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El inhibidor tisular de la metaloproteinasa-1
es un marcador temprano de disfunci�on
endotelial en un modelo murino de lesi�on
oxidativa venosa

Rashida Moore1,2, Angela Hawley1, Robert Sigler3, Diana Farris1, Shirley Wrobleski1,

Eduardo Ramacciotti1 y Daniel Myers1,2, Ann Arbor and Saline, M�ıchigan, Estados Unidos

A pesar de la existencia de numerosos resultados en la investigaci�on sobre la disfunci�on endo-

telial arterial, sus efectos a nivel del endotelio venoso no est�an bien definidos. Las metaloprotei-

nasas de matriz (MPMs) desempeñan un papel importante en el remodelado vascular. Las

MPMs son endopeptidasas capaces de degradar las prote�ınas de la matriz extracelular. Evalua-

mos la hip�otesis de que el inhibidor tisular de la metaloproteinasa-1 (ITMP-1) act�ua como indi-

cador de disfunci�on endotelial venosa aguda en un modelo murino de lesi�on oxidativa. Los

grupos experimentales evaluados fueron los siguientes: ratas no sometidas a lesi�on oxidativa

(controles), iluminaci�on mediante rosa de Bengala pero no l�aser (simulaci�on) e iluminaci�on

mediante rosa de Bengala y l�aser, provocando una lesi�on oxidativa. Los animales se evaluaron

al inicio (control, simulaci�on) y al cabo de 1 h y 1 d�ıa tras la lesi�on oxidativa. Se determin�o la

expresi�on del ARNm mediante tecnolog�ıa de matriz g�enica y reacci�on de polimerasa en cadena

en tiempo real; las concentraciones de la prote�ına ITMP-1 en plasma y en la pared venosa se

determinaron mediante ELISA, y se realiz�o la morfometr�ıa de la pared venosa (c�el/5 HPF). La

expresi�on del gen Bcl2l1 se regul�o al alza al cabo de 1 h y 1 d�ıa de la lesi�on. La prote�ına ITMP-1

y la expresi�on del ARNm aumentaron de forma significativa tras la lesi�on oxidativa. Una hora

despu�es de la lesi�on, se observ�o un n�umero significativo de leucocitos polimorfonucleares en la

pared venosa. Nuestros resultados apoyan la hip�otesis de que el aumento de la expresi�on del

ITMP-1 en el endotelio venoso y sus niveles plasm�aticos pueden actuar como indicador tem-

prano de disfunci�on endotelial.

INTRODUCCI �ON

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 sint�eticas

influyen en la funci�on cardiovascular global1. El

papel de la lesi�on oxidativa de las arterias ha

sido ampliamente estudiado en lo que se refiere a

la aterosclerosis. Sin embargo, apenas existe

informaci�on sobre el papel de la lesi�on oxidativa en

el endotelio venoso. El t�ermino ‘‘disfunci�on endo-

telial’’ se utiliza para identificar varios procesos

patol�ogicos que pueden provocar alteraciones en la
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coagulaci�on, inflamaci�on, alteraciones en el creci-

miento vascular, y remodelado vascular2,3. Este

proceso est�a asociado con la disminuci�on del �oxido

n�ıtrico y un aumento del estr�es oxidativo en el

lecho vascular tras su lesi�on4,5. Ciertos factores de

riesgo, como la infecci�on aguda y cr�onica o la

reacci�on inmunitaria local, as�ı como factores per-

manentes, como hipertensi�on arterial, diabetes,

obesidad e hiperhomocisteinemia, pueden inducir

la disfunci�on de las c�elulas endoteliales, facilitando

que el factor tisular active la cascada de la

coagulaci�on6,7. Las metaloproteinasas de la matriz

(MPMs) son endopeptidasas que degradan las pro-

te�ınas de la matriz extracelular8. Los radicales libres

y el consiguiente estr�es oxidativo podr�ıan afectar la

actividad de las MPMs tanto de forma directa como

indirecta9. Las MPMs han demostrado aumentar la

disfunci�on endotelial en el lecho arterial ya que

degradan los componentes de la matriz extracelular

de la pared arterial10-12. Estudios anteriores han

demostrado que la regulaci�on al alza del inhibidor

tisular de la metaloproteinasa-1 (ITMP-1) protege la

integridad de la pared vascular frente a la actividad

de las MPMs13-16.

En este estudio se desarroll�o un modelo murino

de lesi�on oxidativa en la vena cava inferior (VCI)

para determinar los efectos de la disfunci�on endote-

lial aguda. La disfunci�on endotelial puede com-

portar un aumento de la incidencia de patolog�ıa

venosa. Nuestra hip�otesis es que la expresi�on del

ITMP-1 puede actuar como indicador satisfactorio

de la disfunci�on endotelial venosa temprana en un

modelo murino.

MATERIALES Y M�ETODOS

Modelo animal

Ochenta y una ratasmacho adultas Sprague-Dawley

(peso corporal promedio: 262,3 g) fueron sometidas

a lesi�on fotoqu�ımica en la VCI. Los animales fueron

anestesiados con una mezcla inhalatoria de iso-

flurano (2%) y ox�ıgeno (100%). Se realiz�o una

laparotom�ıa por la l�ınea media exponiendo la VCI,

justo por debajo del nivel de las venas renales. Para

inducir la lesi�on oxidativa se administr�o rosa de

Bengala (50 mg/kg) por v�ıa intravenosa en la vena

de la cola, seguido de la exposici�on directa de la VCI

(segmento de 3 mm de di�ametro por debajo de las

venas renales) a l�aser de luz verde (540 nm; Melles

Groit Laser Group, Carlsbad, CA) durante 10 min17.

El rosa de Bengala se acumula en la bicapa lip�ıdica

de las c�elulas endoteliales. La exposici�on de rosa de

Bengala a la luz l�aser desencadena una reacci�on

fotoqu�ımica que produce ‘‘single’’ ox�ıgeno, lo que

favorece la formaci�on de otros radicales libres que

lesionan el endotelio vascular. Se evaluaron los

siguientes grupos experimentales: 1) las ratas no

sometidas a lesi�on oxidativa (laparotom�ıa, sin rosa

de Bengala ni l�aser) actuaron como controles, 2) los

animales sometidos a laparotom�ıa y tratados con

rosa de Bengala pero sin l�aser actuaron como

simulaci�on, y 3) las ratas sometidas a laparotom�ıa y

tratadas con rosa de Bengala y l�aser desarrollaron

una lesi�on oxidativa. Todos los animales se sacrifi-

caron al final del estudio para ser sometidos a dife-

rentes an�alisis. Los grupos experimentales se

evaluaron en el momento inicial (controles n¼ 6,

simulaci�on n¼ 6), al cabo de 1 h (n¼ 6), y 1 d�ıa

(n¼ 6) tras la lesi�on oxidativa. En cada grupo

experimental se utilizaron 3 subgrupos de animales

(6 animales por subgrupo) para evaluar el ARNmdel

gen Bcl2l1 mediante matriz g�enica y reacci�on 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 (ELISA), y c�elulas inflamatorias/histolog�ıa de la

pared venosa.

Matriz g�enica

Se utiliz�o tecnolog�ıa de matriz g�enica para determi-

nar la expresi�on del gen Bcl2l1 (GenBank Lumber

NM_031535, con respuesta al estr�es oxidativo,

regulador de la apoptosis) en la pared venosa tras la

lesi�on oxidativa (Oligo GEArray� Rat Endothelial

Cell Biology Microarray; SuperArray Bioscience,

Frederick, MD). Se realiz�o la comparaci�on de las

diferentes expresiones g�enicas en muestras agru-

padas entre los grupos control y experimentales.

Se aisl�o el ARN mediante el m�etodo TRIzol�

seg�un las instrucciones del fabricante (Super-

Array Bioscience). El ARN se convirti�o despu�es

enzim�aticamente en un ARNc diana biotinilado

mediante un kit TrueLabeling-AMP 2.0 (Super-

Array Bioscience) en un ciclador t�ermico est�andar

Perkin-Elmer (Waltham, MA) 2400. La membrana

se prehibrid�o y luego se hibrid�o con la sonda diana

marcada con ARNc (60 �C durante toda la noche) en

un horno de hibridaci�on est�andar. Las muestras se

prepararon y se procesaron seg�un las instrucciones

del fabricante. Los resultados se analizaron con

el software del fabricante (GEArray Expression

Analysis Suite Software, SuperArray Bioscience). El

an�alisis se bas�o en la comparaci�on del gen dom�estico

(aldolasa), cuya expresi�on se mantuvo de forma

constante (intensidad de mancha) en todas las

membranas g�enicas. La expresi�on duplicada o m�as
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que duplicada del gen Bcl2l1 se analiz�o poste-

riormente mediante PCR en tiempo real.

An�alisis PCR a tiempo real de la pared

venosa

Se utiliz�o la PCR en tiempo real para cuantificar el

ITMP-1 y la expresi�on del gen Bcl2l1. Se realiz�o la

transcripci�on inversa de 1 microgramo de ARN total

seg�un el protocolo del fabricante utilizando cebado-

res Oligo (dT) y M-MLV (Invitrogen, Carlsbad, CA).

Se utiliz�o 1 microlitro de una diluci�on 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 RT2qPCR primers Timp1 rat

(adquisici�onNM_053819, ancho de banda 156 bp) y

Bcl2l1 rat (adquisici�on NM_031535.2, ancho de

banda 183 bp).

La expresi�on del ARNm de Bcl2l1 se evalu�o en

muestras de pared venosa obtenidas de 3 animales

de cada uno de los 3 grupos (control, 1 h, 1 d�ıa)

para confirmar la lesi�on oxidativa del endotelio

venoso.

El an�alisis se bas�o en la comparaci�on frente a un

gendom�estico (actinabetaoaldolasa). Laduplicaci�on

o el aumento de la expresi�on se determin�o utili-

zando la ecuaci�on DCT: DCT¼ gen dom�estico CT e

gen de inter�es CT (diferencia de los valores CT).

Expresi�on relativa¼ 2DCT.

Determinaci�on de la prote�ına ITMP-1

Se utiliz�o un kit de ELISA para ITMP-1 murino a fin

de determinar la concentraci�on 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 seg�un las instrucciones del

fabricante (Quantikine, Rat ITMP-1 Immunoassay

RTM100; R&D Systems, Mine�apolis, MN). Se aña-

dieron 50 microlitros de diluyente de prueba al

centro de cada pocillo. Se añadieron 50 microlitros

del est�andar, control, o la muestra al centro de cada

pocillo. Se ley�o la densidad �optica de la soluci�on final

de cada pocillo a 450 nm. La sensibilidad de la

prueba se estableci�o en 75 pg/ml. La expresi�on

proteica se normaliz�o hasta la prote�ına total deter-

minada utilizando un ensayo colorim�etrico BCA

(Pierce, Rockford, IL).

An�alisis de la pared venosa

Las venas se examinaron al microscopio �optico a

gran aumento con aceite de inmersi�on (x100). Los

cortes tisulares (3 mm) se incluyeron en parafina y

se tiñeron con hematoxilina y eosina (H&E). Se

examinaron 5 campos a gran aumento representa-

tivos (HPF, aceite de inmersi�on x1.000) alrededor de

la pared venosa y se realiz�o el recuento de las

poblaciones de c�elulas inflamatorias de la forma

descrita anteriormente18.

M�etodos estad�ısticos y uso de los

animales

El an�alisis estad�ıstico incluy�o la media ± error est�an-

dar de la media (EEM) y un test t de Student de

datos no aparejados para datos param�etricos (SPSS

Sigma Stat 2.0; Aspire Software International,

Leesburg, VA). Las comparaciones de los niveles de

transcripci�on de cada uno de los 3 grupos (control,

1 h, 1 d�ıa) se realizaron utilizando el test de com-

paraci�on de Kruskal-Wallis. La significancia se

estableci�o en p� 0,05. Todos los animales fueron

mantenidos por la ‘‘Unit for Laboratory Animal

Medicine’’ y estaban libres de pat�ogenos. El protocolo

de investigaci�on fue autorizado por el Committee on

Use and Care of Animals de la Universidad de

M�ıchigan.

RESULTADOS

Bcl2 y estr�es oxidativo

La familia Bcl2 est�a formada por miembros pro y

antiapopt�osicos19. Esta prote�ına est�a localizada en

la mitocondria, una zona intracelular primaria para

la generaci�on de especies reactivas de ox�ıgeno

(ERO). Se ha observado que Bcl2 protege frente a la

muerte celular inducida por los agentes oxidantes de

forma similar a los antioxidantes20.

La expresi�on del gen Bcl2l1 (cambio m�ultiplo)

aument�o 37 veces al cabo de 1 h y 61 veces al cabo

de 1 d�ıa en comparaci�on con los controles. La

expresi�on del ARm de Bcl2l1, un indicador de la

lesi�on oxidativa, mostr�o diferencias significativas

entre grupos como lo determina la PCR en tiempo

real (expresi�on relativa a la aldolasa, an�alisis de

varianza de Kruskal-Wallis, p¼ 0,001).

La comparaci�on directa mostr�o que la expresi�on

del ARNm de Bcl2l1 aument�o significativamente

1 h despu�es de la lesi�on oxidativa en comparaci�on

con los controles (0,049 ± 0,006 frente a 0,0039 ±

0,001 en relaci�on con la expresi�on de la aldolasa,

p¼ 0,002). La expresi�on del ARNm de Bcl2l1

despu�es de 1 h aument�o de forma significativa

en comparaci�on con 1 d�ıa despu�es (0,049 ± 0,006

frente a 0,0084 ± 0,004 en relaci�on con la expresi�on

de la aldolasa, p¼ 0,004) (fig. 1).
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La expresi�on de ITMP-1 aumenta tras la

lesi�on oxidativa

Las muestras de ARNm de cada grupo (n¼ 6 agru-

padas por grupo) se analizaron por triplicado. La

expresi�on del ARNm de ITMP-1 aument�o tanto al

cabo de 1 h (11,8 ± 1,5 frente a 0,4 ± 0.05 en

relaci�on con la expresi�on de la actina beta,

p¼ 0,002) como al cabo de 1 d�ıa (3,4 ± 1,1 frente a

0,4 ± 0,05 en relaci�on con la expresi�on de la actina

beta, p¼ 0,04) en comparaci�on con los controles;

ambos aumentos fueron significativos. La expresi�on

del ARNm de ITMP-1 al cabo de 1 h aument�o de

forma significativa frente al aumento al cabo de 1 d�ıa

(11,8 ± 1,5 frente a 3,4 ± 1,1 en relaci�on con la

expresi�on de la actina beta, p¼ 0,039) (fig. 2).

La lesi�on aguda del endotelio venoso

facilita el aumento de la prote�ına ITMP-1

Las muestras plasm�aticas mostraron un aumento

significativo de las concentraciones de la prote�ına

ITMP-1 al cabo de 1 h (224 ± 22 frente a

158 ± 13 pg/mg de prote�ına total, p¼ 0,027) y al

cabo de 1 d�ıa (1.214 ± 231 frente a 158 ± 13 pg/mg

de prote�ına total, p¼ 0,002) de la lesi�on oxidativa en

comparaci�on con los controles. Las concentraciones

plasm�aticas de la prote�ına ITMP-1 al cabo de 1 d�ıa

fueron significativamente m�as altas que al cabo de

1 h (1.214 ± 231 frente a 224 ± 22 pg/mg de pro-

te�ına total, p¼ 0,022) (fig. 3A).

Las concentraciones de la prote�ına ITMP-1 en la

pared venosa siguieron elmismo patr�on de aumento

que el observado en lasmuestras de plasma. Las con-

centraciones de prote�ına el d�ıa 1 aumentaron signi-

ficativamente en comparaci�on con los controles

(7.955 ± 1.746 frente a 1.045 ± 66 pg/mg de pro-

te�ına total, p¼ 0,002) y aumentaron cuando se

compararon directamente con el grupo de 1 h

(7.955 ± 1.746 frente a 2.877 ± 1.244 pg/mg de

prote�ına total, p¼ 0,026) (fig. 3B).

La lesi�on oxidativa aumenta la

extravasaci�on temprana de leucocitos a

trav�es de la pared venosa

Se produjo un aumento significativo en los leucoci-

tos polimorfonucleares (PMNN) en el grupo 1 h

post-l�aser en comparaci�on con el grupo control

(26 ± 13,5 frente a 6,6 ± 4,6 c�el/5 HPF, p¼ 0,016)

(fig. 4). Se observaron reducciones significativas en

los monocitos de la pared venosa (17,6 ± 4,2 frente a
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Fig. 1. Expresi�on del ARNm de Bcl2l1 mediante PCR a

tiempo real en relaci�on con la aldolasa (n¼ 3 animales/

grupo). La expresi�on del ARNm de Bcl2l1 en el grupo de

1 h aument�o significativamente en comparaci�on directa

con el control (0,049 ± 0,006 frente a 0,0039 ± 0,001 en

relaci�on con la expresi�on de la aldolasa, p¼ 0,002) y en el

grupo 1 d�ıa (0,049 ± 0,006 frente a 0,0084 ± 0,004 en

relaci�on con la expresi�on de la aldolasa, p¼ 0,004). **1

Hour vs. 1 Day, P< 0.01: **1 hora vs. 1 d�ıa, p< 0,01;

**CTR vs. 1 Hour, P< 0.01: control vs. 1 hora, p< 0,01;

1 Day: 1 d�ıa; 1 Hour: 1 hora; CTR: control; Expression

Relative to Aldolase: expresi�on en relaci�on con la aldo-

lasa; Real Time RT-PCR BcI2I1 Mrna Expression:

expresi�on del ARNm de Bcl2l1 mediante PCR a tiempo

real.
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Real Time RT-PCR TIMP-1 mRNA Expression
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** 

* 
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Fig. 2. Expresi�on del ARNm del ITMP-1 mediante PCR a

tiempo real en relaci�on con la actina beta (n¼ 6 animales

agrupados/grupo realizado por triplicado). La expresi�on

del ARNm del ITMP-1 al cabo de 1 h (11,8 ± 1,5 frente a

0,4 ± 0.05 en relaci�on con la expresi�on de la actina beta,

p¼ 0,002) y 1 d�ıa (3,4 ± 1,1 frente a 0,4 ± 0,05 en

relaci�on con la expresi�on de la actina beta, p¼ 0,04)

estuvo aumentada de forma significativa en comparaci�on

con los controles. La comparaci�on directa entre los gru-

pos 1 h y 1 d�ıa tambi�en mostr�o una expresi�on significa-

tiva del ARNm del ITMP-1 (p¼ 0,039). *1 Hour vs. 1 Day,

P< 0.05: *1 hora vs. 1 d�ıa, p< 0,05; *CTR vs. 1 Day,

P< 0.05: *control vs. 1 d�ıa, p< 0,05; **CTR vs. 1 Hour,

P< 0.01: **control vs. 1 hora, p< 0,01; 1 Day: 1 d�ıa;

1 Hour: 1 hora; CTR: control; Expression Relative to

b-actin: expresi�on en relaci�on con la actina beta; Real

Time RT-PCR TIMP-1 Mrna Expression: expresi�on del

ARNm del ITMP-1 mediante PCR a tiempo real.
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41,2 ± 9,1 c�el/5 HPF, p¼ 0,001) y en las poblaciones

totales de c�elulas inflamatorias (39,4 ± 8,2 frente a

62,6 ± 12,4 c�el/5 HPF, p¼ 0,008) en el grupo de

simulaci�on (lesi�on por rosa de Bengala pero sin

l�aser) en comparaci�on con los controles (fig. 4). Este

resultado sugiere que el colorante rosa de Bengala

por s�ı solo no estimula una respuesta inflamatoria

sist�emica.

Los cortes histol�ogicos de la pared venosa proce-

dentes de animales seleccionados de cada grupo

experimental fueron evaluados de forma ciega

por un veterinario especializado en anatom�ıa

patol�ogica. Las c�elulas y las capas de la �ıntima de

los grupos control y simulaci�on del endotelio venoso

eran normales. En el grupo 1 h, los n�ucleos de las

c�elulas endoteliales aparec�ıan redondeados, lo que

con gran probabilidad se debi�o a la lesi�on; sin

embargo, pudo haber sido debido al colapso de la

pared venosa y la contracci�on de la VCI sobre s�ı

misma. Hay que destacar que la capa �ıntima se ve�ıa

engrosada de forma subjetiva y exist�ıan n�ucleos

apopt�osicos y un influjo de c�elulas inflamatorias,

pero estos cambios no eran significativos. El grupo 1

d�ıa tambi�en presentaba n�ucleos de las c�elulas

endoteliales redondeados y c�elulas inflamatorias

perivasculares (fig. 5). En general, exist�ıan regiones

(una porci�on de la circunferencia interna) en las que

las c�elulas endoteliales eran redondas; esto se

observ�o en el 20-40% de los HPF de una vena

dada. Con frecuencia, las c�elulas endoteliales

eran redondas cerca de las zonas con denudaci�on

endotelial en estos primeros momentos tras la

lesi�on. Cabr�ıa esperar que en per�ıodos de tiempo

posteriores las c�elulas endoteliales mostrasen

una morfolog�ıa alargada cerca de las zonas de

denudaci�on o la reendotelializaci�on de las zonas

lesionadas.

DISCUSI �ON

El endotelio venoso desempeña un papel impor-

tante en el control de la expresi�on de numerosas

mol�eculas pro y antiinflamatorias que regula la

funci�on vascular normal. Este estudio mostr�o que

la lesi�on oxidativa focal en el endotelio venoso favo-

rece la expresi�on g�enica de los indicadores de

disfunci�on endotelial. El m�etodo de lesi�on foto-

qu�ımica aguda (1 h, 1 d�ıa) utilizado en este estudio

fue una modificaci�on de otros m�etodos utilizados

con anterioridad para iniciar una trombosis arterial

y venosa en m�ultiples especies animales utilizando

vasos de diferente tamaño21-27. La regulaci�on al alza

del gen Bcl2l1 al cabo de 1 h y 1 d�ıa de la lesi�on

confirma firmemente que este modelo indujo real-

mente una lesi�on oxidativa con la formaci�on 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, as�ı
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Fig. 3. A Determinaci�on de la prote�ına plasm�atica ITMP-

1 (n¼ 6 animales/grupo). Las concentraciones de la

prote�ına plasm�atica ITMP-1 al cabo de 1 h (224 ± 22

frente a 158 ± 13 pg/mg de prote�ına total, p¼ 0,05) y al

cabo de 1 d�ıa (1.214 ± 231 frente a 158 ± 13 pg/mg de

prote�ına total, p¼ 0,01) tras la lesi�on oxidativa se ele-

varon de forma significativa en comparaci�on con los

controles. La comparaci�on directa entre los grupos 1 d�ıa y

1 h tambi�en mostr�o una concentraci�on significativa de

prote�ına plasm�atica ITMP-1 (p¼ 0,01). B Determinaci�on

de la prote�ına ITMP-1 en la pared venosa (n¼ 6 anima-

les/grupo). Las concentraciones de prote�ına estuvieron

significativamente elevadas en los homogenizados de

pared venosa al cabo de 1 d�ıa en comparaci�on directa con

el control (7.955 ± 1.746 frente a 1.045 ± 66 pg/mg de

prote�ına total, p¼ 0,01) y al cabo de 1 h (7.955 ± 1.746

frente a 2.877 ± 1.244 pg/mg de prote�ına total, p¼ 0,05).

*1 Hour vs. 1 Day, P< 0.05: *1 hora vs. 1 d�ıa, 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 d�ıa, p< 0,01;

**CTR vs. 1 Day, P< 0.01: **control vs. 1 d�ıa, p< 0,01;

**CTR vs. 1 Hour, P< 0.01: **control vs. 1 hora, p< 0,01;

1 Day: 1 d�ıa; 1 Hour: 1 hora; CTR: control; pg/mg Total

Protein: prote�ına total pg/mg; SHAM: simulaci�on; TIMP-

1 PLASMA ELISA: prote�ına plasm�atica ITMP-1 ELISA;

TIMP-1 VEIN WALL ELISA: prote�ına ITMP-1 ELISA en la

pared venosa.
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como la expresi�on de las defensas intracelulares

frente a las ERO20.

LasMPMs han demostrado intervenir en el remo-

delado vascular y la consiguiente correcci�on de la

matriz extracelular. El ITMP-1 se expresa de forma

constitutiva a trav�es de las c�elulas endoteliales y

tiene varias funciones biol�ogicas; es un inhibidor

natural de las MPMs, que tienen la capacidad de

degradar las prote�ınas de la matriz celular como

col�agenos, fibronectina, vitronectina, laminina,

elastina y proteoglicanos28. Es posible que se iden-

tifiquen sustratos adicionales. El ITMP-1 tambi�en

estimula la proliferaci�on celular de m�ultiples tipos

celulares29-31.

Las condiciones cl�ınicas que afectan al sistema

cardiovascular, como hipertensi�on arterial, hiperco-

lesterolemia y diabetes, est�an implicadas en el

aumento de la producci�on de ERO32-34. Tambi�en

se cree que muchos de los factores de riesgo men-

cionados que favorecen la aterosclerosis34 favorecen

la inflamaci�on y la disfunci�on de las c�elulas endo-

teliales en el lecho vascular venoso. Este aumento

de las ERO inicia una respuesta inflamatoria sutil en

el endotelio venoso, iniciando as�ı la regulaci�on 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 c�elulas musculares lisas y un aumento

de los cocientes �ıntima/media en comparaci�on

con los ratones de tipo silvestre tras una lesi�on

en la pared vascular35,36. Por el contrario, la

sobreexpresi�on de ITMP-1 en modelos murinos y

leporinos de lesi�on arterial redujo tanto la hiper-

plasia de la neo�ıntima como el engrosamiento de la

�ıntima, respectivamente35,37,38.

En estados patol�ogicos, el remodelado vascular

podr�ıa, hipot�eticamente, alterar la distensibilidad

de la pared venosa, lo que se asemejar�ıa cl�ınica-

mente a una insuficiencia venosa, y aumentar�ıa el

riesgo de trombosis. En este modelo murino de

lesi�on oxidativa en el endotelio venoso, la presencia

aguda de ERO pudo haber favorecido la expresi�on

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 cr�onicos de la expresi�on

del ITMP-1 en la pared venosa tras una lesi�on oxida-

tiva. Los datos actuales sugieren que el ITMP-1 se

activa en la vena cava tras la lesi�on oxidativa e inter-

viene en el proceso de remodelado de la pared
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Fig. 4. Morfometr�ıa de la pared venosa (poblaciones de c�elulas inflamatorias evaluadas en los 5 HPF, n¼ 6 animales/

grupo). Los PMNN estuvieron aumentados de forma significativa en el grupo 1 h en comparaci�on con los controles

(26 ± 13,5 frente a 6,6 ± 4,6 c�el/5 HPF, p¼ 0,05). Los monocitos de la pared venosa (17,6 ± 4,2 frente a 41,2 ± 9,1 c�el/5

HPF, p¼ 0,01) y las c�elulas inflamatorias totales (39,4 ± 8,2 frente a 62,6 ± 12,4 c�el/5 HPF, p¼ 0,01) disminuyeron de
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hora, p< 0,05; **CTR vs. SHAM MONO, TC P< 0.01: **monocitos control vs. simulaci�on, c�elulas inflamatorias totales

p< 0,01; 1 DAY: 1 d�ıa; 1 HOUR: 1 hora; Cells/5HPFs: c�el/5 HPF; CTR: control; LYMPH: linfocitos; MONO: monocitos;

PMN: leucocitos polimorfonucleares; SHAM: simulaci�on; TC: c�elulas inflamatorias totales; VEIN WALL MORPHO-

METRICS: morfometr�ıa de la pared venosa.
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venosa en nuestro modelo murino. Este aumento

constante de la expresi�on del ITMP-1 podr�ıa actuar

como biomarcador �util de la respuesta inflamatoria

asociada con la disfunci�on del endotelio venoso.

La inflamaci�on aguda se caracteriza por una

filtraci�on vascular temprana y el reclutamiento

masivo de neutr�ofilos que liberan mediadores

proinflamatorios y ERO, provocando la lesi�on tisu-

lar39. El aumento significativo de los PMNN en el

grupo 1 h indica que la lesi�on oxidativa indujo la

inflamaci�on y, por tanto, una respuesta neutrof�ılica

temprana. Un trabajo anterior en nuestro laborato-

rio document�o una respuesta inflamatoria aguda, y

posteriormente cr�onica, con la extravasaci�on tem-

prana (d�ıa 2) de neutr�ofilos en la pared venosa

seguido de una extravasaci�on posterior (d�ıa 6) de

monocitos en la pared venosa en modelos murinos

de trombosis venosa inducida por estasis40-43. En

este estudio, la lesi�on oxidativa en el endotelio

venoso de las ratas inici�o una respuesta inflamatoria

aguda con predominio de los neutr�ofilos en la zona

de la lesi�on de la pared venosa. La tinci�on inmu-

nohistoqu�ımica (cortes de parafina) de la expresi�on

del ITMP-1 (datos nomostrados) no fue concluyente

debido a la elevada tinci�on del fondo. Sin embargo,

el examen directo de estos cortes tisulares teñidos de

todos los grupos experimentales por parte de un

pat�ologo que desconoc�ıa el grupo al que pertenec�ıan

las muestras determin�o que la expresi�on del ITMP-1

en este estudio no estuvo asociada de forma directa

con la presencia de leucocitos.

Es interesante destacar que se produjo una

reducci�on significativa de los monocitos de la pared

venosa y del total de c�elulas inflamatorias en el

grupo de simulaci�on en comparaci�on con los contro-

les. El n�umero de monocitos fue muy variable en

todos los vasos examinados en este estudio. En

este estudio, no se determin�o el significado de la

reducci�on de los monocitos en el grupo de

simulaci�on del rosa de Bengala. Adem�as, 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

exposici�on al l�aser para inducir la reacci�on foto-

qu�ımica y la lesi�on oxidativa en este estudio. La

lesi�on endotelial parece ser un episodio inicial que

Fig. 5. Cortes histol�ogicos de la pared venosa de animales seleccionados en cada grupo experimental (n¼ 6 animales/

grupo). Aumento original x100. (A) (Simulaci�on) Vena normal con n�ucleos endoteliales separados regularmente

(flechas) en una �ıntima muy delgada. (B) (Control) Morfolog�ıa de la vena normal con n�ucleos endoteliales alargados

(flechas) y una capa �ıntima delgada. (C) (1 h) Redondeamiento de los n�ucleos endoteliales (punta de flecha negra) y una

zona de engrosamiento de la�ıntima (flechas). En la zona del engrosamiento se observa el n�ucleo de una c�elula apopt�osica

(punta de flecha blanca). En la esquina inferior derecha de la imagen se aprecian linfocitos perivasculares diseminados y

un neutr�ofilo. (D) (1 d�ıa) c�elulas endoteliales redondeadas (flechas) revistiendo el vaso y neutr�ofilos perivasculares

diseminados (punta de flecha blanca) y linfocitos (punta de flecha negra). 1 Day; 1 d�ıa; 1 Hour: 1 hora; CTR: control; Sham:

simulaci�on.
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se caracteriza por alteraciones en la forma, aumento

de la permeabilidad, edema, hiperplasia de la�ıntima,

necrosis y olcusi�on44. Las prote�ınas de la matriz

intersticial endotelial se escinden durante la apop-

tosis45, lo que provoca el aspecto redondeado de las

c�elulas normalmente planas, la retracci�on de las

conexiones intercelulares y, en algunos casos, el

desprendimiento de la membrana basal subya-

cente46. La evaluaci�on histol�ogica de las paredes

venosas tanto de los grupos control como

simulaci�on revel�o la presencia de c�elulas endote-

liales y capas �ıntimas normales. Por el contrario, los

grupos 1 h y 1 d�ıa tras la lesi�on oxidativa mostraron

cambios indicativos de lesi�on.

CONCLUSI �ON

Los resultados de nuestro estudio sugieren que el

aumento de la expresi�on de ITMP-1 puede ser un

indicador preciso de disfunci�on aguda de las c�elulas

endoteliales venosas en nuestro modelo murino de

lesi�on oxidativa focal. Estos resultados indican que

la lesi�on oxidativa afecta a una crucial en los meca-

nismos del remodelado vascular. La lesi�on oxidativa

en la vena cava de las ratas de este estudio produjo

una disfunci�on endotelial moderada, caracterizada

por un aumento de la expresi�on del ARNm del

ITMP-1 y la producci�on de la prote�ına. Est�an justifi-

cados estudios que ayuden a determinar la secuen-

cia y mecanismos gen�eticos y celulares implicados

en la lesi�on del endotelio venoso. Este estudio es el

primero que demuestra que la lesi�on oxidativa cen-

trada en el endotelio venoso facilita el aumento de la

expresi�on del ITMP-1. Estos resultados indican que

la regulaci�on al alza del ITMP-1 puede actuar

como indicador temprano de disfunci�on endotelial

venosa y desempeñar un papel importante en

pacientes con enfermedades vasculares.
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for Laboratory Animal Medicine, y a los Jobst Vascular Research

Laboratories (a D. D. M.).

BIBLIOGRAF�IA

1. Szasz T, Thakali K, Fink GD, et al. A comparison of arteries

and veins in oxidative stress: producers, destroyers, func-

tion, and disease. Exp Biol Med (Maywood) 2007;232:

27-37.

2. CaiH,HarrisonDG.Endothelial dysfunction in cardiovascular

diseases: the role of oxidant stress. Circ Res 2000;87:840-844.

3. Gimbrone MA, Jr. Vascular endothelium: an integrator of

pathophysiologic stimuli in atherosclerosis. Am J Cardiol

1995;75:67B-70B.

4. Altman R. Risk factors in coronary atherosclerosis athero-

inflammation: the meeting point. Thromb J 2003;1:4.

5. Laursen JB, Somers M, Kurz S, et al. Endothelial regulation

of vasomotion in apoE-deficient mice: implications for

interactions between peroxynitrite and tetrahydrobiopterin.

Circulation 2001;103:1282-1288.

6. Bonetti PO, Lerman LO, Lerman A. Endothelial dysfunction:

a marker of atherosclerotic risk. Arterioscler Thromb Vasc

Biol 2003;23:168-175.

7. Moreno PR, Bernardi VH, Lopez-Cuellar J, et al. Macro-

phages, smooth muscle cells, and tissue factor in unstable

angina. Implications for cell-mediated thrombogenicity in

acute coronary syndromes. Circulation 1996;94:3090-3097.

8. Massova I, Kotra LP, Fridman R, et al. Matrix meta-

lloproteinases: structures, evolution, and diversification.

FASEB J 1998;12:1075-1095.

9. Jian Liu K, Rosenberg GA. Matrix metalloproteinases and

free radicals in cerebral ischemia. Free Radic Biol Med

2005;39:71-80.

10. Allaire E, Forough R, Clowes M, et al. Local overexpression

of TIMP-1 prevents aortic aneurysm degeneration and

rupture in a rat model. J Clin Invest 1998;102:1413-1420.

11. Mecham RP, Broekelmann TJ, Fliszar CJ, et al. Elastin

degradation by matrix metalloproteinases. Cleavage site

specificity and mechanisms of elastolysis. J Biol Chem.

1997;272:18071-18076.

12. Murphy G, Cockett MI, Ward RV, et al. Matrix meta-

lloproteinase degradation of elastin, type IV collagen and

proteoglycan. A quantitative comparison of the activities of

95 kDa and 72 kDa gelatinases, stromelysins-1 and -2 and

punctuated metalloproteinase (PUMP). Biochem J

1991;277:277-279.

13. Badier-Commander C, Verbeuren T, Lebard C, et al.

Increased TIMP/MMP ratio in varicose veins: a possible

explanation for extracellular matrix accumulation. J Pathol

2000;192:105-112.

14. Dollery CM, McEwan JR, Henney AM. Matrix meta-

lloproteinases and cardiovascular disease. Circ Res 1995;77:

863-868.

15. Gomez DE, Alonso DF, Yoshiji H, et al. Tissue inhibitors of

metalloproteinases: structure, regulation and biological

functions. Eur J Cell Biol 1997;74:111-122.

16. Puhakka HL, Turunen P, Rutanen J, et al. Tissue inhibitor of

metalloproteinase 1 adenoviral gene therapy alone is

equally effective in reducing restenosis as combination gene

therapy in a rabbit restenosis model. J Vasc Res 2005;42:

361-367.

17. Eitzman DT, Westrick RJ, Xu Z, et al. Hyperlipidemia pro-

motes thrombosis after injury to atherosclerotic vessels in

apolipoprotein E-deficient mice. Arterioscler Thromb Vasc

Biol 2000;20:1831-1834.

18. Souba WW, Wilmore DW. Surgical Research. San Diego:

Academic Press, 2001.

19. Chao DT, Korsmeyer SJ. BCL-2 family: regulators of cell

death. Annu Rev Immunol 1998;16:395-419.

20. Kowaltowski AJ, Fiskum G. Redox mechanisms of cyto-

protection by Bcl-2. Antioxid Redox Signal 2005;7:508-514.

21. Eitzman DT, Westrick RJ, Xu Z, et al. Plasminogen activator

inhibitor-1 deficiency protects against atherosclerosis pro-

gression in the mouse carotid artery. Blood 2000;96:

4212-4215.

22. Kim Y, Nakase H, Nagata K, et al. Observation of arterial and

venous thrombus formation by scanning and transmission

electron microscopy. Acta Neurochir (Wien) 2004;146:

45-51.

558 Moore et al Anales de Cirug�ıa Vascular



23. Przyklenk K, Whittaker P. Adaptation of a photochemical

method to initiate recurrent platelet-mediated thrombosis in

small animals. Lasers Med Sci 2007;22:42-45.

24. Rosen ED, Raymond S, Zollman A, et al. Laser-induced

noninvasive vascular injury models in mice generate plate-

let- and coagulation-dependent thrombi. Am J Pathol

2001;158:1613-1622.

25. Saniabadi AR, Umemura K, Matsumoto N, et al. Vessel wall

injury and arterial thrombosis induced by a photochemical

reaction. Thromb Haemost 1995;73:868-872.

26. Silva VM, Corson N, Elder A, et al. The rat ear vein model

for investigating in vivo thrombogenicity of ultrafine parti-

cles (UFP). Toxicol Sci 2005;85:983-989.

27. Tayebjee MH, Lip GY, Blann AD, et al. Effects of age, gender,

ethnicity, diurnal variation and exercise on circulating levels

of matrix metalloproteinases (MMP)-2 and -9, and their

inhibitors, tissue inhibitors of matrix metalloproteinases

(TIMP)-1 and -2. Thromb Res 2005;115:205-210.

28. Nagase H, Woessner JF, Jr. Matrix metalloproteinases. J Biol

Chem 1999;274:21491-21494.

29. Brew K, Dinakarpandian D, Nagase H. Tissue inhibitors of

metalloproteinases: evolution, structure and function. Bio-

chim Biophys Acta 2000;1477:267-283.

30. Fassina G, Ferrari N, Brigati C, et al. Tissue inhibitors of

metalloproteases: regulation and biological activities. Clin

Exp Metastasis 2000;18:111-120.

31. Galis ZS, Khatri JJ. Matrix metalloproteinases in vascular

remodeling and atherogenesis: the good, the bad, and the

ugly. Circ Res 2002;90:251-262.

32. Garbin U, Fratta Pasini A, Stranieri C, et al. Effects of

nebivolol on endothelial gene expression during oxidative

stress in human umbilical vein endothelial cells. Mediators

Inflamm 2008;2008:367590.

33. Griendling KK, Sorescu D, Lassegue B, et al. Modulation of

protein kinase activity and gene expression by reactive

oxygen species and their role in vascular physiology and

pathophysiology. Arterioscler Thromb. Vasc. Biol. 2000;20:

2175-2183.

34. Kunsch C, Medford RM. Oxidative stress as a regulator of

gene expression in the vasculature. Circ Res 1999;85:

753-766.

35. Lijnen HR. Metalloproteinases in development and pro-

gression of vascular disease. Pathophysiol Haemost Thromb.

2003/2004;33:275e281.

36. Lijnen HR, Soloway P, Collen D. Tissue inhibitor of matrix

metalloproteinases-1 impairs arterial neointima formation

after vascular injury in mice. Circ Res 1999;85:1186-1191.

37. Furman C, Luo Z, Walsh K, et al. Systemic tissue inhibitor of

metalloproteinase-1 gene delivery reduces neointimal

hyperplasia in balloon-injured rat carotid artery. FEBS Lett

2002;531:122-126.

38. Turunen MP, Puhakka HL, Koponen JK, et al. Peptide-

retargeted adenovirus encoding a tissue inhibitor of meta-

lloproteinase-1 decreases restenosis after intravascular gene

transfer. Mol Ther 2002;6:306-312.

39. Kadl A, Leitinger N. The role of endothelial cells in the

resolution of acute inflammation. Antioxid Redox Signal

2005;7:1744-1754.

40. Myers D, Jr, Farris D, Hawley A, et al. Selectins influence

thrombosis in a mouse model of experimental deep venous

thrombosis. J Surg Res 2002;108:212-221.

41. Myers DD, Hawley AE, Farris DM, et al. P-selectin and

leukocyte microparticles are associated with venous

thrombogenesis. J Vasc Surg 2003;38:1075-1089.

42. Myers DD, Jr, Henke PK, Bedard PW, et al. Treatment with

an oral small molecule inhibitor of P selectin (PSI-697)

decreases vein wall injury in a rat stenosis model of venous

thrombosis. J Vasc Surg 2006;44:625-632.

43. Myers DD, Jr, Rectenwald JE, Bedard PW, et al. Decreased

venous thrombosis with an oral inhibitor of P selectin.

J Vasc Surg 2005;42:329-336.

44. Tesfamariam B, DeFelice AF. Endothelial injury in the ini-

tiation and progression of vascular disorders. Vascul Phar-

macol 2007;46:229-237.

45. Bannerman DD, Sathyamoorthy M, Goldblum SE. Bacterial

lipopolysaccharide disrupts endothelial monolayer integrity

and survival signaling events through caspase cleavage of

adherens junction proteins. J Biol Chem 1998;273:

35371-35380.

46. Stefanec T. Endothelial apoptosis: could it have a role in the

pathogenesis and treatment of disease? Chest 2000;117:

841-854.

Vol. 23, N.º 4, 2009 Inhibidor tisular de la metaloproteinasa-1 y disfunci�on endotelial 559


	El inhibidor tisular de la metaloproteinasa-1 es un marcador temprano de disfunciOn endotelial en un modelo murino de lesiOn oxidativa venosa
	IntroducciOn
	Materiales y MEtodos
	Modelo animal
	Matriz gEnica
	AnAlisis PCR a tiempo real de la pared venosa
	DeterminaciOn de la proteIna ITMP-1
	AnAlisis de la pared venosa
	MEtodos estadIsticos y uso de los animales

	Resultados
	Bcl2 y estrEs oxidativo
	La expresiOn de ITMP-1 aumenta tras la lesiOn oxidativa
	La lesiOn aguda del endotelio venoso facilita el aumento de la proteIna ITMP-1
	La lesiOn oxidativa aumenta la extravasaciOn temprana de leucocitos a travEs de la pared venosa

	DiscusiOn
	ConclusiOn
	BibliografIa


