
Métodos: Usando el modelo experimental de esteatohepatitis
no alcohólica se estudiaron 20 pollos machos White Leghorn
chickens (Pollos Pujante, Murcia, España) con un equipo de
ecografía Siemens modelo ACUSON S2000 (Siemens, Erlan-
gen, Alemania). Los pollos fueron aleatoriamente asignados a
recibir, durante 16 semanas, una dieta hiperlipémica (grupo
A) compuesta por colesterol (3%), aceite de palma (20%), y
pienso estándar (77%) o una dieta hiperlipémica con rimona-
bant (grupo B), antagonista selectivo de los receptores canna-
binoides. Para cada hígado se determinaron las características
elastográficas cualitativas y cuantitativas. El estudio se llevó a
cabo con una sonda multifrecuencia convex de 4-1MHz en el
cuadrante abdominal derecho, tras la retirada de las plumas.
La región de interés (RDI), fue situada a una profundidad de
de 2,5 cm, y en el lóbulo hepático derecho. Los hallazgos de la
velocidad de onda de corte obtenida mediante ARFI se compa-
raron con los resultados histopatológicos, que fueron el están-
dar de referencia.
Resultados: La totalidad de los pollos fue sacrificada; el estudio
anatomopatológico (macroscópico y microscópico) demostró
la existencia de esteatosis en el grupo A y la ausencia de ésta
en el grupo B. Con la técnica ARFI se obtuvieron variaciones
significativas entre el grupo A y el B usando como test estadís-
tico la t de student. Se demostró la diferencia entre el grupo A,
con una media de 1,91 ± 0,25 m/s frente al grupo B, que obtu-
vo una media de 1,03 ± 0,25 m/s (p < 0,001)
Conclusión: Nosotros consideramos que, mediante la técnica
de imagen cuantitativa ARFI, se puede demostrar que el fár-
maco rimonabant presenta un potencial papel en la regresión
de la esteatosis hepática en el grupo de pollos utilizado en
nuestro estudio.

Trombosis 
y función plaquetar
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La coagulación es una función de especial interés en las ECV
ya que se caracterizan por una reducción del potencial antico-
agulante y por un aumento en la producción 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 rápido, 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-

sis Factor-� (TNF-a, 10 ng/mL) las 6 h consecutivas. Las con-
centraciones de los extractos o compuestos seleccionadas fue-
ron previamente testadas como no citotóxicas mediante un en-
sayo colorimétrico basado en la secreción de LDH. Se
determinan los niveles de la proteína transmembrana TF me-
diante la técnica ELISA, y su expresión génica mediante Real
Time RT-PCR. Los valores son normalizados en porcentajes
para el caso de la proteína (100% es el valor de la estimulación
celular con TNF-a) y mediante el método matemático del 2-DDCt

para la expresión génica (unidades arbitrarias; UA). Una dis-
minución de los niveles de TF en las HAEC estimuladas, pre-
viamente incubadas con el extracto o compuesto problema, in-
dicaría una actividad anticoagulante de éste. La evaluación de
la precisión del modelo se realiza mediante el cálculo de la
desviación estándar (SD) y de los coeficientes de variabilidad
intra e interensayo (CV). La exactitud se evalúa mediante el
cálculo de la media del error estándar (SEM). Se inicia el estu-
dio de los efectos anticoagulantes del Resveratrol (compuesto
fenólico abundante en el vino tinto) a distintas concentracio-
nes para, posteriormente, utilizarlo como control positivo de
experimento por su conocido efecto antitrombótico.
Resultados: El Resveratrol a la máxima concentración testada
(100 mM) disminuye la concentración de proteína TF en un
93% de forma dosis-dependiente y un 30% la expresión génica.
A partir del cálculo de la precisión, se ha obtenido CV intraensa-
yo inferior a lo esperado en cultivos celulares: CV = 3,87 (< 10%)
y SD = 8,59% a nivel de proteína y un CV = 18,39 (< 20%) y SD
= 0,126 UA a nivel de expresión génica. Se ha conseguido una
exactitud de experimento (SEM) de 6,075% en la cuantificación
de proteína y de 0,089 UA, para expresión génica.
Conclusiones: La estandarización de la metodología consigue
un modelo celular in vitro que nos permite el estudio de los
efectos anticoagulantes de extractos o compuestos de forma
rápida, precisa y exacta. El Resveratrol, al presentar una re-
ducción importante del TF, puede ser considerado un buen
control positivo para este modelo.

LA ACTIVACIÓN DE LAS PLAQUETAS CON TROMBINA
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Antecedentes: Las micropartículas (MPs) circulantes se han
asociado a factores de riesgo cardiovascular como hiperten-
sión, diabetes, e hiperlipemia y el número variable de MPs cir-
culantes se ha relacionado con lesiones vasculares de severi-
dad progresiva. Hasta ahora, sin embargo, se desconoce la
relación entre la composición proteica de las MPs y el estado
funcional de las células de las que provienen y su relevancia en
el proceso aterotrombótico. En este estudio hemos investigado
las características y proteoma diferencial de las MPs derivadas
de plaquetas activadas con trombina, proceso habitual en las
complicaciones aterotrombóticas asociadas a la rotura de pla-
cas vulnerables.
Métodos: Las MPs se han obtenido por ultracentrifugación a
partir de plaquetas humanas lavadas, activadas o sin activar in
vitro con trombina (0,5 uNIH/ 4 x 108 plaquetas). Las MPs se
han seleccionado por tamaño (0,1-1,0 �), cuantificado y carac-
terizado por citometría de flujo. El análisis del proteoma dife-
rencial se ha realizado mediante electroforesis bidimensional y
la identificación de proteínas por espectrometría 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 proteínas diferen-
ciales debido a alteraciones en sus niveles de detección (22
aumentos/9 disminuciones) o en perfil proteómico de las di-
ferentes formas de una misma proteína (11 modificaciones).
El patrón diferencial de la T-MPs incluye a proteínas que
participan en procesos de citoquinesis (24%), proteínas aso-
ciadas a la membrana plaquetar (21%), proteínas de señali-
zación (21%), del metabolismo celular (9%) y derivadas del
plasma (17%). Las MPs, son portadoras de proteínas relevan-
tes en procesos de adhesión y agregación 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 proteínas como cofilina y gelsolina, que regu-
lan la dinámica de formación de fibras actina y de inhibido-
res de proteinasas como la alfa-2-macroglobulina, b) altera-
ciones en el perfil proteómico, que sugieren una variación en
el nivel de fosforilación, de proteínas como la cadena ligera
de la forma reguladora de la miosina (MRLC) y la proteína
de señalización 14-3-3. En las T-MPs, la cadena gama del fi-
brinógeno, ligando específico del complejo GPIIb/IIIa y la
proteína de membrana trombospondina, que participa en
mecanismos moleculares y celulares claves en trombosis y
arteriosclerosis, presentan cambios significativos en la distri-
bución de sus isoformas. Además, el nivel de trombospondi-
na se encuentra más de 10 veces aumentado (p < 0,05) res-
pecto al de las C-MPs.
Conclusiones: La trombina induce activación plaquetar y
desencadena la liberación de MPs con un complejo perfil
proteómico. Las T-MPs son transportadoras de proteínas que
pueden estar involucradas funcionalmente en la formación
de trombos oclusivos y en la progresión de lesiones arterios-
cleróticas.

PERFÍL TROMBOGÉNICO ASOCIADO 
A LA OBSTRUCCIÓN CORONARIA. DIFERENCIAS 
DE GÉNERO
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Objetivo: Analizar las posibles diferencias entre las concentra-
ciones de marcadores trombogénicos asociados a la obstruc-
ción 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 años respectivamente. A todos
ellos se les realizó coronariografía, bien por presentar un epi-
sodio coronario agudo o para descartar enfermedad coronaria.
Al ingreso en el hospital, se procedió a la extracción de una
muestra de sangre para determinar los niveles de lipoproteína
(a) [Lp (a)] por ELISA, fibrinógeno (Von Clauss), proteína C
reactiva (inmunoturbidimetría- Tina Quant)) y dímero D (Dí-
mero-D Elisa VIDAS, Biomerieux). Análisis estadístico: Las va-
riables paramétricas se expresaron en medias y desviaciones
estándar, las no paramétricas en medianas y rangos intercuar-
tílicos (primer cuartil-tercer cuartil) debido a que la distribu-
ción de valores presentaba una asimetría importante. Para va-
lorar las diferencias en los niveles de los diferentes factores

estudiados según la presencia o ausencia de obstrucción signi-
ficativa, se utilizó 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 comparación global de los niveles de mar-
cadores en los dos grupos la Lp (a) (p < 0,004) y el fibrinógeno
(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 obstrucción coronaria, el dí-
mero-D fue el único marcador que presentó valores significati-
vamente más altos (p < 0,032) que el grupo de hombres con
red coronaria normal, mientras que en las mujeres con obs-
trucción lo fueron la PCR (p < 0,004), la Lp (a) (p < 0,001) y el
fibrinógeno (p < 0,045). Cuando se compararon por sexo los
grupos con red coronaria normal, el nivel de fibrinógeno fue
más alto en las mujeres (p < 0,045), mientras que en los gru-
pos con obstrucción lo fueron el fibrinógeno (p < 0,001) y la
Lp (a) (p < 0,001).
Conclusiones: 1. La lipoproteína (a) ha demostrado ser el fac-
tor diferenciador en el perfil aterogénico asociado a la obs-
trucción coronaria entre hombres y mujeres. 2. Proyecto sub-
vencionado por la 6º Convocatoria del Programa de Ayudas a
Proyectos Sociales de la Bilbao Bizkaia Kutxa (BBK). I + D + I
en Acción Social.

Otros temas
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Objetivos: Hemos estudiado la influencia de variantes en los
genes LPL, APOA5 y APOE sobre los niveles de triglicéridos
(TG) y la asociación con la prevalencia de hipertrigliceridemia
(HTG; TG � 150 mg/dL).
Métodos: Se incluyeron 1.825 trabajadores malagueños (80%
hombres). Se determinaron los polimorfismos mediante PCR y
restricción (HindIII y APOE) o empleando ensayos TaqMan
diseñados por nosotros (resto de polimorfismos). Los datos
clínicos y bioquímicos se obtuvieron de las exploraciones lle-
vadas a cabo por Ibermutuamur.
Resultados: El modelo de regresión lineal elaborado, ajus-
tado por covariables, mostró un efecto descendedor signifi-
cativo de los polimorfismos de LPL, HindIII y S447X. Los
alelos 9N y 291S de LPL, 19W y -1131C de APOA5 y el alelo
�4 de APOE se asociaron significativamente con un efecto
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