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Trombosis
y funcion plaquetar
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La coagulacién es una funcién de especial interés en las ECV
ya que se caracterizan por una reduccién del potencial antico-
agulante y por un aumento en la produccién de mediadores
procoagulantes por parte del endotelio, como el Tissue Factor
(TF), obteniendo un ambiente vascular trombogénico. El bio-
marcador por excelencia es el TF.

Objetivo: Implementar y optimizar un test in vitro de scree-
ning rapido, preciso y exacto para evaluar la actividad anticoa-
gulante de diferentes extractos o compuestos bioactivos natu-
rales, en Human Aortic Endothelial Cells (HAEC).

Métodos: Células HAEC se incuban durante 16h con los ex-
tractos o compuestos a testar y se estimulan con Tumor Necro-

60  Clin Invest Arterioscl. 2009;21(Espec Cong):1-66

sis Factor-a (TNF-a, 10 ng/mL) las 6 h consecutivas. Las con-
centraciones de los extractos o compuestos seleccionadas fue-
ron previamente testadas como no citotéxicas mediante un en-
sayo colorimétrico basado en la secrecion de LDH. Se
determinan los niveles de la proteina transmembrana TF me-
diante la técnica ELISA, y su expresion génica mediante Real
Time RT-PCR. Los valores son normalizados en porcentajes
para el caso de la proteina (100% es el valor de la estimulacién
celular con TNF-a) y mediante el método matemético del 2-°P¢
para la expresién génica (unidades arbitrarias; UA). Una dis-
minucién de los niveles de TF en las HAEC estimuladas, pre-
viamente incubadas con el extracto o compuesto problema, in-
dicarfa una actividad anticoagulante de éste. La evaluacién de
la precision del modelo se realiza mediante el célculo de la
desviacion estdndar (SD) y de los coeficientes de variabilidad
intra e interensayo (CV). La exactitud se evaltia mediante el
célculo de la media del error estandar (SEM). Se inicia el estu-
dio de los efectos anticoagulantes del Resveratrol (compuesto
fendlico abundante en el vino tinto) a distintas concentracio-
nes para, posteriormente, utilizarlo como control positivo de
experimento por su conocido efecto antitrombético.
Resultados: El Resveratrol a la méxima concentracion testada
(100 mM) disminuye la concentracién de proteina TF en un
93% de forma dosis-dependiente y un 30% la expresion génica.
A partir del célculo de la precision, se ha obtenido CV intraensa-
yo inferior a lo esperado en cultivos celulares: CV = 3,87 (< 10%)
y SD = 8,59% a nivel de protefna y un CV = 18,39 (< 20%) y SD
= 0,126 UA a nivel de expresién génica. Se ha conseguido una
exactitud de experimento (SEM) de 6,075% en la cuantificacion
de proteina y de 0,089 UA, para expresién génica.
Conclusiones: La estandarizacion de la metodologia consigue
un modelo celular in vitro que nos permite el estudio de los
efectos anticoagulantes de extractos o compuestos de forma
rapida, precisa y exacta. El Resveratrol, al presentar una re-
duccién importante del TF, puede ser considerado un buen
control positivo para este modelo.
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Antecedentes: Las microparticulas (MPs) circulantes se han
asociado a factores de riesgo cardiovascular como hiperten-
sién, diabetes, e hiperlipemia y el nimero variable de MPs cir-
culantes se ha relacionado con lesiones vasculares de severi-
dad progresiva. Hasta ahora, sin embargo, se desconoce la
relacién entre la composicién proteica de las MPs y el estado
funcional de las células de las que provienen y su relevancia en
el proceso aterotrombético. En este estudio hemos investigado
las caracteristicas y proteoma diferencial de las MPs derivadas
de plaquetas activadas con trombina, proceso habitual en las
complicaciones aterotrombdticas asociadas a la rotura de pla-
cas vulnerables.

Métodos: Las MPs se han obtenido por ultracentrifugacion a
partir de plaquetas humanas lavadas, activadas o sin activar in
vitro con trombina (0,5 uNIH/ 4 x 10® plaquetas). Las MPs se
han seleccionado por tamafio (0,1-1,0 p), cuantificado y carac-
terizado por citometria de flujo. El andlisis del proteoma dife-
rencial se ha realizado mediante electroforesis bidimensional y
la identificacién de proteinas por espectrometria de masas
(Maldi-ToF y LC/MS/MS).
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Resultados: En MPs derivadas de plaquetas activadas con
trombina (T-MPs) se han identificado 42 proteinas diferen-
ciales debido a alteraciones en sus niveles de deteccién (22
aumentos/9 disminuciones) o en perfil proteémico de las di-
ferentes formas de una misma proteina (11 modificaciones).
El patrén diferencial de la T-MPs incluye a proteinas que
participan en procesos de citoquinesis (24%), proteinas aso-
ciadas a la membrana plaquetar (21%), proteinas de sefiali-
zacion (21%), del metabolismo celular (9%) y derivadas del
plasma (17%). Las MPs, son portadoras de proteinas relevan-
tes en procesos de adhesion y agregacion plaquetar. Compa-
rado con MPs derivadas de plaquetas control no activadas
(C-MPs), las T-MP presentan: a) un aumento del 50-200% en
el contenido de proteinas como cofilina y gelsolina, que regu-
lan la dindmica de formacién de fibras actina y de inhibido-
res de proteinasas como la alfa-2-macroglobulina, b) altera-
ciones en el perfil proteémico, que sugieren una variacion en
el nivel de fosforilacién, de proteinas como la cadena ligera
de la forma reguladora de la miosina (MRLC) y la proteina
de sefializacién 14-3-3. En las T-MPs, la cadena gama del fi-
brinégeno, ligando especifico del complejo GPIIb/IIa y la
proteina de membrana trombospondina, que participa en
mecanismos moleculares y celulares claves en trombosis y
arteriosclerosis, presentan cambios significativos en la distri-
bucién de sus isoformas. Ademas, el nivel de trombospondi-
na se encuentra mas de 10 veces aumentado (p < 0,05) res-
pecto al de las C-MPs.

Conclusiones: La trombina induce activacién plaquetar y
desencadena la liberacion de MPs con un complejo perfil
protedmico. Las T-MPs son transportadoras de proteinas que
pueden estar involucradas funcionalmente en la formacién
de trombos oclusivos y en la progresion de lesiones arterios-
cleréticas.
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Objetivo: Analizar las posibles diferencias entre las concentra-
ciones de marcadores trombogénicos asociados a la obstruc-
ci6n coronaria en hombres y mujeres.

Pacientes y métodos: Hemos estudiado 502 pacientes (251
hombres y 251 mujeres) consecutivos, con una edad media de
63,94 + 11,26 y 66,08 + 10,58 afios respectivamente. A todos
ellos se les realizé coronariografia, bien por presentar un epi-
sodio coronario agudo o para descartar enfermedad coronaria.
Al ingreso en el hospital, se procedié a la extracciéon de una
muestra de sangre para determinar los niveles de lipoproteina
(a) [Lp (a)] por ELISA, fibrinégeno (Von Clauss), proteina C
reactiva (inmunoturbidimetria- Tina Quant)) y dimero D (Di-
mero-D Elisa VIDAS, Biomerieux). Andlisis estadistico: Las va-
riables paramétricas se expresaron en medias y desviaciones
estandar, las no paramétricas en medianas y rangos intercuar-
tilicos (primer cuartil-tercer cuartil) debido a que la distribu-
cién de valores presentaba una asimetria importante. Para va-
lorar las diferencias en los niveles de los diferentes factores

estudiados segtin la presencia o ausencia de obstruccién signi-
ficativa, se utiliz el test de la t de Student para las variables
paramétricas y el test de la U de Mann-Whitney para las varia-
bles no paramétricas.

Resultados: En la comparacion global de los niveles de mar-
cadores en los dos grupos la Lp (a) (p < 0,004) y el fibrindgeno
(p < 0,001) presentaron diferencias significativas. El 80,47% de
los hombres presentaron enfermedad obstructiva coronaria de
al menos un 50% en un vaso, mientras que en las mujeres fue
del 59,36%. En los hombres con obstruccién coronaria, el di-
mero-D fue el inico marcador que present6 valores significati-
vamente mas altos (p < 0,032) que el grupo de hombres con
red coronaria normal, mientras que en las mujeres con obs-
truccién lo fueron la PCR (p < 0,004), la Lp (a) (p < 0,001) y el
fibrinogeno (p < 0,045). Cuando se compararon por sexo los
grupos con red coronaria normal, el nivel de fibrin6geno fue
mas alto en las mujeres (p < 0,045), mientras que en los gru-
pos con obstruccién lo fueron el fibringgeno (p < 0,001) y la
Lp (a) (p < 0,001).

Conclusiones: /. La lipoproteina (a) ha demostrado ser el fac-
tor diferenciador en el perfil aterogénico asociado a la obs-
truccién coronaria entre hombres y mujeres. 2. Proyecto sub-
vencionado por la 6° Convocatoria del Programa de Ayudas a
Proyectos Sociales de la Bilbao Bizkaia Kutxa (BBK). I+ D + 1
en Accion Social.
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