.
Se utilizd e método descrito por Laemmli UK et al. (1970), que consiste en que las
proteinas migren a través de un gel concentrador o apilador (superior) y uno separador
(inferior). El gel inferior o separador favorece la separacion de las proteinas en funcion
de su tamafio. Para € estudio de Cox-2, de 72 kDa, se utiliz6 un gel de 7,5% de
acrilamida para obtener la banda en la zona central del gel. En todos los casos se
utilizaron equipos de electroforesis Mini-Protean 1l (Bio-Rad, USA), y se procedio

como se describe a continuacion:

A 25 pg de proteina, cuantificada segin el método BCA (Pierce, USA) (Smith
PK et al., 1985), se le afiadié tampdn de aplicacién a las muestras (x2) y se incub0 a
95°C (5 minutos), para desnaturalizar las proteinas. La mezcla se sembrd en e gel
apilador, y la electroforesis se corrio en tampdn de elucion a 60 W hasta que el frente
paso a gel de acrilamida 7,5%. Una vez las proteinas se situaron en el gel separador, se

aumentd a 100 W hasta finalizar la electroforesis.
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Tranferencia a Membrana de Nitrocelulosa

Tras la electroforesis, las proteinas contenidas en e gel de acrilamida se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Este procedimiento consiste en aplicar
corriente el éctrica de manera gque las proteinas migran del gel alamembrabay se unen a
ésta por medio de un enlace covalente, que es muy estable. Se procedié como se explica

a continuaci on:

El gel se extrgo cuidadosamente del soporte de electroforesis y se monto el
sandwich de transferencia en el cassette apropiado (Mini-protean 1I, Bio-rad) con las

siguientes capas, todas ellas empapadas con el tampon de transferencia:

1) esponja
2) 2 capas de papel Whatman

3) gel deacrilamida

4) membranade nitrocelulosa

5) 2 capas de papel Whatman
6) esponja

A continuacion se cerrd e cassette y se coloco en e soporte de transferencia
(Mini-protean I, Bio-rad). Se aplicd un ampergje de 0,4 A durante 2 horasy lareaccion
se realizd a 4°C en tampodn de transferencia. Las bandas de proteinas transferidas a la
membrana de nitrocel ulosa se visualizaron con tincién Rojo de Ponceau, de esta manera
se confirmé que su distribucion a lo largo del gel era correcta y que la cantidad de

proteina era similar entre | as diferentes muestras.

Western Blot

Los niveles de Cox-2 se determinaron mediante la técnica de Western blot
(Twbin H et al., 1979). En este procedimiento, las proteinas transferidas a una

membrana de nitrocelulosa son expuestas a anticuerpos (primarios) que Se unen
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especificamente a una proteina determinada. La reaccion se visualiza afiadiendo un
anticuerpo secundario unido covalentemente a peroxidasa que reconoce a anticuerpo
primario. Finalmente, la membrana se expone a una solucion que contiene luminol, €l
cual reacciona con la peroxidasa y como resultado se produce una emision de luz que
serd captada en €l film radiografico durante €l revelado.

L os anticuerpos utilizados fueron los siguientes:

Diana Descripcion Proveedor
Cox-2 Policlonal (congjo) anti- Cox-2 humano PO0161, Oxford Biomedical
Secundario, Inmunoglobulinas de cabra anti-conegjo PO217, Dako

peroxidasa conjugadas con peroxidasa

El procedimiento seguido fue el siguiente:

La membrana de nitrocelulosa se saturé con solucion de bloqueo durante 1 hora
y a continuacion, se incubd con el anticuerpo primario anti-Cox-2 en agitacion (1:5.000
en solucion de bloqueo, 1 hora). Se lavd con TBS-Tween (2 lavados de 15 minutos) y
con TBS (2 lavados de 15 minutos). Seguidamente se incubd con el anticuerpo
secundario (1:10.000 en solucion de bloqueo) en las mismas condiciones que €l
anticuerpo primario. Nuevamente se redlizaron lavados con TBS-Tween y TBS. Se
afadio e reactivo SuperSignal (Pierce), substrato de la peroxidasa, y se incubd durante
6 minutos. Tras eliminar los restos del reactivo y secar la membrana, se colocd sobre un
film radiografico en un cassette de revelado y se degjé contactando durante unos
segundos. El film serevelé y se fij6 sumergiéndolo unos segundos correlativamente en
solucion de revelado, agua y solucién de fijacion. Se probaron diferentes tiempos de
contactacion de la membrana con € film hasta obtener sefial sin que ésta estuviese
saturada. Finalmente, laintensidad de las bandas obtenidas se cuantificaron mediante un

densitémetro (Molecular Devices).
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ANALISISESTADISTICO

Laevaluacion estadistica del efecto de los tratamientos farmacol 6gicos aplicados
en las diferentes variables analizadas, se realizo en varias fases. En la mayoria de los
casos, debido a que el tamafio de muestra no era elevado, no se asumio que los datos se
distribuyeran de manera normal y se aplicaron los tests no paramétricos de Kruskal-
Wallis, para e andlisis de méas de dos grupos, y la prueba U de Mann-Whitney, para
analizar las diferencias entre dos grupos. En cambio, cuando e numero de datos lo
permitia, se utilizo €l andlisis de la varianza (ANOVA), para evaluar diferencias entre
varios grupos, o la prueba t de Student no apareada con especificacién bilateral, para
comparar dos grupos. Algunas determinaciones que aparecen en este trabajo se tomaron
a partir de los mismos individuos antes y después de aplicar un tratamiento
farmacol 6gico, en este caso se considerd que |os datos estaban apareados y se evaluaron
mediante el test no paramétrico de Wilcoxon. Para estudiar el grado de correlacion entre
variables, se calcul 6 el coeficiente de correlacion (r?) mediante laregla de los cuadrados
minimos, cuando el tamafio de muestra era elevado (distribucién normal), y laregresion
no paramétrica de Spearman, cuanto €l nimero de datos era reducido (distribucion no

normal).

Los datos se expresan como media + EEM (error estdndar de la media) y la
significacion estadistica se establecié a nivel de p<0,05. Todos los célculos estadisticos

serealizaron con el programainformético StatView para ordenadores Macintosh.
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SOLUCIONES

e ACD-anticoagulante: Acido citrico 0,8%, citrato trisddico dihidrato 2,2%, dextrosa
2,45%, gjustar pH a 5.

e ACD- sdlino: ACD-anticoagulante 14,4% en solucién salina, gjustar pH a 6,50.

e Acido fosfomolibdico 1%: Acido fosfomolibdico 1% en agua destilada.

e Acrilamida/bisacrilamida (30/0,8%): Acrilamida 30%, N-N’-bismetilén acrilamida
0,8%; amacenar preservadade laluz.

e Agualibre de RNAsas. Tratada con dietilpirocarbonato (DEPC).

e Alcohol &cido: Acido clorhidrico concentrado 1% en alcohol 70%.

e Azul celeste: Azul celeste B 0,5%, Sulfato amonico férrico 5%, glicerina 14%. El
sulfato amonico férrico se disuelve en agua destilada fria con agitacion, e azul
celeste se afade a esta solucion y la mezcla se hierve durante unos minutos. Tras
enfriar lasolucién sefiltray se aflade la glicerina.

e Azul de metileno: Azul de metileno 2%, &cido acético 2,5%. Anadir e azul de

metileno a agua hirviendo, a continuacion el acido, enfriar y filtrar.

e Bromuro de etidio, 10 mg/ml, solucion stock: pastilla de 100 mg diluida en agua

DEPC, amacenar protegido de laluz.
e BSA 1%: BSA 1% en PBS-Tween 20 0,1%.
o BSA 2%: BSA 2% en PBS-Tween 20 0,1%.
o Citrato sodico 3,8%: Citrato trisodico dihidratado 4,3%.
e Cloruro clcico 25 mM: cloruro célcico 25 mM en TBS-BSA 0,1%.
e EDTA: EDTA 5%, gjustar €l pH a7,4.

e Fijador de Bouin: Formalina 3,4%, &cido acético 7% en solucién saturada de &cido

pitrico.
e Formol célcico: Clorato calcico 16,7%, paraformaldehido 6,7%.

e Fucsina &cida: Fucsina acida 0,5%, &cido acético glacial 0,5%. Afiadir la fucsina
acidaaagua hirviendo. Agregar €l acido acético y filtrar.

o Gel agarosa 1%: Agarosa 1%, bromuro de etidio (0,5 pg/ml), en TBE (1x); fundir

la agarosa en microondas y disolver. Verter sobre un molde de geles cuando se haya
enfriado lo suficiente y dejar gelificar con un peine adecuado.
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Gel agarosa 2%: Agarosa 2%, bromuro de etidio (0,2 pg/ml), en TBE (1x); preparar

igual que el gel agarosa 1%.

Gel de acrilamida 4% (apilador): 0,5 ml de TrissHCI 0,5 M pH 6,8, 0,26 ml de
solucion de Acrilamida/Bisacrilamida (30/0,8%), 20 ul SDS 10%, 1,22 ml de H,O
Milli-Q, 10 ul de persulfato aménico 15% y 2 ul de TEMED. Verter entre los dos

cristales del equipo para geles de electroforesis sobre el gel separador ya gelificado,
y degjar gelificar con un peine adecuado durante 20 minutos.

Gel de poliacrilamida 15% (separador): 1,25 ml de TrissHCl 0,5 M pH 6,8, 2,25 ml
de solucion de acrilamida/bisacrilamida (30/0,8%), 50 ul de SDS 10%, 1,17 ml de
H,O Milli-Q, 25 ul de persulfato amoénico 15% y 2,5 ul TEMED. Verter entre los

dos cristales del equipo para geles de electroforesis, afadir un capa fina de
isopropanol y dejar gelificar durante 20 minutos. Eliminar el isopropanol, secar y
verter el lamezcla parael gel apilador (4%).

Gel de poliacrilamida 7,5% (separador): 1,25 ml de Tris-HCI 0,5 M pH 6,8, 1,25 ml
de solucion de acrilamidalbisacrilamida (30/0,8%), 50 ul de SDS 10%, 2,43 ml de
H,O Milli-Q, 25 ul de persulfato amoénico 15% y 2,5 ul TEMED. Preparar como el
gel separador a 15%.

HBS: Cloruro sodico 137 mM, cloruro potésico 5,38 mM, glucosa 5,55 mM y
HEPES 10mM. Ajustar el pH a7,5.

HBSA: abumica séricabovina (BSA) 0,1% en HBS.

Hematoxilina de Mayer: Hematoxilina 0,1%, sulfato aluminico potésico 5%, &cido
citrico 0,1%, hidrato de cloral 5%, iodato sddico 0,02%. La hematoxilina, € sulfato

aluminico potasico y el iodato sodico se disuelven en agua caliente con agitacion. Se
anaden el hidrato de cloral y el &cido citrico; la mezcla se hierve durante 5 minutos,
sedgaenfriar y sefiltra

Hidrocloruro de guanidinio 0,3 M: Hidrocloruro de guanidinio 0,3 M en etanol 75%.
HTB, paraadministracioni.v.: HTB 250 mM, NaOH 0,43N, gjustar el pH a 7,0.
Paraformaldehido 4%: Cloruro sédico 0,9 %, paraformaldehido 4%, en PBS. Diluir

el paraformaldehido con agitacion y aplicando calor hasta observar que la solucion

queda transparente, evitar la ebullicion (<80°C), dejar enfriar y filtrar.

PBS, pH 7,40: Cloruro potadsico 2,68 mM, cloruro sodico 136,8 mM,
dihidorenofosfato de potasio 1,46 mM, hidrogeno de disodio dodecahidrato 8 mM.
PBS-Tween 20 1%: Tween 20 1% en PBS
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PBS-Tween 20 0,1%: Tween 20 0,1% en PBS
PBS-Tween 0,05%: Twen 20 0,05% en PBS
PEG 8.000 20%: PEG 8.000 20% en tampodn glicina 0,2 M, pH 9,0.

Persulfato amonico 15%: Persulfato amonico 15% en agua; preparadar a momento.

Rojo de Ponceau: Ponceau 2 mg/ml, &cido acético glacial 1%.
SDS 1%: Lauril sulfato sodico 1%.

Solucién de blogueo de peroxidasas: Perdxido de hidrogeno 3% en metanol.

Solucién de blogueo para inmunohistoquimica: Tween 20 0,05%, abuUmica sérica
bovina (BSA) 1% en PBS.

Solucion de blogueo para Western blot: Leche descremada en polvo 5%, Tris (pH
7,5) 10 mM, cloruro sddico 100 mM, Tween 20 0,05%.
Solucién de carbonato, pH 9,6: Carbonato 0,1 M.

Solucién de gel atinizaci 6n de portaobjetos:

1. Gelatinizacién 2% (Inmunohistoquimica): gelatina 2%, cromo 111 potasio sulfato
dodecahidrato 0,5%.

2. Gelatinizacién 1% (histologia convencional): gelatina 2%, cromo Ill potasio
sulfato dodecahidrato 0,5%.

Disolver la gelatina en agua caliente y agregar el sulfato. Los portaobjetos se

introducen en la solucion durante varios segundos, se escurren y se degjan secar.

Solucién del substrato de la peroxidasa: O-dihidrocloride fenilenediamina 0,42

mg/ml en solucién citrato 0,2 M, pH 5,0, y peréxido de hidrégeno 0,3%.

Solucién Herxheimer: Sudan 111 0,5%, Sudan IV 0,5%, en solucién alcohol acetona

proporcion 1:1. Agitar durante 1 horay filtrar. Guardar protegido de laluz.
Solucién salina: Cloruro sodico 0,9%.
Solucién suero de cabra 10%: Tween 20 0,05%, suero de cabra 1% en PBS.

SuperSignal Ultra (Pierce): Solucion de luminol y solucién de peroxido estable
(1:2).

Tampdn dlicina0,2 M, pH 9,0: Glicina0,2 M.

Triflusal, paraadministracioni.v.: Triflusal 250 mM en bicarbonato sodico 60 mM.

Tampdn de aplicacién a las muestras (2x): TrissHCI 60 mM, glicerol 20%, (v/v),
SDS 4% (p/v), azul de bromofenol 0,05% (p/v); gjustar € pH a6,8.

Tampdn de carga (6x): Glicerol 30%, azul de bromofenol 0,25%, xilencianol FF
0,25%.
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Tampon de elucion (10x): Glicina 1,92 M, Tris 0,25 M, SDS 1% pH 8,3-8,5.
Tampédn delisis: Tris-HCI pH 7,5 0,01 mM, HCI 150 mM, PMSF 3 mM, DTT 0,1
mM, leucopeptin 0.02%, aprotinin 1,02x10° pg/ pl. Afiadir el PMSF en el dltimo
momento ya que es muy inestable.

Tampon de lisis-tritdn 1%: Triton 1% en tampdn de lisis.

Tampdn Hepes, pH 7,40: Cloruro sédico 137 mM, cloruro potasico 2,6 mM, Hepes
15 mM.

Tampon del gel apilador (x4): TrissHCI 0,5 M pH 6,8; 0,4% SDS.

Tampédn del gel separador (x4): TrissHCI 1.5 M pH 8,6-8,8; 0.4 % SDS.

Tampédn de transferencia, pH 7,5: Tris 25 mM, glicina 192 mm, metanol 20%.

TBE: Tris-borato 90 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0.

TBS (inmunochistoquimica): Tris (pH 7,5) 10 mM, cloruro sodico 100 mM. Ajustar
pHa7,5.

TBS (actividad procoagulante TF): Tris 50mM vy cloruro cdcico 150 mM. Ajustar
pHa7,5.

TBS-BSA 0,1%: albumica séricabovina (BSA) 0,1% en TBS.

TBSEDTA 0,1 M, pH 7,5: EDTA 0,1 M en TBS. Ajustar e pH a7,5.

TBSBSA 0,1%-EDTA 300 uM, pH 7,5: EDTA 300 uM en TBSBSA 0,1%.
Ajustar e pH a7,5.

TBS-Twen: Tris(pH 7,5) 10 mM, cloruro sddico 100 mM, Twen 20 0,05%.

Tincién Oro: Dextrina 1% en aceite rojo saturado en isopropanol 99%.
TrisHCI 0,5M, pH 6,8: Trizma0,5 M, gjustar €l pH a 6,8 con &cido cloridrico.

Tyrode buffer: Bicarbonato sodico 11,9 mM, dextrosa 3,5 mM, cloruro magnésico
0,9 mM, cloruro calcico 1 mM, en tampdn Hepes.

Vesiculas de fosfatidilserina:fosfatidilcolina (30:70) 500 uM: Fosfatidilserina 30%:
fosfatidilcolina 70% 0,5 mM en TBS. Preparar la proporcion de los dos fosfolipidos

y evaporar € metanol bajo nitrogeno para evitat la oxidacion. Afadir e TBS 'y
sonicar a 4°C hasta obtener una solucion transparente, guardar a 4°C. Redlizar una
dilucion 1:10.
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ESTUDIO CON INHIBIDOR DEL FACTOR
TISULAR, FFR-rFVlila

Se evalud € efecto de un inhibidor del TF sobre la trombosis arterial, ya que se
ha propuesto que este factor es determinante en la activacion y desarrollo del trombo.
Inicialmente se estudiaron diferentes dosis de FFR-rFVI1la (0,1; 0,5; 1y 2 mg/kg), que
se administraron a los cerdos mediante bolo intravenoso. Los parametros fisioldgicos y
niveles de farmaco en plasma se determinaron con todas las dosis. Sin embargo, para
estudiar la agregacion plaquetar y la trombosis sobre pared vascular no aterosclerética,
se eligieron las dosis intermedias de 0,5 y 1 mg/kg. Posteriormente, se evalud € efecto
del FFR-rFVIla sobre la trombosis en presencia de lesion aterosclerética, y teniendo
como referencia los resultados obtenidos sobre pared sana, se aplicaron lasdosisde 1y
4 mg /kg.

PARAMETROSHEMATOLOGICOSY BIOQUIMICOSBASALES

El dia anterior a la induccién experimental de trombosis, se determinaron los
parametros hematol 6gicos y bioquimicos en situacion basal, asi como el pesado de los
animales en todos los grupos (Control n=3; FFR-rFVIla 0,1 mg/kg n=3; 0,5 mg/kg n=3;
1 mg/kg n=5; 2 mg/kg n=1). El peso medio de los animales fue de 39,7+3,3 kg. Los
datos referentes alos parametros hematol 6gicos y bioquimicos se resumen en las Tablas
1y 2, respectivamente. No se encontraron diferencias significativas entre grupos en

ninguin caso.
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CRUPO CONTROL FE’T}; I;/\f(l é a FSE};. Zx(l é A PR gll:/?(/é & PR gF/\k/glj a
E(?gel ) 6,0+ 0,5 5.2+ 04 54+02 55+ 02 55
'&ngg - 413+ 69 591 + 47 475+ 79 484+ 38 631
HCT (%) 320408  285+11  302+04  204+16 327
?fnicgfon ) 47+8 55+ 3 56+ 4 53+ 1 59
?SI%OH arams) 167+09  175+10 177406  170+02 19,0
HGB (%) 9,8+ 0,3 9,0+ 0,6 9,5+ 0,3 9,6+ 0,5 10,5
‘(’)‘(’fogl ) 146+11 117407  147+18  135+11 215

Tabla 1. Parametros hematol 6gicos basales en los diferentes grupos de tratamiento (Control n=3; FFR-
rFVIla0,1 mg/kg n=3; 0,5 mg/kg n=3; 1 mg/kg n=5; 2 mg/kg n=1).

FFR-rFVIla FFR-rFVlIla FFR-rFVIla FFR-rFVila
GRUPO CONTROL 0,1 mg/kg 0,5 mg/kg 1 mg/kg 2mg/kg
AST (U/L) 23,6+54 12,7+2,2 29,7 +10,7 248+72 57,0
ALT (U/L) 51+ 7 33+3 44+ 7 39+6 50
BUN
(mg/di) 11,2+ 0,6 11,0+ 0,9 7,7+18 11,0+ 0,9 71
Creatinina
(mg/dl) 1,1+0,1 09+0,1 08+0,1 08+0,1 1,0
Proteinas Totales 52+0,3 51+ 0,4 44+06 52+03 3,7
(g/dl)
Glucosa (mg/dl) 136+ 20 121+ 15 123+ 29 114+ 10 131

Tabla 2. Pardmetros bioquimicos basales en los diferentes grupos de tratamiento (Control n=3; FFR-
rFVI1a0,1 mg/kg n=3; 0,5 mg/kg n=3; 1 mg/kg n=5; 2 mg/kg n=1).

TIEMPO DE PROTROMBINA

Los animales fueron tratados con diferentes dosis de FFR-rFVIla (FFR-rFVl1la
0,1 mg/kg, n=3; FFR-rFVIla 0,5 mg/kg, n=3; FFR-rFVIla 1 mg/kg, n=5; FFR-rFVlla 2
mg/kg, n=1) mediante una Unica administracion intravenosa (i.v.). Sedeterminé el PT a
partir de sucesivas muestras sanguineas obtenidas a diferentes tiempos a lo largo del
procedimiento experimental, en situacion basal y a partir de los 15 minutos de

administrar FFR-rFVIla (post-tto) (las determinaciones se realizaron entre e minuto 15
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y 130). En la Tabla 3 se muestran los valores medios de PT obtenidos en los diferentes
grupos de dosis. Todas la dosis de FFR-rFV1la aumentaron significativamente el valor
medio de PT respecto a su valor basal (p<0,001), también se encontraron diferencias
significativas entre grupos de dosis (p<0,001). La evolucién de los valores de PT alo
largo del tiempo en los cuatro grupos se expone en la Figura 1, donde también se

aprecian las diferencias entre dosis.

GRUPO FFR-rFVlla FFR-rFVlla FFR-rFVlla FFR-rFVlla
0,1 mg/kg 0,5 mg/kg 1 mg/kg 2mg/kg
Periodo Basal Post-tto Basal Post-tto Basal Post-tto Basal Post-tto
PT 13,5+0,2 17,8+0,4* 14,3+t0,3 25,4+0,5*t 13,740,1 29,1+04*t+ 14,2+0,1 43,5t0,7*Ti#
(segundos)

Tabla 3. Vaores medios de PT abtenidos en los diferentes grupos de dosis en situacion basal y a partir
de los 15 minutos de la administracion de FFR-rFVIla (post-tto) (las determinaciones se realizaron entre
el minuto 15 y 130) (FFR-rFVIla 0,1 mg/kg, n=10; FFR-rFVIla 0,5 mg/kg, n=9; FFR-rFVIla 1 mg/kg,
n=15; FFR-rFVIla 2 mg/kg, n=3). * p< 0,05 vs. valor basal, T p< 0,05 vs. grupo tratado con la dosis de
0,1 mg/kg; ¥ p< 0,05 vs. grupo tratado con ladosis de 0,5 mg/kg y # p<0,05 vs. grupo tratado con ladosis
de 1 mg/kg.
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— 20 43 —a— FFR-rFVIla1lmg/kg
o ‘.."; ¢ W_W —e— FFR-rFVIla2 mg/kg
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Figura 1. Evolucion de los valores de PT alo largo del tiempo en los diferentes grupos de dosis. El
FFR-rFVIla se administré en € minuto O, y las determinaciones post-tratamiento se realizaron entre €l
minuto 15y 130. El valor medio del PT en situacién basal para cada grupo de dosis, aparece representado
en e minuto 0.
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NIVELESPLASMATICOSDE FFR-rFVlla

A partir de las mismas muestras de plasma utilizadas para la determinacion del
PT, se determinaron los niveles de FFR-rFVIla. Los valores medios en plasma de este
compuesto se muestran en la Tabla 4. Estos fueron significativamente diferentes entre
grupos de dosis (p<0,001), y ademas se correlacionaron de manera positiva con la dosis
administrada (r°=0,936, p=0,0001). En la Figura 2 est representada |a cinética del FFR-

rFVIlay también se aprecian diferencias significativas entre grupos de dosis.

GRUPO FFR-rFVIla FFR-rFVlla FFR-rFVlla FFR-rFVlla

0,1 mg/kg 0,5 mg/kg 1 mg/kg 2mg/kg
Periodo Basal Post-tto Basal Post-tto Basal Post-tto Basal Post-tto
(Fnﬁjn'qu )FV' a0 7284140+ 0 32050405+t 0 8032+1049*1F O  14880+1911*Ti#

Tabla 4. Valores medios de FFR-rFVl1la en plasma obtenidos en los diferentes grupos de dosis en
situacion basal y a partir de los 15 minutos de la administracion de FFR-rFVIla (post-tto) (las
determinaciones se realizaron entre el minuto 15 y 130) (FFR-rFVIla 0,1 mg/kg, n=10; FFR-rFV1la 0,5
mg/kg, n=9; FFR-rFV1la 1 mg/kg, n=15; FFR-rFV1la 2 mg/kg, n=3). * p< 0,05 vs. valor basal, T p< 0,05
VS. grupo tratado con la dosis de 0,1 mg/kg; F p< 0,05 vs. grupo tratado con la dosis de 0,5 mg/kg y #
p<0,05 vs. grupo tratado con ladosis de 1 mg/kg.
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c:U K —&— FFR-rFVIla 0,5 mg/kg
o 10000 - ! —a— FFR-rFVila1mgkg
E’ i —e— FFR-rFVIla2 mgkg
=0 R'\-_ki'-l.-_‘_-
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Figura 2. Cinéticade los niveles plasméticos de FFR-rFVIla en los diferentes grupos de dosis. El FFR-
rFVIla se administré en el minuto 0, y las determinaciones post-tratamiento se realizaron entre el minuto
15y 130. Los niveles de FFR-rFVIlabasales (< limite deteccion, ~ 0) para cada grupo de dosis, aparecen
representados en €l minuto 0.
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CORRELACION ENTRE LOS NIVELES PLASMATICOS DE FFR-
rFVilayY EL TIEMPO DE PROTROMBINA

Como se ha demostrado en los apartados anteriores, el tratamiento con FFR-
rFVIlaafecta al tiempo de protrombina, indicador de lavia extrinseca (via del TF) dela
cascada de la coagulacion. En los grupos tratados con dosis mayores de este compuesto
se obtuvieron valores de PT mas elevados. Como se aprecia en la Figura 3, se obtuvo
una correlacion positiva y atamente significativa entre estos dos pardmetros (r’= 0,82;
p=0,0001).
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Figura 3. Correlacion entre las concentraciones plasméticas de FFR-rFVIlay los valores de PT en los
diferentes grupos de dosis (r’= 0,82; p=0,0001).

AGREGACION PLAQUETAR EX VIVO

La agregacion plaguetar ex vivo se estudié a partir de una muestra de sangre
obtenida en situacion basal y alos 15 minutos de administrar FFR-rFV1la (dosis de 0,5
y 1 mg/kg). Se evaluo la agregacion plaguetar en sangre total inducida por coldgeno y
en plasma rico en plaguetas (PRP) inducido por coldgeno y ADP (Figura 4). Al

comparar los resultados obtenidos en situacion basal y tras la administracion de FFR-
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rFVI1la en cada grupo (0,5 mg/kg y 1 mg/kg), no se observaron diferencias en ningdn
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Figura 4. Agregacién plaguetar ex vivo en los dos grupos de dosis antes (control) y después de la
administracion de FFR-rFVIla (tratamiento) (FFR-rFVI1a 0,5 mg/kg, grupo A, n=3; FFR-rFVIla 1 mg/kg,
grupo B, n=4). Se estudio la agregacién en sangre total ala que se afiadié colageno como agonista (A, B,
C) y plasmarico en plaquetas (PRP) al que se agreg6 colageno (D, E, F) o ADP (G, H, I). Laagregacién
se expresa en términos de agregacion maxima (A, D, G), velocidad de agregacioén o pendiente (B, E, H) y
tiempo delatencia (C, F, ).
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TROMBO FORMADO SOBRE PARED VASCULAR LESIONADA

El efecto del FFR-rFV1la sobre latrombosis se evaluo en dos tipos de substratos
vasculares, pared vascular sana y aterosclerética. El tratamiento se aplicO de manera
sistémica (in vivo), mediante un unico bolo intravenoso, y locamente (in vitro),
incubando los substratos vasculares con el farmaco. En los experimentos in vivo, se
realizaron perfusiones en situacion basal (control) y tras la administracion del farmaco
(apartir del minuto 15 hasta el minuto 130).

Trombo For mado sobre Pared Vascular Sana

El estudio de la trombosis desencadenada por pared vascular sana lesionada se
realizd administrando FFR-rFVIla sistémica y locamente. En e estudio in vivo los
animales se dividieron en dos grupos segun la dosis recibida (0,5 mg/kg, n=3; y 1
mg/kg, n=4). Un tercer grupo de animales sin tratar se utilizaron para el estudio in vitro
con FFR-rFVl1la (n=3).

Mar caje de las Plaquetas. Parametr os Hematol 6gicos y de Coagulacion

El marcgje de las plaguetas se realizd el dia anterior a experimento de
trombosis. Los parametros relacionados con el marcajey el nivel de anticoagul acion asi
como |os valores hematol 6gicos (obtenidos durante € experimento) pueden condicionar
en gran medida los resultados del experimento de deposicién plaguetar por 1o que es
importante una val oracion detallada de 1os mismos.

En la Tabla 5 se resumen los datos del marcaje, y en la Tabla6y 7 los valores
medios de coagulacion y hematol 6gicos durante |os experimentos. En los pardmetros de
marcaje no se encontraron diferencias entre los grupos experimentales. En lo que se
refiere a los pardmetros hematoldgicos los valores oscilaron dentro del rango de
normalidad para la especie. En los dos grupos de tratamiento, se observé que el PT (%

respecto al basal) aument6d significativamente de forma dosis-dependiente entre €l
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minuto 15 y 130 tras la administracion de FFR-rFVIla. El fibrinbgenoy € aPTT no se
modificaron de manera relevante con €l tratamiento. Los valores obtenidos en el grupo
control destinado a estudio in vitro con FFR-rFVIla, fueron similares a los valores

basales de |os grupos de tratamiento in vivo.

FFR-rFVIla FFR-rFVIla

PARAMETRO CONTROL 0,5 mg/kg 1 mgkg
Viabilidad de plaquetas (%) 98,5+ 0,2 98,9+ 0,4 975+ 1,6
Eficiencia (%) 87+6 90+4 90+3
Plaquetasinyectadas (x10°) 91+1,9 73109 9,8+1,8
Dosisinyectada (UCi) 303 + 68 280 + 30 342+ 36

Tabla 5. Resumen del marcaje de plaquetas en los tres grupos de tratamiento (Control, n=3; FFR-rFV1la
0,5 mg/kg, n=3; FFR-rFV1la 1 mg/kg, n=4).

< FFR-rFVlla FFR-rFVlla
PARAMETRO 05 mglkg 1 mg/kg

Periodo Basal Post-tto Basal Post-tto
aPTT (% basal) 261 + 43 230+ 8 304 + 53 238+ 26
PT (% basal) 9%+ 4 175 + 15* 102 +5 211+ 12*t
Fibrindgeno (mg/dl) 180+ 3 155+ 4 179+ 20 178+ 18
RBC (x10%pl) 48+0,2 55+0,2 5+0,2 54+ 0,3
HCT (%) 26,6+ 1.2 29,7+0,8 26,7+1,2 29,3+0,8
PLT (x10%pl) 409 + 65 383+ 49 422 + 34 419+ 33

Tabla 6. Principales valores medios de coagulacién y hematol égicos obtenidos durante el experimento
de deposicion plaquetar en los dos grupos de tratamiento (FFR-rFVIla 0,5 mg/kg, n=3; FFR-rFVIla 1
mg/kg, n=4). * p< 0,05 vs. valor basal, T p< 0,05 vs. grupo tratado con ladosis de 0,5 mg/kg .

PARAMETRO Grupo control (tratamiento in vitro)
aPTT (% basal) 251+ 33

PT (% basal) 93+1

Fibrinégeno (mg/dl) 157+5

RBC (x10%pl) 58+ 0,1

HCT (%) 32,0+0,3

PLT (x10%ul) 438 + 60

Tabla 7. Principales valores medios de coagulacién y hematol égicos obtenidos durante el experimento
de deposicién plaguetar en €l grupo control destinado al estudio del FFR-rFVI1lain vitro (n=3).
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Tratamientoin vivo

Se estudi6 € efecto inhibidor de FFR-rFV1la sobre la formacion y crecimiento
de un trombo mural sobre pared vascular sana con dos niveles de lesién: ligera, que
simula situaciones de erosion vascular, y severa, que simula situaciones de rupturade la
integridad del vaso. Los experimentos se realizaron a alta (1700 s?) y baja (212 s*)
velocidad de cizalladura, prefundiendo durante 5y 10 minutos.

Deposicion Plaguetaria

Deposicidon Total

En e grupo control, se estudio la deposicion plaquetaria sobre lesion vascular
ligera (Figura 5A) y severa (Figura 5B), en las dos velocidades de cizalladura. En los
dos tipos de lesion, la deposicion fue significativamente mayor a alta velocidad de
cizaladura en vasos perfundidos durante 5 (lesion ligera, p<0,05; lesion severa,
p<0,005) y 10 minutos (lesion ligera p<0,005; lesion severa, p<0,01). Ademés, la
deposicion plaquetaria sobre lesion severa aumento significativamente con el tiempo de
perfusion (Figura 5B) (1700 s*, p<0,005; 212 s*, p<0,01). Los resultados obtenidos
muestran que la deposicion plaguetaria sobre vasos erosionados (deendotelizados) es
relativamente baja y que no aumenta con el tiempo de perfusion si la velocidad de
cizalladura es bagja. Por e contrario, sobre lesion severa la deposicion es ata y crece

exponencialmente con el tiempo de perfusion.

La infusion de FFR-rFVIla no tuvo efectos significativos sobre la deposicion
plaguetaria en pared vascular erosionada, como se muestra en laFigura 6. Mientras que
la presencia de lesidén vascular severa desencadend un efecto trombdtico que fue
inhibido por e tratamiento i.v. con FFR-rFVIla (0,5 y 1 mg/kg). En la Figura 7 se
muestra que este compuesto inhibié significativamente la deposicion de plaquetas a alta
(Figura 7A) (perfusiones 10 minutos, 1700 s*, p<0,005) y a baja velocidad de
cizaladura (Figura 7B) (perfusiones 5 minutos, p<0,005; perfusiones 10 minutos,
p<0,005).
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Figura 5. Deposicion plaguetar total sobre pared vascular con lesion vascular ligera (A) y severa (B) a
dtay abaja velocidad de cizalladura (1700 s* y 212 s, en el grupo control (lesién ligera: 1700 s*, 5
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n=14). * p<0,05 respecto a212 s*; T p<0,05 vs. perfusiones de 5 minutos.
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Figura 7. Deposicion plaguetar total sobre pared vascular con lesion severa (tinica media) a alta (1700
s (A) y abajavelocidad de cizalladura (212 s*) (B) durante 5y 10 minutos, en los tres grupos de dosis
(Control, n=14; FFR-rFV11a 0,5 mg/kg, n=6; FFR-rFVIla 1 mg/kg, n=8). * p<0,05 vs. grupo control.

Deposicion Axial

Al analizar la deposicion plaguetaria en los tres segmentos en que se dividio €
substrato (deposicién axial) se obtuvo un patron caracteristico (segmento a > segmento
b > segmento c) lamayoria de las veces (Figura8y 9). Al igual que en los resultados de
deposicion total, el FFR-rFVI1la no redujo significativamente la deposicién axial sobre
lesién ligera en ninguno de los tiempos evaluados ni a alta ni a baja velocidad de
cizalladura (Figura 8). Por el contrario, sobre lesion severa FFR-rFVIla redujo la
deposicion axial a ambas velocidades de cizalladura a los 10 minutos (Figuras 9B y
9D), y a baja velocidad de cizaladura a los 5 minutos (Figura 9C), aunque la

significacion no siempre se alcanzo en los tres segmentos axial es.
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Figura 9. Deposicion plaguetar axial sobre pared vascular con lesion severa a dta (A, B) y a baja
velocidad de cizalladura (C, D) durante 5 (A, B) y 10 minutos (C, D) en los tres grupos de dosis. * p<0,05
vs. grupo control en el segmento a, T p<0,05 vs. grupo control en e segmento b y ¥ p<0,05 vs. grupo
control en el segmento c.

Correlacion entre e Tiempo de Protrombina y los Niveles de FFR-rFVlla en Plasma y

la Deposicion Plaguetaria

En apartados anteriores pudimos ver que existe una relacion entre la dosis
administrada de FFR-rFVllay e tiempo de protrombina (PT). Para comprobar si estos
pardmetros también estaban relacionados con la deposicion plaguetar, se realizd un
analisis de correlacion estadistico para cada una de las condiciones de velocidad de
cizalladura, tiempo de perfusién y substrato desencadenante. No se encontré una
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correlacion significativa entre el PT y los niveles plasmaticos de FFR-rFVIla y
deposicion plaquetaria sobre lesion ligera en ningun caso (Tabla 8). La deposicion
plaguetaria sobre pared vascular con lesién severa se correlaciond de manera inversay

significativacon el PT y con los niveles de FFR-rFV1la plasméticos (Tabla 9).

Subendotelio Subendotelio Subendotelio Subendotelio

Condiciones 5min1700s!  5min212s!  10min1700s®  10min 212 st
PARAMETRO r? p r? p r? p r? p
PT (segundos) 0002 086 006 038 0006 08 004 047

FFR-rFVIla (ng/ml) 0,02 0,66 0,005 0,81 0,002 0,87 0,2 011

Tabla 8. Correlacion (%) entre e PT (% respecto el basal) y los niveles de FFR-rFVIla plasméticos y
deposicion plaguetar sobre lesion ligera en las diferentes condiciones de velocidad de cizalladura y
tiempo de perfusién (n=14 en todas |as condiciones).

TlUnicaMedia TlUnicaMedia TudnicaMedia TuUnicaMedia

Condiciones 5min1700s’  5min212s!  10min1700s®  10min 212 st
PARAMETRO r? p r? p r? p r? p
PT (segundos) 005 025 024 0008 021 0014 026 0,007

FFR-rFVila(ngml) 005 025 021 0013 023 0011 0114 008

Tabla 9. Correlacion (%) entre e PT (% respecto el basal) y los niveles de FFR-rFV1la plasméticos y
deposicion plaguetar sobre lesidén severa en las diferentes condiciones de velocidad de cizalladura y
tiempo de perfusion (n=28 en todas las condiciones).

Composiciéon del Trombo

El andlisis de la composicion del trombo se realizo en el segmento central de los
substratos perfundidos (segmento axial b) procedentes del grupo control y del grupo
tratado con ladosis de 1 mg/kg de FFR-rFVIla. Lafibrinay las plaquetas presentes en
el trombo se detectaron mediante tincién inmunohistoquimica. En e grupo control, los
trombos formados sobre lesién severa, tanto a alta como a baja velocidad de cizalladura,
estaban formados por una capa de fibrina sobre la cual estaban depositadas |as plaquetas
formando agregados. Sin embargo, en el grupo tratado con FFR-rFVIla se observaron
algunos agregados de plaquetas, pero la cantidad de fibrina estaba muy reducida (Figura
10). Los trombos formados sobre lesion ligera estaban formados por plagquetas
depositadas directamente sobre el subendotelio sin formar agregados y sin

préacticamente presencia de fibrina (Figura 11).
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Figura 10. Trombos formados sobre lesién severaa adta (A,C) y baja velocidad de cizalladura (B, D), en
e grupo control (A, B) y en el grupo tratado con FFR-rFVIla 1 mg/kg (C,D). Las plaquetas aparecen
tefiidas en rojo y lafibrina en verde (x200 aumentos).

Figura 11. Trombos formados sobre lesién ligera a alta (A,C) y baja velocidad de cizalladura (B, D), en
el grupo control (A, B) y en el grupo tratado con FFR-rFVIla 1 mg/kg (C,D). Las plaquetas aparecen
tefiidas en rojo (X200 aumentos).
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Cuantificacion de la Fibrina Presente en el Trombo

La deposicién de fibrina se evaludé semicuantitativamente mediante un programa
de andlisis de imagen. Estas determinaciones se realizaron en los trombos formados
sobre lesion severa, ya que sobre subendotelio solo se observé deposicion de plaguetas.
En la Figura 12 se muestra la deposicion de fibrina en el grupo control, a altay a baja
velocidad de cizalladura, a lo largo del tiempo, y se aprecia que es dependiente del
tiempo. Sin embargo, a diferencia de la deposicién plagquetaria, la deposicién de fibrina
no resulto afectada por la velocidad de cizalladura, ya que la evolucion en el tiempo fue
similar en los dos casos. La Figura 13 compara los resultados obtenidos en €l grupo
control y en el grupo tratado con 1 mg/kg de FFR-rFVIla. La deposicién fue inferior en
este Ultimo grupo a ambas velocidades de cizalladura, pero esta diferencia sdlo fue
significativa a los 10 minutos a 1700 s* (p<0,05). Al no observarse diferencias entre
velocidades de cizalladura, se analizaron conjuntamente todos los datosy el resultado se
muestra en la Figura 14. Iguamente, la cantidad de fibrina fue inferior en e grupo
tratado con FFR-rFVIla respecto a grupo control en ambos tiempos de perfusion,
aunqgue solo se hall6 significacion alos 10 minutos (p<0,01).
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Figura 12. Deposicion de fibrina sobre pared vascular con lesion vascular severa en el grupo control a
alta (1700 s%) y a baja velocidad de cizalladura (212 s%) (5 minutos, 1700 s*, n=3, 212 s*, n=3; 10
minutos, 1700s?, n=3; 212 s, n=3).
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Figura 13. Deposicion de fibrina sobre pared vascular con lesion vascular severaaalta (1700s™) (A) y a
baja velocidad de cizalladura (212 s*) (B) en el grupo control (5 minutos, 1700 s*, n=3; 212 s*, n=3; 10
minutos, 1700 s, n=3; 212 s*, n=3) y en el grupo tratado con 1 mg/kg FFR-rFVIla (5 minutos, 1700 s?,
n=2, 212 s*, n=3; 10 minutos, 1700 s*, n=3, 212 s*, n=2). * p<0,05 vs. grupo control.
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Figura 14. Deposicion de fibrina sobre pared vascular con lesién vascular severa en ambas velocidades
de cizaladura durante 5 y 10 minutos en el grupo control (5 minutos, n=6, 10 minutos, n=5) y en €l
grupo tratado con 1 mg/kg de FFR-rFV1la (5 minutos, n=5, 10 minutos, n=5). * p<0,05 vs. grupo control.



132 Resultados

Tratamiento in vitro

Una vez evaluado el efecto del tratamiento sistémico con FFR-rFVl1la sobre la
trombosis, se evalud la deposicion plaquetaria sobre substratos tratados localmente con
este compuesto para determinar si el TF, a que se une el FFR-rFV1la, se encontraba en
la pared vascular. Para ello se trataron substratos vasculares sanos y se perfundieron con
sangre procedente de animales control (n=3). Se perfundieron substratos con lesion

vascular ligeray severa, adtay abajavelocidad de cizalladura durante 5 minutos.

Deposicién Plaquetaria

La Figura 15A muestra la deposiciéon plaquetaria al perfundir con sangre no
tratada pared vascular sana con lesién ligera, a altay baja velocidad de cizalladura. La
deposicion fue menor en pared vascular tratada con FFR-rFV1la respecto a la tratada
con suero fisioldgico (control) cuando se perfundi6 a alta velocidad de cizalladura, pero
no se encontraron diferencias significativas. A baa velocidad de cizalladura la
deposicion fue similar en los dos grupos de substratos. Tampoco se hallaron diferencias

significativas en pared vascular sana con lesion severa (Figura 15B).
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Figura 15. Deposicion plaquetar total sobre pared vascular sana con lesion vascular ligera (A) y severa
(B) aatay abaja velocidad de cizalladura (1700s* y 212 s™) tratada localmente con suero fisioldgico
(control) (1700 s, n=13; 212 s, n=11) y con FFR-rFVIla (2 mg/ml) (1700 s*, n=12; 212 s*, n=10).
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L ocalizacion de Factor Tisular en los Substratos Vascularesy en € Trombo

A partir de los mismos substratos destinados al estudio de la trombosis, se
realizo el estudio de la presencia de TF (inmunohistoquimica) en el trombo, asi como en
las diferentes estructuras de la pared vascular expuestas a la circulacion sanguinea.
Tanto en el grupo control como en € tratado con FFR-rFVI1la (1 mg/kg), € trombo
formado sobre subendotelio (lesion ligera) no presentaba TF (Figura 16A y 16B),
mientras que e trombo formado sobre tunica media (lesion severa) era altamente
positivo para TF (Figuras 16C y 16D). Ademés, a evaluar los mismos substratos con
lesion severa teflidos por inmunofluorescencia para deteccion de fibrina (Figura 16E y
16F), se hallo colocalizacion de ésta con TF. En la pared vascular no se encontrd

préacticamente marcaje de TF.
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Figura 16. Micrografias de pared vascular con lesion vascular ligera (A y B) y severa(C, D, Ey F) en €
grupo control (A, Cy E) y tratado con 1 mg/kg de FFR-rFVl1la (B, D y F) que se perfundieron en las
camaras de perfusion (x400 aumentos). En color marrén oscuro aparece el factor tisular, que se encuentra
en el trombo formado sobre lesidn severa, y en verde (inmunofluorescencia) la fibrina que colocaliza con
e factor tisular del trombo. L, indica lumen; M, tlnica media; S, subendotelio; T, trombo; TF, factor
tisular; y Fb, fibrina.
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Actividad Procoagulante del Factor Tisular Circulante

Para determinar |a presencia de TF potencialmente activo en lasangrey e efecto
del FFR-rFVIla sobre éste, se determind su actividad procoagulante en extractos de
membranas celulares y vesiculas obtenidos a partir de sangre de los grupos control y
tratado con 1 mg/kg de FFR-rFVIla. También se determiné la actividad del TF en
extractos de sangre control incubados con solucion HBSA (control) y 0,0125 mg/ml de
FFR-rFVIla

La Figura 17 muestra los resultados de actividad procoagulante del TF en
sangre. Se hall6 actividad del TF en ambos grupos, y el tratamiento tanto in vivo como
in vitro lainhibio significativamente (Figura 17A, p<0,005; Figura 17B, p<0,0001). La
inhibicion fue mucho mas acusada en el tratamiento in vitro (88%) que en el tratamiento
in vivo (25%).
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Figura 17. Actividad procoagulante del factor tisular (TF) en extractos de sangre total en el grupo control
(n=9) y € grupo tratado con 1 mg/kg de FFR-rFVIla (n=9) (A), y en extractos de sangre total del grupo
control incubados in vitro con solucién HBSA (control, n=5) y con FFR-rFV11a (0,0125 mg/ml, n=5) (B).
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Trombo For mado sobre Pared Vascular Ateroscler6tica

Debido a que no se hallé practicamente TF en la pared vascular sana, se evalud
el efecto del FFR-rFVila sobre la trombosis desencadenada por pared vascular
aterosclerdtica (humana), gue contiene gran cantidad de TF. El tratamiento se realizo de
manera sistémica. En funcion de los resultados obtenidos sobre pared vascular sana, se
eligi6é la dosis de 1 mg/kg (n=4), pero ademas se evaludé una dosis superior, 4 mg/kg
(n=1), debido a la mayor presencia de TF en la zona de formacion del trombo. Se

realizaron perfusiones de 10 minutos a altay baja velocidad de cizalladura.

Mar caje de las Plaquetas. Par ametr os Hematol 6gicos y de Coagulacion

En las Tablas 10 y 11 se resumen los datos del marcaje de coagulacion y
hematoldgicos durante los experimentos. Todos los valores, exceptuando € PT, se
hallaron dentro de los intervalos de normalidad y se produjeron modificaciones
significativas debidas al tratamiento. Como ya se ha comentado en apartados previos, €l
PT (% respecto a basal) aumentd significativamente (entre e minuto 15 y 130) tras la
administracion de FFR-rFVlla.

FFR-rFVila FFR-rFVila

PARAMETRO 1 mgkg 4 mykg
Viabilidad de plaquetas (%) 96,7+ 0,2 97,6
Eficiencia (%) 97,2+ 0,2 98,0
Plaquetas inyectadas (x10°) 74+0,8 71
Dosisinyectada (UCi) 252+1 250

Tabla 10. Resumen del marcaje de plaguetas en los grupos de tratamiento (FFR-rFVIla 1 mg/kg, n=4;
FFR-rFVIla4 mg/kg, n=1).
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< FFR-rFVila FFR-rFVila

PARAMETRO 1 mg/kg 4 mgkg
Periodo Basal Post-tto Basal Post-tto
aPTT (% basal) 181+ 25 174+ 3 122+1 162+1
PT (% basal) 92+2 171 + 3* 78+ 1 168 + 3*
Fibrinégeno (mg/dl) 205+ 10 147+ 9 144 + 3 139+ 2
RBC (x10%pl) 46+0,1 48+0,1 48+0,1 48+0,1
HCT (%) 255+ 04 242+1,0 26,5+ 0,6 26,1+ 0,2
PLT (x10%pl) 387 + 16 393+8 487 + 14 461+ 2

Tabla 11. Principales valores medios de coagulacion y hematol 6gicos obtenidos durante e experimento
de deposicién plaquetar en los grupos de tratamiento (FFR-rFVIla 1 mg/kg, n=4; FFR-rFVIla 4 mg/kg,
n=1). * p< 0,05 vs. valor basal.

Tratamientoin vivo

Deposicion Plaguetaria

Las Figuras 18 y 19 muestran la deposicion total y axial obtenidas tras exponer
pared vascular aterosclerética a la circulacion sanguinea en los tres grupos de
tratamiento. Se hall6 una gran variabilidad en |os val ores causada por la heterogenei dad
de las lesiones ateroscleroticas expuestas. Por ello, apesar de |as tendencias descritas no

se obtuvo significacion estadistica en todos |os casos.

En condiciones de alta velocidad de cizalladura, se observé una tendencia a una
menor deposicion plaguetaria, sobretodo con la dosis de 4 mg/kg (Figura 18A). Al
realizar el andlisis de la deposicion axia se observé una tendencia mas acusada con
ambas dosis, incluso se obtuvo significacion estadistica en agunos segmentos
(segmento b en el grupo tratado con 1 mg/kg, y segmento ¢ en el grupo tratado con 4
mg/kg) (Figura 18B). A baa velocidad de cizalladura, ambas dosis inhibieron la
deposicidn plaguetaria respecto al control, aungue solo la dosis de 4 mg/kg lo hizo de
manera significativa (p<0,05) (FFR-rFVIla 1 mg/kg, p=0,07). Este efecto inhibitorio
también se observo en la deposicion axial, sobretodo en los segmentos b y ¢ (Figura
19B). El patron tipico de la deposicion axial (segmento a > segmento b > segmento c)
sdlo se cumplié en algunos casos, sobretodo en condiciones de ata velocidad de
cizaladura (Figuras 18B y 19B).
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Figura 18. Deposicion plaquetar total (A) y axial (B) sobre pared vascular ateroscleréticaa alta vel ocidad
de cizalladura (1700 s™), en los tres grupos de dosis (Control, n=19; FFR-rFV1la 1 mg/kg, n=14; FFR-
rFVIla4 mg/kg, n=6). Grafica A: * p<0,05 vs. grupo control; Gréfica B: * p<0,05 vs. grupo control en €l
segmento &, y £ p<0,05 vs. grupo control en e segmento c.
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Figura 19. Deposicion plaquetar total (A) y axial (B) sobre pared vascular aterosclerética a bagja
velocidad de cizalladura (212 %), en los tres grupos de dosis (Control, n=19; FFR-rFVIla 1 mg/kg, n=14;
FFR-rFVIla4 mg/kg, n=8). Grafica A: * p<0,05 vs. grupo control; GraficaB: + p<0,05 vs. grupo control
en el segmento c.
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Cuantificacion de la Fibrina Presente en € Trombo

Se seleccionaron subtratos (segmento axial b) representativos de cada grupo, se
localiz6 la fibrina mediante inmunohistoquimica y se cuantificod (andlisis de imagen). La
Figura 20 muestra la deposicion de fibrina en los tres grupos. Tanto a alta como a baja
velocidad de cizalladura las dosis de 1 y 4 mg/kg de FFR-rFVIla inhibieron
significativamente la fibrina depositada en sobre los substratos ateroscleroticos (1700 s

! p<0,05; 212 s, p<0,05).
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Figura 20. Deposicién de fibrina sobre pared vascular aterosclerdtica a alta (1700 s™) (A) y baja (212
s) (B) velocidad de cizalladura, en los tres grupos de dosis (Control, n=4; FFR-rFVIla 1 mg/kg, n=4;
FFR-rFVIla 4 mg/kg, n=4). * p<0,05 vs. grupo control.





