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El inhibidor tisular de la metaloproteinasa-1
es un marcador temprano de disfuncion
endotelial en un modelo murino de lesion
oxidativa venosa

Rashida Moore'?, Angela Hawley', Robert Sigler’, Diana Farris', Shirley Wrobleski’,
Eduardo Ramacciotti' y Daniel Myers' 2 Ann Arbor and Saline, Michigan, Estados Unidos

A pesar de la existencia de numerosos resultados en la investigacion sobre la disfuncién endo-
telial arterial, sus efectos a nivel del endotelio venoso no estan bien definidos. Las metaloprotei-
nasas de matriz (MPMs) desempefan un papel importante en el remodelado vascular. Las
MPMs son endopeptidasas capaces de degradar las proteinas de la matriz extracelular. Evalua-
mos la hipétesis de que el inhibidor tisular de la metaloproteinasa-1 (ITMP-1) actia como indi-
cador de disfuncién endotelial venosa aguda en un modelo murino de lesién oxidativa. Los
grupos experimentales evaluados fueron los siguientes: ratas no sometidas a lesion oxidativa
(controles), iluminacion mediante rosa de Bengala pero no laser (simulacion) e iluminacién
mediante rosa de Bengala y laser, provocando una lesién oxidativa. Los animales se evaluaron
al inicio (control, simulacion) y al cabo de 1 h y 1 dia tras la lesién oxidativa. Se determiné la
expresion del ARNm mediante tecnologia de matriz génica y reaccion de polimerasa en cadena
en tiempo real; las concentraciones de la proteina ITMP-1 en plasma y en la pared venosa se
determinaron mediante ELISA, y se realizé la morfometria de la pared venosa (cél/5 HPF). La
expresion del gen Bcl2l1 se reguld al alza al cabo de 1 hy 1 dia de la lesién. La proteina ITMP-1
y la expresion del ARNm aumentaron de forma significativa tras la lesion oxidativa. Una hora
después de la lesion, se observé un nimero significativo de leucocitos polimorfonucleares en la
pared venosa. Nuestros resultados apoyan la hipétesis de que el aumento de la expresion del
ITMP-1 en el endotelio venoso y sus niveles plasmaticos pueden actuar como indicador tem-
prano de disfuncion endotelial.
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Las arterias y las venas son dos componentes del
sistema vascular con diferencias tanto estructurales
como funcionales. Debido a dichas diferencias, su
contractilidad inherente y sus propiedades sintéticas
influyen en la funcién cardiovascular global'. El
papel de la lesién oxidativa de las arterias ha
sido ampliamente estudiado en lo que se refiere a
la aterosclerosis. Sin embargo, apenas existe
informacién sobre el papel de la lesién oxidativa en
el endotelio venoso. El término ““disfunciéon endo-
telial” se utiliza para identificar varios procesos
patoldgicos que pueden provocar alteraciones en la
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coagulacion, inflamacion, alteraciones en el creci-
miento vascular, y remodelado vascular®’. Este
proceso esta asociado con la disminucién del 6xido
nitrico y un aumento del estrés oxidativo en el
lecho vascular tras su lesién®’. Ciertos factores de
riesgo, como la infeccién aguda y crénica o la
reaccion inmunitaria local, asi como factores per-
manentes, como hipertension arterial, diabetes,
obesidad e hiperhomocisteinemia, pueden inducir
la disfuncion de las células endoteliales, facilitando
que el factor tisular active la cascada de la
coagulacién®’. Las metaloproteinasas de la matriz
(MPMs) son endopeptidasas que degradan las pro-
teinas de la matriz extracelular®. Los radicales libres
y el consiguiente estrés oxidativo podrian afectar la
actividad de las MPMs tanto de forma directa como
indirecta’. Las MPMs han demostrado aumentar la
disfuncion endotelial en el lecho arterial ya que
degradan los componentes de la matriz extracelular
de la pared arterial'®'?. Estudios anteriores han
demostrado que la regulacion al alza del inhibidor
tisular de la metaloproteinasa-1 (ITMP-1) protege la
integridad de la pared vascular frente a la actividad
de las MPMs'>7'¢,

En este estudio se desarroll6 un modelo murino
de lesién oxidativa en la vena cava inferior (VCI)
para determinar los efectos de la disfuncién endote-
lial aguda. La disfuncion endotelial puede com-
portar un aumento de la incidencia de patologia
venosa. Nuestra hipdtesis es que la expresion del
ITMP-1 puede actuar como indicador satisfactorio
de la disfuncién endotelial venosa temprana en un
modelo murino.

MATERIALES Y METODOS
Modelo animal

Ochenta y una ratas macho adultas Sprague-Dawley
(peso corporal promedio: 262,3 g) fueron sometidas
a lesion fotoquimica en la VCI. Los animales fueron
anestesiados con una mezcla inhalatoria de iso-
flurano (2%) y oxigeno (100%). Se realizd una
laparotomia por la linea media exponiendo la VCI,
justo por debajo del nivel de las venas renales. Para
inducir la lesion oxidativa se administré rosa de
Bengala (50 mg/kg) por via intravenosa en la vena
de la cola, seguido de la exposicion directa de la VCI
(segmento de 3 mm de didmetro por debajo de las
venas renales) a laser de luz verde (540 nm; Melles
Groit Laser Group, Carlsbad, CA) durante 10 min'”.
El rosa de Bengala se acumula en la bicapa lipidica
de las células endoteliales. La exposicion de rosa de
Bengala a la luz laser desencadena una reaccion
fotoquimica que produce “‘single’” oxigeno, lo que
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favorece la formacién de otros radicales libres que
lesionan el endotelio vascular. Se evaluaron los
siguientes grupos experimentales: 1) las ratas no
sometidas a lesién oxidativa (laparotomia, sin rosa
de Bengala ni ldser) actuaron como controles, 2) los
animales sometidos a laparotomia y tratados con
rosa de Bengala pero sin laser actuaron como
simulacion, y 3) las ratas sometidas a laparotomia y
tratadas con rosa de Bengala y laser desarrollaron
una lesion oxidativa. Todos los animales se sacrifi-
caron al final del estudio para ser sometidos a dife-
rentes analisis. Los grupos experimentales se
evaluaron en el momento inicial (controles n =6,
simulacion n=6), al cabo de 1 h (n=6), y 1 dia
(n=6) tras la lesion oxidativa. En cada grupo
experimental se utilizaron 3 subgrupos de animales
(6 animales por subgrupo) para evaluar el ARNm del
gen Bcl211 mediante matriz génica y reacciéon en
cadena de la polimerasa (PCR) cuantitativa y a
tiempo real, ARNm del ITMP-1 mediante PCR a
tiempo real, ITMP-1 en plasma y pared venosa
mediante ensayo inmunoabsorbente ligado a enzi-
mas (BELISA), y células inflamatorias/histologia de la
pared venosa.

Matriz génica

Se utilizé tecnologia de matriz génica para determi-
nar la expresion del gen Bcl2l1 (GenBank Lumber
NM_031535, con respuesta al estrés oxidativo,
regulador de la apoptosis) en la pared venosa tras la
lesién oxidativa (Oligo GEArray® Rat Endothelial
Cell Biology Microarray; SuperArray Bioscience,
Frederick, MD). Se realiz6 la comparacion de las
diferentes expresiones génicas en muestras agru-
padas entre los grupos control y experimentales.
Se aislo6 el ARN mediante el método TRIzol®
segin las instrucciones del fabricante (Super-
Array Bioscience). El ARN se convirtio después
enzimaticamente en un ARNc diana biotinilado
mediante un kit TrueLabeling-AMP 2.0 (Super-
Array Bioscience) en un ciclador térmico estandar
Perkin-Elmer (Waltham, MA) 2400. La membrana
se prehibridd y luego se hibridé con la sonda diana
marcada con ARNc (60 °C durante toda la noche) en
un horno de hibridacién estandar. Las muestras se
prepararon y se procesaron segun las instrucciones
del fabricante. Los resultados se analizaron con
el software del fabricante (GEArray Expression
Analysis Suite Software, SuperArray Bioscience). El
analisis se baso en la comparacion del gen doméstico
(aldolasa), cuya expresion se mantuvo de forma
constante (intensidad de mancha) en todas las
membranas génicas. La expresion duplicada o mas
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que duplicada del gen Bcl2ll se analizd poste-
riormente mediante PCR en tiempo real.

Analisis PCR a tiempo real de la pared
venosa

Se utilizé la PCR en tiempo real para cuantificar el
ITMP-1 y la expresién del gen Bcl2l1. Se realizé la
transcripcion inversa de 1 microgramo de ARN total
segun el protocolo del fabricante utilizando cebado-
res Oligo (dT) y M-MLV (Invitrogen, Carlsbad, CA).
Se utilizé 1 microlitro de una dilucién 1:5 del ARN
transcrito de forma inversa como plantilla en una
PCR de 25 ml. Se encargaron los siguientes ceba-
dores a Integrated DNA Technologies (Coralville,
IA): SABiosciences RT?qPCR primers Timpl rat
(adquisicion NM_053819, ancho de banda 156 bp) y
Bcl2l1 rat (adquisicion NM_031535.2, ancho de
banda 183 bp).

La expresion del ARNm de Bcl2l1 se evalud en
muestras de pared venosa obtenidas de 3 animales
de cada uno de los 3 grupos (control, 1h, 1 dia)
para confirmar la lesiéon oxidativa del endotelio
Venoso.

El analisis se baso en la comparacion frente a un
gen doméstico (actina beta o aldolasa). La duplicacion
o el aumento de la expresiéon se determiné utili-
zando la ecuaciéon ACT: ACT = gen doméstico CT —
gen de interés CT (diferencia de los valores CT).
Expresion relativa = 2ACT.

Determinacion de la proteina ITMP-1

Se utilizé un kit de ELISA para ITMP-1 murino a fin
de determinar la concentracion de ITMP-1 en el
plasma y el tejido de la pared venosa de las ratas en
el momento de la eutanasia. Los reactivos y las
muestras se prepararon segun las instrucciones del
fabricante (Quantikine, Rat ITMP-1 Immunoassay
RTM100; R&D Systems, Minedpolis, MN). Se afia-
dieron 50 microlitros de diluyente de prueba al
centro de cada pocillo. Se afiadieron 50 microlitros
del estdndar, control, o la muestra al centro de cada
pocillo. Se leyé la densidad 6ptica de la solucion final
de cada pocillo a 450 nm. La sensibilidad de la
prueba se establecié en 75 pg/ml. La expresion
proteica se normalizé hasta la proteina total deter-
minada utilizando un ensayo colorimétrico BCA
(Pierce, Rockford, IL).

Analisis de la pared venosa

Las venas se examinaron al microscopio éptico a
gran aumento con aceite de inmersiéon (x100). Los
cortes tisulares (3 mm) se incluyeron en parafina y
se tifieron con hematoxilina y eosina (H&E). Se
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examinaron 5 campos a gran aumento representa-
tivos (HPF, aceite de inmersion x1.000) alrededor de
la pared venosa y se realizd el recuento de las
poblaciones de células inflamatorias de la forma
descrita anteriormente'?,

Métodos estadisticos y uso de los
animales

El andlisis estadistico incluyd la media + error estan-
dar de la media (EEM) y un test t de Student de
datos no aparejados para datos paramétricos (SPSS
Sigma Stat 2.0; Aspire Software International,
Leesburg, VA). Las comparaciones de los niveles de
transcripcion de cada uno de los 3 grupos (control,
1 h, 1 dia) se realizaron utilizando el test de com-
paraciéon de Kruskal-Wallis. La significancia se
establecio en p <0,05. Todos los animales fueron
mantenidos por la “‘Unit for Laboratory Animal
Medicine’’ y estaban libres de patdgenos. El protocolo
de investigacion fue autorizado por el Committee on
Use and Care of Animals de la Universidad de
Michigan.

RESULTADOS
Bcl2 y estrés oxidativo

La familia Bcl2 esta formada por miembros pro y
antiapoptésicos'®. Esta proteina estd localizada en
la mitocondria, una zona intracelular primaria para
la generacion de especies reactivas de oxigeno
(ERO). Se ha observado que Bcl2 protege frente a la
muerte celular inducida por los agentes oxidantes de
forma similar a los antioxidantes’.

La expresion del gen Bcl211 (cambio multiplo)
aumento 37 veces al cabo de 1 h'y 61 veces al cabo
de 1 dia en comparaciéon con los controles. La
expresion del ARm de Bcl2ll, un indicador de la
lesion oxidativa, mostré diferencias significativas
entre grupos como lo determina la PCR en tiempo
real (expresion relativa a la aldolasa, andlisis de
varianza de Kruskal-Wallis, p=0,001).

La comparacion directa mostré que la expresion
del ARNm de Bcl2l1 aumenté significativamente
1 h después de la lesién oxidativa en comparacion
con los controles (0,049 + 0,006 frente a 0,0039 +
0,001 en relacién con la expresion de la aldolasa,
p=0,002). La expresion del ARNm de Bcl2l1
después de 1h aumentd de forma significativa
en comparacion con 1 dia después (0,049 + 0,006
frente a 0,0084 + 0,004 en relacion con la expresién
de la aldolasa, p=0,004) (fig. 1).
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Fig. 1. Expresion del ARNm de Bcl2l1 mediante PCR a
tiempo real en relacion con la aldolasa (n =3 animales/
grupo). La expresién del ARNm de Bcl2l1 en el grupo de
1 h aument¢ significativamente en comparacién directa
con el control (0,049 + 0,006 frente a 0,0039 + 0,001 en
relacion con la expresion de la aldolasa, p =0,002) y en el
grupo 1 dia (0,049 +0,006 frente a 0,0084 + 0,004 en
relacién con la expresion de la aldolasa, p=0,004). **1
Hour vs. 1 Day, P<0.01: **1 hora vs. 1 dia, p<0,01;
**CTR vs. 1 Hour, P < 0.01: control vs. 1 hora, p<0,01;
1 Day: 1 dia; 1 Hour: 1 hora; CTR: control; Expression
Relative to Aldolase: expresion en relacion con la aldo-
lasa; Real Time RT-PCR BcI2I1 Mrna Expression:
expresion del ARNm de Bcl2ll mediante PCR a tiempo
real.

La expresion de ITMP-1 aumenta tras la
lesion oxidativa

Las muestras de ARNm de cada grupo (n =6 agru-
padas por grupo) se analizaron por triplicado. La
expresion del ARNm de ITMP-1 aumenté tanto al
cabo de 1h (11,8+1,5 frente a 0,4+0.05 en
relacion con la expresion de la actina beta,
p=0,002) como al cabo de 1 dia (3,4+1,1 frente a
0,4 + 0,05 en relacion con la expresion de la actina
beta, p=0,04) en comparacion con los controles;
ambos aumentos fueron significativos. La expresion
del ARNm de ITMP-1 al cabo de 1 h aumentd de
forma significativa frente al aumento al cabo de 1 dia
(11,8 =1,5 frente a 3,4+1,1 en relacion con la
expresion de la actina beta, p =0,039) (fig. 2).

La lesion aguda del endotelio venoso
facilita el aumento de la proteina ITMP-1

Las muestras plasmaticas mostraron un aumento
significativo de las concentraciones de la proteina
ITMP-1 al cabo de 1h (224+22 frente a
158 + 13 pg/mg de proteina total, p=0,027) y al
cabo de 1 dia (1.214 +231 frente a 158 + 13 pg/mg
de proteina total, p = 0,002) de la lesién oxidativa en
comparacion con los controles. Las concentraciones
plasmadticas de la proteina ITMP-1 al cabo de 1 dia
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Fig. 2. Expresion del ARNm del ITMP-1 mediante PCR a
tiempo real en relaciéon con la actina beta (n = 6 animales
agrupados/grupo realizado por triplicado). La expresion
del ARNm del ITMP-1 al cabo de 1 h (11,8 +1,5 frente a
0,4 +0.05 en relacién con la expresion de la actina beta,
p=0,002) y 1 dia (3,4+1,1 frente a 0,4+0,05 en
relacion con la expresion de la actina beta, p=0,04)
estuvo aumentada de forma significativa en comparacién
con los controles. La comparacion directa entre los gru-
pos 1 h y 1 dia también mostré una expresion significa-
tiva del ARNm del ITMP-1 (p =0,039). *1 Hour vs. 1 Day,
P < 0.05: *1 hora vs. 1 dia, p<0,05; *CTR vs. 1 Day,
P < 0.05: *control vs. 1 dia, p <0,05; **CTR vs. 1 Hour,
P <0.01: **control vs. 1 hora, p<0,01; 1 Day: 1 dia;
1 Hour: 1 hora; CTR: control; Expression Relative to
B-actin: expresién en relacién con la actina beta; Real
Time RT-PCR TIMP-1 Mrna Expression: expresion del
ARNm del ITMP-1 mediante PCR a tiempo real.

fueron significativamente mas altas que al cabo de
1h (1.214+231 frente a 224 =22 pg/mg de pro-
teina total, p=10,022) (fig. 3A).

Las concentraciones de la proteina ITMP-1 en la
pared venosa siguieron el mismo patron de aumento
que el observado en las muestras de plasma. Las con-
centraciones de proteina el dia 1 aumentaron signi-
ficativamente en comparaciéon con los controles
(7.955+1.746 frente a 1.045 + 66 pg/mg de pro-
teina total, p=0,002) y aumentaron cuando se
compararon directamente con el grupo de 1h
(7.955+1.746 frente a 2.877 +1.244 pg/mg de
proteina total, p=0,026) (fig. 3B).

La lesion oxidativa aumenta la
extravasacion temprana de leucocitos a
través de la pared venosa

Se produjo un aumento significativo en los leucoci-
tos polimorfonucleares (PMNN) en el grupo 1h
post-laser en comparaciéon con el grupo control
(26 £13,5 frente a 6,6 £4,6 cél/5 HPF, p=10,016)
(fig. 4). Se observaron reducciones significativas en
los monocitos de la pared venosa (17,6 + 4,2 frente a
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Fig. 3. A Determinacion de la proteina plasmética ITMP-
1 (n=6 animales/grupo). Las concentraciones de la
proteina plasmdtica ITMP-1 al cabo de 1h (224 +22
frente a 158 + 13 pg/mg de proteina total, p=0,05) y al
cabo de 1 dia (1.214+231 frente a 158 + 13 pg/mg de
proteina total, p=0,01) tras la lesién oxidativa se ele-
varon de forma significativa en comparacién con los
controles. La comparacion directa entre los grupos 1 dia y
1 h también mostré una concentracion significativa de
proteina plasmatica ITMP-1 (p =0,01). B Determinacién
de la proteina ITMP-1 en la pared venosa (n =6 anima-
les/grupo). Las concentraciones de proteina estuvieron
significativamente elevadas en los homogenizados de
pared venosa al cabo de 1 dia en comparacion directa con
el control (7.955+1.746 frente a 1.045+ 66 pg/mg de
proteina total, p=0,01) y al cabo de 1 h (7.955+1.746
frente a 2.877 + 1.244 pg/mg de proteina total, p =0,05).
*1 Hour vs. 1 Day, P<0.05: *1 hora vs. 1 dia, p <0,05;
*CTR vs. 1 Hour, P < 0.05: *control vs. 1 hora, p <0,05;
**]1 Hour vs. 1 Day, P < 0.01: **1 hora vs. 1 dia, p < 0,01;
**CTR vs. 1 Day, P<0.01: **control vs. 1 dia, p<0,01;
**CTR vs. 1 Hour, P < 0.01: **control vs. 1 hora, p < 0,01;
1 Day: 1 dia; 1 Hour: 1 hora; CTR: control; pg/mg Total
Protein: proteina total pg/mg; SHAM: simulacion; TIMP-
1 PLASMA ELISA: proteina plasmadtica ITMP-1 ELISA;
TIMP-1 VEIN WALL ELISA: proteina ITMP-1 ELISA en la
pared venosa.

41,2 +9,1 cél/5 HPF, p =0,001) y en las poblaciones
totales de células inflamatorias (39,4 + 8,2 frente a
62,6 +12,4 cél/5 HPF, p=0,008) en el grupo de
simulacion (lesién por rosa de Bengala pero sin
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laser) en comparacion con los controles (fig. 4). Este
resultado sugiere que el colorante rosa de Bengala
por si solo no estimula una respuesta inflamatoria
sistémica.

Los cortes histoldgicos de la pared venosa proce-
dentes de animales seleccionados de cada grupo
experimental fueron evaluados de forma ciega
por un veterinario especializado en anatomia
patoldgica. Las células y las capas de la intima de
los grupos control y simulacion del endotelio venoso
eran normales. En el grupo 1 h, los nucleos de las
células endoteliales aparecian redondeados, lo que
con gran probabilidad se debié a la lesion; sin
embargo, pudo haber sido debido al colapso de la
pared venosa y la contraccion de la VCI sobre si
misma. Hay que destacar que la capa intima se veia
engrosada de forma subjetiva y existian nucleos
apoptodsicos y un influjo de células inflamatorias,
pero estos cambios no eran significativos. El grupo 1
dia también presentaba ntcleos de las células
endoteliales redondeados y células inflamatorias
perivasculares (fig. 5). En general, existian regiones
(una porcion de la circunferencia interna) en las que
las células endoteliales eran redondas; esto se
observd en el 20-40% de los HPF de una vena
dada. Con frecuencia, las células endoteliales
eran redondas cerca de las zonas con denudacién
endotelial en estos primeros momentos tras la
lesiéon. Cabria esperar que en periodos de tiempo
posteriores las células endoteliales mostrasen
una morfologia alargada cerca de las zonas de
denudacion o la reendotelializacién de las zonas
lesionadas.

DISCUSION

El endotelio venoso desempefia un papel impor-
tante en el control de la expresion de numerosas
moléculas pro y antiinflamatorias que regula la
funcién vascular normal. Este estudio mostrd que
la lesion oxidativa focal en el endotelio venoso favo-
rece la expresion génica de los indicadores de
disfuncion endotelial. El método de lesion foto-
quimica aguda (1 h, 1 dia) utilizado en este estudio
fue una modificacién de otros métodos utilizados
con anterioridad para iniciar una trombosis arterial
y venosa en multiples especies animales utilizando
vasos de diferente tamafo®'?’. La regulacién al alza
del gen Bcl2l1 al cabo de 1 h y 1 dia de la lesion
confirma firmemente que este modelo indujo real-
mente una lesion oxidativa con la formacion de ERO
que, a su vez, activaron el gen Bcl2l1, un gen fun-
damental en los mecanismos de defensa celular al
aumentar la resistencia celular a los oxidantes, asi
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VEIN WALL MORPHOMETRICS
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Fig. 4. Morfometria de la pared venosa (poblaciones de células inflamatorias evaluadas en los 5 HPF, n = 6 animales/
grupo). Los PMNN estuvieron aumentados de forma significativa en el grupo 1 h en comparacién con los controles
(26 £ 13,5 frente a 6,6 + 4,6 cél/5 HPF, p=0,05). Los monocitos de la pared venosa (17,6 + 4,2 frente a 41,2 +9,1 cél/5
HPF, p=0,01) y las células inflamatorias totales (39,4 + 8,2 frente a 62,6 + 12,4 cél/5 HPF, p=0,01) disminuyeron de
forma significativa en el grupo simulacién frente a los controles. *CTR vs. 1 hour PMN, P < 0.05: *PMNN control vs. 1
hora, p < 0,05; **CTR vs. SHAM MONO, TC P < 0.01: **monocitos control vs. simulacion, células inflamatorias totales
p<0,01; 1 DAY: 1 dia; 1 HOUR: 1 hora; Cells/5HPFs: cél/5 HPF; CTR: control; LYMPH: linfocitos; MONO: monocitos;
PMN: leucocitos polimorfonucleares; SHAM: simulacion; TC: células inflamatorias totales; VEIN WALL MORPHO-

METRICS: morfometria de la pared venosa.

como la expresion de las defensas intracelulares
frente a las ERO?°.

Las MPMs han demostrado intervenir en el remo-
delado vascular y la consiguiente correcciéon de la
matriz extracelular. El ITMP-1 se expresa de forma
constitutiva a través de las células endoteliales y
tiene varias funciones bioldgicas; es un inhibidor
natural de las MPMs, que tienen la capacidad de
degradar las proteinas de la matriz celular como
colagenos, fibronectina, vitronectina, laminina,
elastina y proteoglicanos®®. Es posible que se iden-
tifiquen sustratos adicionales. El ITMP-1 también
estimula la proliferacion celular de multiples tipos
celulares?® ",

Las condiciones clinicas que afectan al sistema
cardiovascular, como hipertension arterial, hiperco-
lesterolemia y diabetes, estdan implicadas en el
aumento de la produccién de ERO’?**. También
se cree que muchos de los factores de riesgo men-
cionados que favorecen la aterosclerosis>* favorecen
la inflamacion y la disfuncion de las células endo-
teliales en el lecho vascular venoso. Este aumento
de las ERO inicia una respuesta inflamatoria sutil en
el endotelio venoso, iniciando asi la regulacion al
alza del ITMP-1 para modular la respuesta de la
MPMs durante el proceso de remodelado vascular.

Estudios que han utilizado genes murinos defi-
cientes en ITMP-1 han mostrado un aumento del
influjo de las células musculares lisas y un aumento
de los cocientes intima/media en comparacién
con los ratones de tipo silvestre tras una lesion
en la pared vascular’?°. Por el contrario, la
sobreexpresién de ITMP-1 en modelos murinos y
leporinos de lesion arterial redujo tanto la hiper-
plasia de la neointima como el engrosamiento de la
intima, respectivamente’>>7->%,

En estados patoldgicos, el remodelado vascular
podria, hipotéticamente, alterar la distensibilidad
de la pared venosa, lo que se asemejaria clinica-
mente a una insuficiencia venosa, y aumentaria el
riesgo de trombosis. En este modelo murino de
lesién oxidativa en el endotelio venoso, la presencia
aguda de ERO pudo haber favorecido la expresién
del ITMP-1 para inhibir los efectos perjudiciales de
las MPMs en la matriz extracelular (no evaluado
en este estudio). Son necesarios estudios adicionales
para determinar los mecanismos exactos que regu-
lan los efectos agudos y cronicos de la expresion
del ITMP-1 en la pared venosa tras una lesion oxida-
tiva. Los datos actuales sugieren que el ITMP-1 se
activa en la vena cava tras la lesién oxidativa e inter-
viene en el proceso de remodelado de la pared
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Fig. 5. Cortes histoldgicos de la pared venosa de animales seleccionados en cada grupo experimental (n = 6 animales/
grupo). Aumento original x100. (A) (Simulacién) Vena normal con ntcleos endoteliales separados regularmente
(flechas) en una intima muy delgada. (B) (Control) Morfologia de la vena normal con ntcleos endoteliales alargados
(flechas) y una capa intima delgada. (C) (1 h) Redondeamiento de los nicleos endoteliales (punta de flecha negra) y una
zona de engrosamiento de la intima (flechas). En la zona del engrosamiento se observa el nticleo de una célula apoptdsica
(punta de flecha blanca). En la esquina inferior derecha de la imagen se aprecian linfocitos perivasculares diseminados y
un neutr6filo. (D) (1 dia) células endoteliales redondeadas (flechas) revistiendo el vaso y neutrdfilos perivasculares
diseminados (punta de flecha blanca) y linfocitos (punta de flecha negra). 1 Day; 1 dia; 1 Hour: 1 hora; CTR: control; Sham:

simulacion.

venosa en nuestro modelo murino. Este aumento
constante de la expresién del ITMP-1 podria actuar
como biomarcador 1til de la respuesta inflamatoria
asociada con la disfuncion del endotelio venoso.

La inflamacién aguda se caracteriza por una
filtracion vascular temprana y el reclutamiento
masivo de neutrdfilos que liberan mediadores
proinflamatorios y ERO, provocando la lesion tisu-
lar’®. El aumento significativo de los PMNN en el
grupo 1 h indica que la lesién oxidativa indujo la
inflamacion y, por tanto, una respuesta neutrofilica
temprana. Un trabajo anterior en nuestro laborato-
rio documento una respuesta inflamatoria aguda, y
posteriormente cronica, con la extravasacion tem-
prana (dia 2) de neutrdfilos en la pared venosa
seguido de una extravasacion posterior (dia 6) de
monocitos en la pared venosa en modelos murinos
de trombosis venosa inducida por estasis’**’. En
este estudio, la lesion oxidativa en el endotelio
venoso de las ratas inici6é una respuesta inflamatoria
aguda con predominio de los neutréfilos en la zona
de la lesién de la pared venosa. La tinciéon inmu-
nohistoquimica (cortes de parafina) de la expresién
del ITMP-1 (datos no mostrados) no fue concluyente

debido a la elevada tincion del fondo. Sin embargo,
el examen directo de estos cortes tisulares tefiidos de
todos los grupos experimentales por parte de un
patdlogo que desconocia el grupo al que pertenecian
las muestras determiné que la expresion del ITMP-1
en este estudio no estuvo asociada de forma directa
con la presencia de leucocitos.

Es interesante destacar que se produjo una
reduccién significativa de los monocitos de la pared
venosa y del total de células inflamatorias en el
grupo de simulacién en comparacion con los contro-
les. El nimero de monocitos fue muy variable en
todos los vasos examinados en este estudio. En
este estudio, no se determiné el significado de la
reduccién de los monocitos en el grupo de
simulacion del rosa de Bengala. Ademas, no se con-
sidera que los monocitos sean parte importante en la
respuesta aguda en el marco temporal que estaba
siendo estudiado. No obstante, este hallazgo sugiere
que el rosa de Bengala solo no estimula una res-
puesta inflamatoria y que fue necesaria la posterior
exposicion al ldser para inducir la reaccion foto-
quimica y la lesion oxidativa en este estudio. La
lesién endotelial parece ser un episodio inicial que
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se caracteriza por alteraciones en la forma, aumento
de la permeabilidad, edema, hiperplasia de la intima,
necrosis y olcusion®®. Las proteinas de la matriz
intersticial endotelial se escinden durante la apop-
tosis®®, lo que provoca el aspecto redondeado de las
células normalmente planas, la retraccién de las
conexiones intercelulares y, en algunos casos, el
desprendimiento de la membrana basal subya-
cente®®. La evaluacién histolégica de las paredes
venosas tanto de los grupos control como
simulaciéon reveld la presencia de células endote-
liales y capas intimas normales. Por el contrario, los
grupos 1 h y 1 dia tras la lesion oxidativa mostraron
cambios indicativos de lesion.

CONCLUSION

Los resultados de nuestro estudio sugieren que el
aumento de la expresiéon de ITMP-1 puede ser un
indicador preciso de disfuncién aguda de las células
endoteliales venosas en nuestro modelo murino de
lesion oxidativa focal. Estos resultados indican que
la lesion oxidativa afecta a una crucial en los meca-
nismos del remodelado vascular. La lesion oxidativa
en la vena cava de las ratas de este estudio produjo
una disfuncién endotelial moderada, caracterizada
por un aumento de la expresion del ARNm del
ITMP-1 y la produccion de la proteina. Estan justifi-
cados estudios que ayuden a determinar la secuen-
cia y mecanismos genéticos y celulares implicados
en la lesion del endotelio venoso. Este estudio es el
primero que demuestra que la lesion oxidativa cen-
trada en el endotelio venoso facilita el aumento de la
expresion del ITMP-1. Estos resultados indican que
la regulacion al alza del ITMP-1 puede actuar
como indicador temprano de disfuncion endotelial
venosa y desempefar un papel importante en
pacientes con enfermedades vasculares.

Agradecemos la financiacion de este proyecto al Dr. David
Gordon y a la Diversity and Career Development Office, la Unit
for Laboratory Animal Medicine, y a los Jobst Vascular Research
Laboratories (a D. D. M.).
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