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Introduccion

1. INTRODUCCION
1.1. LAPLAQUETA

De los tres elementos formes presentes en la sangre, los ultimos en ser
descubiertos fueron las plaquetas. El retraso de su hallazgo se debid, entre otros
factores, a su pequefio tamafio, inferior a todas luces al de los eritrocitos y leucocitos,
ademas de los poco avanzados microscopios que habia por aquel entonces y la
capacidad de las plaquetas para agregarse. En los primeros afios después de la invencién
del microscopio, se describid en varias ocasiones la existencia de particulas diminutas
en la sangre. Entre estos observadores, habria que destacar Antonio van Leewenhoeck
(1632-1723), que al estudiar gotas de sangre, describié los glébulos rojos mencionando
a su vez otras particulas de menor tamafio, que podian adherirse unas a otras. Sin
embargo, no prestd mayor atencion a estas particulas y, de hecho, no se molesto en
asignarles nombre alguno. Por otro lado, el inglés William Hewson (1739-1774) aporto
grandes conocimientos acerca de la composicién y la coagulacién de la sangre. En este
sentido, describi6 la coagulacién como una propiedad que el plasma poseia, y observo
la existencia de una sustancia que precipitaba por calentamiento a 50° C. Hewson le
puso el nombre de “linfa coagulable”, aunque esta sustancia no era otra mas que el
fibrindgeno. A su vez, Hewson realiz dos observaciones importantes que ayudarian al
posterior conocimiento de las plaquetas: Por una parte, describié como, tras la adicion
de sulfato de sodio y otras sales a la sangre, ésta no se coagulaba y, por otra parte,
observo que al diluir la sangre con agua, se producia la destruccion de los globulos, algo
que no ocurria si en vez de agua afiadia suero fisioldgico a la dilucién (1,2). A lo largo
del siglo X1X, numerosos observadores describieron la presencia en la sangre de otros
corpusculos mas pequefios que los glébulos rojos y los glébulos blancos, aunque habia
mucha incertidumbre sobre su génesis y funcién. Existian diferentes hipotesis al
respecto, desde su condicion de productos de desintegracion de los otros elementos
formes, hasta su condicion de elementos precursores de los eritrocitos. E incluso

Ilegaron a ser confundidas con bacterias (1-4).

Si pensamos en una plaqueta podriamos creer que se trata de una célula normal.
Nada mas lejos de la realidad, puesto que las plaguetas son particulas enucleadas con
rasgos celulares que derivan de los bordes de los megacariocitos de la médula 6sea (5,6)

en un proceso regulado por la hormona trombopoyetina. Sin embargo, en la literatura
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muchas veces se sigue haciendo referencia a la plaqueta como una célula. El
descubrimiento de la plagueta se atribuye tanto al francés Alfred Donné (1801-1878)
(Figura 1), como al médico inglés George Gulliver (1804-1882). El término plaqueta
deriva de la palabra francesa “plaquette”, siendo Geroge Hayem uno de los primeros en
emplear este término, en 1883 (7). El primer aislamiento de plaquetas data, por tanto,
del siglo XIX y se debe a Giulio Bizzorero (1841-1901), que identificd la hemostasia y

la trombosis como procesos analogos.

Figura 1. Alfred Donné (1801-1878)

1.1.1. FUNCION PLAQUETARIA

Las plaquetas son elementos circulantes presentes en la sangre de todos los
mamiferos, constituyendo el 70% del numero total, ya que el 30% restante se localiza en
el bazo. Las plaquetas desempefian un papel fundamental en la hemostasia, iniciando la
formacion de coagulos. De esta manera, podemos encontrar dos situaciones opuestas: si
el numero de plaquetas es demasiado bajo, se pueden desarrollar hemorragias excesivas
pero, por otra parte, si el niumero de plaquetas es demasiado alto, se pueden llegar a
formar coagulos sanguineos con el consecuente desarrollo de trombosis. La formacién
de coagulos puede provocar la obstruccién de los vasos sanguineos dando pie a un
accidente cerebro-vascular, infarto agudo de miocardio, embolismo pulmonar y el
bloqueo de vasos sanguineos en cualquier otra parte del cuerpo. Cualquier anormalidad
o enfermedad de las plaquetas es denominada trombocitopatia, y puede deberse a un
numero reducido de plaguetas (trombocitopenia), a un déficit en su funcion
(tromboastenia), 0 a un incremento en el nimero (trombocitosis). Existen desordenes
que pueden reducir el nimero de plagquetas, como la PTI, los cuales causan problemas

hemorréagicos. Por otra parte, otros desérdenes como la trombocitopenia inducida por
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la heparina, pueden causar trombosis o coagulos en lugar de hemorragia. La
trombopoyetina, ademas de estar implicada en la generacion de la plaqueta a partir del
megacariocito (Figura 2), como ya se ha comentado al principio de esta tesis doctoral,
también parece desempefiar un importante rol en la reversion de la trombocitopenia. En
este sentido, las plaquetas estan consideradas como elementos altamente especializados

que juegan un papel fundamental en diferentes procesos cardiovasculares (8).

.

Célula Madre P o
Hematopoyética romegacariocito
. '
Megacariocito
Plaqueta

Figura 2. Formacién de las plaquetas a partir del megacariocito.

Las plaquetas poseen una vida media de aproximadamente diez dias, siendo su
concentracion normal de 150000 a 420000/pl. Su diametro y grosor normal es de
3,6£0,7 um y 0,9£0,3um, respectivamente. EI VPM es de 7,06+4,85 femtolitros,
aunque este VPM puede verse incrementado en caso mayor demanda de trombopoyesis,
como puede ocurrir en situaciones de trombocitopenia. Por otro lado, el VPM

disminuye con la edad de las plaguetas.
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1.1.2. ESTRUCTURA Y COMPOSICION PLAQUETARIA

Desde un punto de vista estrictamente morfologico, las plaguetas son estructuras
muy sencillas. Sin embargo, desde un punto de vista funcional, presentan una actividad
fisioldgica verdaderamente compleja. En la plaqueta pueden diferenciarse cuatro zonas

mediante microscopio electronico:

a) Zona periférica: Esta formada por la membrana plasmatica y

glicoproteinas que se encargan de desempefiar funciones especificas.
b) Zona gelatinosa: Esta formada por la matriz citoplasmatica.

C) Zona de organulos: Contiene diversos organulos, como mitocondrias,
ribosomas, Aparato de Golgi y granulos de distintos tipos, que seran

descritos en apartados posteriores.

d) Sistema de membranas: Es una zona formada por canaliculos y
tibulos densos que le dan a la plaqueta un aspecto de estructura
esponjosa.

1.1.2.1. La zona periférica de la plagueta.

Las plaquetas poseen toda una coleccién de proteinas de membrana que se
encuentran embebidas en la bicapa lipidica. Se estima que mas de la mitad de las
proteinas interaccionan de manera directa o indirecta con diferentes membranas
celulares (9,10).

Las proteinas de la membrana plasmatica de la plaqueta, al igual que las de
cualquier otro tipo celular, se clasifican en integrales o periféricas (Figura 3). Las
proteinas integrales estdn embebidas de forma permanente en la membrana y se dividen
a su vez en proteinas transmembrana, que atraviesan la totalidad de la membrana, o en
proteinas monotopicas, que se encuentran embebidas de forma permanente en una de las
dos caras de la membrana. Paralelamente, las proteinas transmembrana se dividen en
bitopicas o politopicas, segun contengan uno o mas dominios transmembranales,
respectivamente. Todas las proteinas transmembrana poseen un dominio hidrofébico
con estructura en a-hélice o lamina-B (11). Por otro lado, las proteinas periféricas se
asocian solo de forma temporal con los lipidos de membrana o con proteinas integrales

mediante interacciones hidrofdbicas, electrostaticas o no covalentes (10). Muchas de las
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interacciones que experimentan las proteinas periféricas con la membrana plasmatica
son consecuencia de la activacion celular como resultado de un cambio en la
composicion lipidica de la membrana o a través de una modificacion post-traslacional
de una proteina integral de membrana. Por ejemplo, la fosforilacion en un residuo de
tirosina de la proteina integral de membrana llamada adaptador LAT permite el
reclutamiento de proteinas fosfolipasas citosolicas con dominios SH2, Cy2, Grb2 y
Gads a la superficie citosolica de la membrana plasmatica (12). De manera similar,
niveles aumentados de fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3) en la superficie
intracelular de la membrana plasmatica permite el reclutamiento de proteinas citosolicas
con dominios PH, mientras que una expresion elevada de fosfatidilserina en la
superficie extracelular de la membrana plasmatica recluta componentes de la cascada de

la coagulacion (13).

Las proteinas transmembranales se clasifican en tres grupos funcionales

principales: receptores, transportadores y enzimas (10).

- Receptores: Median las respuestas celulares por union de un ligando.
Estos receptores pueden pertenecer a cuatro superfamilias diferentes:
Receptores acoplados a proteinas G, inmunoglobulinas y receptores
relacionados, receptores tipo tirosina quinasa y receptores depositarios

y relacionados.

- Transportadores: Mueven sustancias a través de las membranas
siguiendo gradientes electroquimicos o0 consumiendo energia
procedente de reacciones quimicas. Los hay de tres tipos: canales,

transportadores de solutos y transportadores activos.

- Enzimas: Se clasifican en oxido-reductasas, transferasas, hidrolasas,

liasas, isomerasas y ligasas.

El conocimiento de toda la coleccion de proteinas que poseen las plaquetas
sobre su superficie, ya sean activadas o en reposo, se antoja interesante para comprender
como desempefian las plaquetas todas sus funciones bajo condiciones fisiologicas o
patolégicas. Entre estas proteinas de membrana, se encuentran las diferentes

glicoproteinas, localizadas en la zona periférica de la plaqueta, como ya se ha descrito.

10
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Glicoproteinalinear
Proteina periférica \L Proteinatransmembranal

Proteina de superficie

Figura 3. Proteinas de la membrana plasmatica plaquetaria.

1.1.2.1.1. Glicoproteinas plaquetarias

Las glicoproteinas de membrana participan en una gran cantidad de
interacciones para lograr la adhesividad entre células y funcionan como receptores de
sefiales procedentes del exterior de la plaqueta. La recepcion de estas sefiales en forma
de ligandos especificos permite y facilita la interaccion célula-célula, desencadenandose
asi la respuesta plaquetaria. Las glicoproteinas plaquetarias se clasifican en funcion de
su movilidad electroforética. Existen distintas glicoproteinas plaquetarias, por lo que a

continuacidn se describirdn las que, por una razon u otra, sean mas relevantes.

1.1.2.1.1.1. Glicoproteina plaquetaria IB

La GPIb est4 localizada en la superficie externa de la membrana plasmatica,

existiendo aproximadamente unas 25000 moléculas por plaqueta, y contiene cuatro

11
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subunidades diferentes (GPIb-alfa, GPIb-beta, GPIb-1X y GPIb-V). Esta glicoproteina
es la responsable de la carga negativa presente en la superficie de la plaqueta.
Posteriormente describiré mas a fondo el papel que desempefia esta glicoproteina.

1.1.2.1.1.2. Glicoproteina plaquetaria I1b-1l11a

La GPllb-llla, dada su condicion de heterodimero, se compone de dos
subunidades diferentes, alfa (GPIIb) y beta (GPIlla), ambas producto de genes distintos.
Esta glicoproteina de membrana representa el 2% de las proteinas plaquetarias totales y
en las plaquetas en reposo existen aproximadamente 50000-80000 complejos. El
complejo Ilb-I1la funciona como receptor del fibrindgeno y del FYW s6lo después de la
activacion de la plaqueta.

1.1.2.1.1.3. Glicoproteina plaquetaria la-11a
La glicoproteina la-lla es un factor fundamental en la adhesion de las plaquetas
al endotelio lesionado, ya que su funcion es actuar como receptor de colageno, tanto

fibrilar como no fibrilar.

1.1.2.2. La zona de organulos

Como ya se ha mencionado, las plaquetas poseen en su interior granulos con
moléculas muy potentes (14,15), a pesar de su nula capacidad de sintesis proteica.
Existen cuatro tipos de granulos de almacenamiento en la zona de organulos de la

plaqueta (Figura 4), a saber:

- Granulos densos.
- Granulos alfa
- Lisosomas

- Proteinas granulares de dificil localizacion.

12
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PLAQUETA

Fibrinogeno

FYW IeG o VW

Coligeno .
Fibronectina

Sistema
microtubular

Enzimas
lisosomales
Fosfatasa acida, Trombina Trombospondina

g(}'?acto; ld;s;"  F Coligeno Granulos alfa

glicerofosfatasa - ; o
Granulos densos PF4, FTromboglobulina, FCDF,

ADP ATP calcio, Fibrinogeno, FvIV, Fibronectina,

pirofosfatoe, serotonina Trombospondina, Factor 1] Albumina, P-

selectina, IAP-1, Proteina C, Factores de
crecimiento plaquetarios, Factor de
crecimiento transformante, Antiplasmina,
aZ-macroglobulina, Gp Iib/Illa y Gp Ib,
al-antitripsina

Figura 4. Contenido de los granulos plaquetarios

1.1.2.2.1. Granulos plaquetarios

Los granulos « almacenan proteinas especificas de las plaquetas, como B-
tromboglobulina y factor 4 plaquetario, ademas de otras que son constituyentes
normales del plasma, como el fibrinégeno, la proteina S y el factor V. EI FvW,
localizado también en la estructura tubular de la plaqueta, es una glicoproteina de alto
peso molecular, esencial en la adhesion plaquetaria, que ademas se encuentra en la zona

periférica de estos granulos alfa.

Los granulos densos almacenan nucle6tidos de adenina no intercambiables con
aquellos que estan implicados en el metabolismo general de la célula, en forma de ADP
y ATP, y constituyendo un complejo con iones de calcio y pirofosfato. En estos

granulos densos se pueden encontrar también grandes cantidades de serotonina, la cual

13
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tiene una accidn sinérgica con otros agentes a la hora de activar las plaquetas y modular

el tono y la integridad vascular (16).

Llegados a este punto resulta interesante pararse a pensar como se produce la
secrecion del contenido de los granulos de la plagueta. La secrecion de los granulos de
las plaquetas se produce mediante la fusion del granulo con las membranas del sistema
de conexidn a la superficie en un proceso que requiere de la presencia de iones calcio y

de una fosfolipasa dependiente de calcio.

1.1.3. BIOLOGIA MOLECULAR DE LA PLAQUETA: MECANISMOS DE
ACTIVACION PLAQUETARIA.

Las plaquetas se encargan de mantener la integridad de la vascularizacion en
condiciones fisiologicas, evitando aumentos tanto en la fragilidad como en la
permeabilidad vascular (17,18). En la hemostasia interaccionan por lo menos tres
sistemas biologicos: los componentes de la pared vascular, las plaquetas y las proteinas

de la cascada de coagulacion sanguinea (Figura 5).

A la hora de estudiar el proceso de formacién del trombo plaquetario se pueden
diferenciar cuatro etapas en las que ocurren diferentes mecanismos no del todo

conocidos:

1) Frenado de las plaquetas circulantes sobre la pared vascular contra la

corriente del flujo sanguineo que las empuja.
2) Activacion y adhesion firme de la plaqueta a la pared del vaso.

3) Union de mas plaquetas a las ya adheridas, que seria la fase de crecimiento

del trombo.

4) Estabilizacion del trombo.

14
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Dafio tisular

N\

Espasmo vascular

N TROMBO
PLAQUETARIO

Activacion del sistema
de la coagulacién

Ca2+

Activador protrombina

!

PROTROMBINA » | TROMBINA
Ca2t 1
Fibrin6geno » Fibrina
Plasmindgeno /
—_— —» Plasmina Retraccion del coagulo
=
Fibrinoligis Reparacion del vaso

Figura 5. Formacion del trombo plaquetario en respuesta a dafio tisular

1.1.3.1. Adhesion plaguetaria

1.1.3.1.1. El rol de la GPIbg, el colageno y el FVW.

Bajo condiciones normales de circulacion sanguinea, las moléculas como el NO
(19) y la PGI, (20) liberadas desde células endoteliales sanas pueden producir
inhibicion de la activacion plaquetaria. Sin embargo, cuando se ocasiona un dafio en el
endotelio, se produce una interrupcion en el mecanismo inhibitorio de la activacion de
la plaqueta. De esta manera, la matriz subentotelial, dada su condicion proinflamatoria,
gueda expuesta, lo que da pie a toda una serie de eventos que derivan, en primera
instancia, en la adhesion de las plaquetas a la zona dafiada. Por tanto, queda bien claro
que la activacion plaguetaria se produce cuando se desencadena una respuesta contractil
en los vasos lesionados y, al mismo tiempo, las plaquetas se adhieren a componentes

subendoteliales, fundamentalmente colageno.
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En este sentido, la acumulacion de plaquetas en la zona dafiada o disfuncional
del endotelio en la pared arterial inicia la formacion del trombo (21). Posteriormente, se
forman y liberan sustancias vasoactivas que favorecen el proceso de agregacién
plaquetaria y se pone en marcha una reaccion en cascada al activarse a su vez otras

plaquetas.

Como ya se ha descrito, las glicoproteinas de membrana presentes en la zona
periférica de la plaqueta actian como receptores que captan sefiales externas y median
un amplio nimero de interacciones de adhesividad celular, permitiendo las
interacciones entre células a traves de la union a sus ligandos especificos, algo que, en
ultima instancia, desencadena la respuesta plaquetaria. La GPIba es un componente
muy importante de este mecanismo, ya que participa en esta fase inicial de la activacion
plaquetaria permitiendo el frenado de las plaquetas. Esta glicoproteina se expresa de
manera constitutiva en la membrana de la plaqueta, encargandose de iniciar el proceso
de adhesion plaquetaria a traves de su unién al colageno y al FvW (22). Por otra parte,
GPIba también actiia como principal receptor para una proteina que se encuentra en la
superficie de los leucocitos activados, la proteina denominada Mac-1, y es a través la
interaccion entre ambas cuando se produce la union entre la plaqueta y el leucocito,

fundamental en la respuesta inflamatoria mediada por la plaqueta.

El FvW es una proteina multimérica sintetizada a partir de una forma precursora,
pre-pro-FVW (Figura 6), tanto por las células endoteliales donde es almacenada en los
Ilamados cuerpos de Weibel Palade y desde los que se libera a la circulacion, como por
los megacariocitos donde, como ya se ha mencionado, se almacena en los granulos a. El
FVW tiene dos funciones bioldgicas principales bien establecidas: Una de ellas es
mediar la adhesion y agregacion de las plaquetas, y la otra actuar como consorte para el
factor VIII de la coagulacion sanguinea. Recientemente, se han atribuido otras

funciones al FvW (23,24), entre ellas:
- La angiogénesis.

- La proliferacion del muasculo liso.

La metastasis de células tumorales.

La respuesta inmunitaria.
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Tanto el tamafio como la conformacion del FvW se pueden ver modificados por
factores genéticos y medioambientales, incluyendo la accion de la proteasa
ADAMTS13 y de la glicoproteina adhesiva trombospondina-1 (TSP-1).

Péptido sefal (22 aa) ADAMTS13
FVIII GPlba Colageno GPllb/1lla

Pre-Pro-FvW

Subunidad madura
Propéptido (741 aa)

Pre-Pro-FvW

Cromosoma 12 NOCCO-@SSOIGOO-C  ((HCHMDGA-O0COMEI (H{IH0000/000-006.00000000
Nucleo ?/\_ 1/ Secrecion

Aparafo de Golgi AIm%iento Ry -clon

"—E/'\—— Nueva proteina pre-pro-FvW traslacionada

Figura 6. Sintesis del FvW

¢ Como contribuye el FYW a la adhesion plaquetaria? EI FvW se embebe en las
fibras de colageno, concretamente del coladgeno de tipos I, Il 'y VI, por lo que, en
aquellos vasos en los que exista alto estrés de rozamiento, el FvW va a ser fundamental
para disminuir el flujo rapido de las plaquetas a través de la interaccion de su dominio
Al con GPIba. En este sentido, las proteinas localizadas en la pared vascular, y
fundamentalmente el colageno, inducen la activacion de las plaquetas y su adhesion a la
pared, con el fin de que el colageno y el FYW formen una especie de unidad funcional
para la generacion inicial del trombo. Esta union inicial es transitoria e inestable, pero es
suficiente para reducir la velocidad del transito de plaquetas y el FYW contribuye a
dicha captacion inicial de plagquetas sobre la superficie del vaso. Gracias al colageno, se

permite la consolidacion de una union mas estable con las plaquetas y se puede concluir
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que es precisamente esa interaccion transitoria entre el FYW y la GPIba la que va a

permitir la "rodadura™ de las plaquetas por la zona dafiada del vaso.
1.1.3.1.2. La integrina olIbf3.

El receptor mas abundante en la plaqueta es otra glicoproteina, la integrina
allbp3 (GPIIb/Illa), de la que existen aproximadamente 50.000-80.000 unidades en la
superficie de cada plaqueta. En este receptor heterodimérico las subunidades GPIIb y
GPllla se unen mediante union no covalente (25). A pesar de que la mayoria de las
GPIIb/1lla se encuentran en la superficie plaquetaria, existe sélo una pequefia parte
almacenada en los granulos o y en el sistema canalicular de la plaqueta, el cual se
conecta a la membrana externa de la misma. La GPI1Ib/llla desempefia una funcion muy

importante en la adhesion de la plagueta a la pared vascular.

1.1.3.2. Activacién plaquetaria

Tras producirse la adhesion transitoria de las plaquetas, su activacion ocurre en
dos rapidas fases que se amplifican mediante un mecanismo de retroalimentacién

positivo y concluyen en una agregacion irreversible:

- Fase 1: Esta primera fase se inicia por union del colageno a GPVI,
induciendose la rapida activacion de una casacada de proteinas
quinasas. Esta cascada da lugar a numerosos eventos de sefializacion
gue permiten el cambio de forma de la plaqueta y la secrecion de
numerosos factores de retroalimentacion positiva.

- Fase 2: La segunda fase consiste en una activacion "corriente abajo™ de
estos y otros factores, reclutandose mas plaquetas y produciéndose la
agregacion de las mismas (26-31).

1.1.3.2.1. GPVI e integrina a2p114.

Durante la interaccion de la plaqueta con el coladgeno actlan dos receptores
plaquetarios. Uno de ellos se acaba de mencionar y participa en la Fase 1 de la

activacion plaquetaria, GPVI, y el otro es la integrina o23114.
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GPVI es un receptor activador especifico de la plaqueta. La via de sefializacion
de GPVI ha sido objeto de numerosas investigaciones descritas en la literatura cientifica
(31-34). Se ha descrito que las plaquetas deficientes en GPVI no son capaces de
agregarse en presencia de coladgeno. Cuando GPVI se une al colageno provoca la
formacion de un racimo de receptores, seguida de la fosforilacion de la cadena y del
receptor Fc (FCR) que esta asociado mediante union no covalente. Existen dos residuos
de tirosina altamente conservados localizados dentro del motivo inmunoreceptor
activador basado en tirosina (ITAM) de la cadena y del receptor Fc que son fosforilados
por quinasas de la familia Src, concretamente Fyn y Lyn (35). Fyn y Lyn permiten el
acoplamiento de la tirosina quinasa Syk a través de dos dominios de homologia Src 2
(SH2), lo que desencadena la ya mencionada cascada de quinasas (27-30). Syk se
autofosforila en numerosos residuos de tirosina e induce la fosforilacion de residuos de
tirosina presentes en la proteina enlazadora para la activaciéon de células T (LAT) (36-
38). LAT acta como un sistema de andamiaje para moléculas de sefializacion como la
fosfolipasa Cy2 (PLCy2) y la fosfatidilinositol 3-quinasa (P13K). PLCy2 cataliza la
conversion de fosfatidilinositol 4,5-difosfato a inositol 1,4,5-trifosfato y diacilglicerol,
disparando un aumento en los niveles de calcio intracelular. La concentracion
aumentada de calcio desencadena la secrecion de granulos o y granulos densos (31-33).
Como ya se ha descrito previamente, los granulos o y los granulos densos contienen
fibrindgeno, FvW, factores de coagulacion V y XIIlI, ADP y serotonina. Dichos

granulos acttan de forma autocrina y paracrina para estimular las plaquetas (31,38-42).

Por otra parte, PI3K cataliza la conversion de fosfatidilinositol 4,5-difosfato a
fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato. Este lipido fosforilado recluta proteinas dependientes
de quinasas y proteina quinasa B (PKB), también conocida como Akt, siendo activadas
para inducir la sefializacion que terminara produciendo un aumento en la afinidad del

receptor de fibrindgeno, la integrina allbp3 (36, 42,43-47).

En ultima instancia, la activacion de las plaquetas mediada por GPVI concluye
con una firme adhesién de las plaquetas y la secrecion de las sustancias procoagulantes
y proinflamatorias que contienen, lo que hace que el trombo crezca y se consolide su

formacion.

Los factores secretados por las plaquetas actian ejerciendo un mecanismo de

sefializacion que se retroalimenta positivamente para atraer mas plaquetas que permitan
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el crecimiento del trombo. En este sentido, la agregacion plaquetaria es un proceso de
reclutamiento de nuevas plaquetas que sigue al depdsito previo de otras plaquetas sobre
el FYW vy el colageno. Aqui tiene cabida una sencilla pregunta: ;Como es posible? Es
posible gracias a la acumulacion local de agonistas de la activacion de las plagquetas
debida a su secrecion desde las plaquetas ya adheridas a la pared del vaso. Estos
agonistas son, entre otros, el ADP, el TxA,, adrenalina y trombina, cada uno de los
cuales se une a receptores especificos en la superficie de la membrana plasmatica
plaquetaria. EI TxA, liberado se une a receptores de prostaglandina-tromboxano,
contribuyendo a la activacion plaquetaria por retroalimentacion positiva (48,49). Estos
agonistas y sus receptores acoplados (50) seran explicados con detalle en el apartado
1.1.4 de esta tesis doctoral, en el que se tratan los mecanismos de interaccion plaqueta-

plaqueta.

1.1.3.3. Agregacion plaguetaria. La propagacion del trombo

En la etapa final se produce la activacion de receptores allbB3 que posibilitan la
unién del fibrindgeno y también del FvW, lo que permite el establecimiento de puentes
estables entre las plaquetas. Muchas vias independientes de sefializacion, como aquellas
estimuladas por colageno, trombina, ADP, y tromboxano A,, aumentan la afinidad de
allbB3 por su ligando a través de un proceso denominado sefializacion dentro-fuera
(26). La elevada afinidad de alIbp3 media la interaccion plaqueta-plaqueta a través de la
interaccién bivalente con fibrindgeno o con FvW, formando un agregado. Ademas de
mantener juntas a las plaquetas, la union del receptor con su ligando produce la
sefializacion *“dentro-fuera”, lo que desencadena la amplificacion de la activacion
plaquetaria (51,52). La sefializacion “dentro-fuera” permite que se produzca la
remodelacion del citoesqueleto de actina de la plaqueta, lo que se traduce en el
consecuente cambio de forma de la misma junto con la formacion de filopodios,
lamelipodios y, en dltima instancia, la extension de la plaqueta (52,53). Los
mecanismos de sefializacion relacionados con la retraccion del coagulo, la estabilizacion
del trombo y la reparacion de la herida reciben una atencion especial que queda

recogida en la literatura.
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1.1.3.3.1. CD40L

En el proceso de estabilizacion del trombo participan también otras moléculas,
siendo CD40L una de las mas destacadas e importantes en dicho proceso. CD40L es
una glicoproteina que se almacena en los granulos plaquetarios que se empieza a
expresar en la superficie plaquetaria una vez ha ocurrido la desgranulacién. El receptor
para CD40L, tanto el soluble como el que esta unido a la superficie de la plaqueta, es
CD40. Esta molécula se expresa, entre otros tipos celulares, en linfocitos B, neutrofilos,
monocitos, otras plaquetas, células endoteliales, células dendriticas, fibroblastos y
células de masculo liso vascular. Pese a que el rol que desempefia esta interaccion
CD40L-CD40 no es del todo bien conocido, si se sabe por otro lado que la interaccion
de CD40L presente en la plagueta con el CD40 localizado en células endoteliales es
capaz de estimular la expresion y liberacion de moléculas inflamatorias (54). Por otra
parte, la cuando el CD40L expresado en las plaquetas interacciona con las células
endoteliales de origen coronario se produce una disminucion en la capacidad que tienen

estas células de liberar NO, hecho que en consecuencia aumenta el estrés oxidativo (55).

1.1.4. MECANISMOS DE INTERACCION PLAQUETA-PLAQUETA.

La activacion plaquetaria inicial tiene que transmitirse al mayor nimero posible
de plaquetas. Esta transmision se logra a través de diferentes mecanismos cooperativos
que dan pie al fenomeno denominado reclutamiento plaquetario. En este sentido, el
término “agregacion” se refiere a la unién o interaccion de una plaqueta con otra. Este
proceso se produce por el estimulo generado por agonistas, siendo los mas importantes

el ADP, la adrenalina, la trombina y el colageno (Figura 7).
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Matriz subendotelial

C¢lula endotclial Txd, ADP
Plaqueta

Trombina W

Colageno vl Epinefrina ATP

Plaqueta ;
GPIb

Figura 7. Principales agonistas y proteinas de adhesidn que en la plaqueta participan en el proceso de

selectina

activacion plaquetaria: ADP, ATP, FvW, GPlb, GPI11b/llla, TXA,.

1.1.4.1. El TxA, y su funcion como amplificador de la activacion plaguetaria.

El TxA; es un importante factor de cooperacion que se sintetiza en la plagqueta
(56). El acido araquidonico es el sustrato de la COX-1, siendo esta una enzima que
produce endoperoxidos ciclicos de las prostaglandinas, PGG, y PGH,, como productos
iniciales a partir del dicho &cido araquiddnico. A su vez, y a continuacion, PGG; y
PGH, se convierten en TxA, por accion de otra enzima, la TxA; sintasa (57). Por otra
parte, el TxA, también tiene la capacidad de activar mas plaquetas y de contraer las
células del masculo liso vascular al ser liberado por las plaguetas activadas. Por ende, el
TxA, potencia la agregacion plaquetaria mediante la hidrélisis del fosfoinositido y
elevacion del calcio citosélico. Sin embargo, el modo de actuacién del TxA; no
contempla la penetracion de éste en las células sino que interacciona con receptores
especificos de superficie (Figura 8). Existen datos que dan a entender que la
movilizacion de calcio por accién del TxA, implica una inhibicion de la adenilato
ciclasa y un descenso de AMPc plaquetario. Hay que sefialar como dato importante que
la agregacion plaquetaria inducida por el TxA; es irreversible. Ademas, el TxA,; tiene
también un potente efecto vasoconstrictor (58), lo que condiciona la aparicién de
cambios en el flujo sanguineo que potencian la adhesion plaquetaria y aumentan el
estrés de rozamiento. En las plaquetas y la pared vascular se expresan diferentes
subtipos del receptor de TxA; (59,60).
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TROMBINA

ADP COLAGENO

TxA,
AAS

Estado de no- agregaciénl
Vo
Recep or TxA, Agregacion reversible

>
Agregacion sostenida
*4— EPlIb/la

Agregacion estable

Figura 8. Interaccion de TxA2 con la plaqueta.

1.1.4.2. El ADP como agonista de la activacién plaguetaria.

La propagacion de la activacion plaquetaria también se debe a la participacion
del ADP en el proceso. Esta molécula, ademas de ser liberada desde los granulos densos
de las plaquetas, también se libera por las células endoteliales y por los eritrocitos. El
ADP ejerce su accién a través de su union a los receptores P2Y12, inhibiendo la
adenilato ciclasa para reducir la formacion de AMPc en la plaqueta, lo que facilita su
activacion. Ademas, gracias a la unién del ADP a receptores P2Y1, produce la
activacion de la fosfolipasa C. Los dos receptores a los que se une la molécula de ADP,
P2Y12 y P2Y1, estdn acoplados a proteinas Gq y Gi, respectivamente. Este
acoplamiento con proteinas G tiene gran importancia sobre el efecto que el ADP
produce en las plaquetas ya que, por ejemplo, el receptor Gq es el responsable del
cambio brusco de forma que se produce en la plaqueta. Este cambio de forma que se
produce en la plagueta es dependiente del reordenamiento de los filamentos de actina en
la plagueta acoplados a la activacion de los receptores P2Y1 (61), lo que supone el paso
de una primigenia forma discoidal a una forma esferoide y espinosa con filopodos
largos y especulados (Figura 9). La formacion de pseuddpodos es el resultado de una
actividad contractil parecida a la existente en las células musculares y requiere aporte de

energia. Alrededor del 20% de la proteina plaquetaria es actina. En las plaquetas en
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reposo el 40-50% de la actina es actina F (filamentosa), mientras que el resto es actina
G (monomérica). Tras la activacion, la actina F aumenta hasta el 70-80% con el
correspondiente descenso de la actina G. Esta polimerizacion esta controlada por la
profilina plaquetaria. Asi mismo, a medida que la actina G se transforma en actina F se

incorporan troponina y tropomiosina.

Figura 9. Cambio de forma de la plaqueta.

1.1.4.3. La funcion de la integrina GPIIb/Illa en el mecanismo de agregacion

plaquetaria.
Anteriormente hemos visto que la integrina GPIlIb/llla estd fuertemente

implicada en la activacién plaquetaria, ya que participa en la adhesion de la plaqueta a
la pared vascular. Sin embargo, es obligado sefialar su participacién en la agregacion
plaquetaria. Mediante la interaccion de dos GPIlIb/llla localizadas en plaguetas
diferentes se produce la union de las mismas entre si a través del ligando principal del
heterodimero, el fibrindgeno, que actia como nexo. No obstante, otras moléculas como
la fibronectina, la vitronectina y el FvW se unen también a la GPIIb/l1la (25) a través de
una regién especifica que todas estas moléculas poseen, la llamada region RGD
(arginina, glicina, acido aspartico) (62). La GPIIb/llla reconoce otras secuencias
peptidicas, por ejemplo la region lisina-glutamina-alanina-glicina-aspartato-valina que,
a diferencia de la RGD, sdlo se ha encontrado en la molécula de fibrindgeno. De esta
manera, la acumulacion de plaquetas desencadenada por estos mecanismos da lugar a
un conglomerado plaquetario de tamarfio creciente que continta reclutando méas y mas
plaquetas a medida que éstas llegan al lugar lesionado. Al final se termina produciendo
la oclusion completa del vaso lesionado, hecho que resulta beneficioso desde el punto

de vista hemostatico.
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En los primeros estadios de la activacion de las plaquetas el cambio de forma
plaquetario es reversible pero después una serie de fuertes estimulos hacen que los
organulos se centralicen para dar pie posteriormente a la desgranulacién y liberacion del
contenido de los granulos plaquetarios. De esta manera, el cambio de morfologia que se
produce se vuelve irreversible y se produce la consecuente agregacion plaquetaria. La
secrecion de los granulos contenidos en el interior de la plaqueta se da gracias a la
fusioén de los granulos con la membrana plasmatica y siempre en presencia de calcio. En
este sentido, los microtdbulos organizan un anillo denso alrededor de los organulos que
liberan su contenido a los canales del sistema de conexion a la superficie (63). Como ya
se ha mencionado con anterioridad, los granulos densos liberan, ADP, siendo éste un
potente agregante plaquetario, ATP y serotonina. A su vez, los granulos alfa liberan
factor plaquetario 3, beta-tromboglobulina y factor mitdgeno, los cuales se encargan de

favorecer la agregacion plaquetaria.

1.1.4.4. El papel de la trombina y sus receptores.

La trombina es el agonista plaquetario mas potente. Facilita la produccion de
fibrina desde el fibrindgeno y se une a receptores especificos, los PAR. Cuando la
trombina se une a su receptor, se produce en este Ultimo una liberacion proteolitica que
desencadena la activacion de cuatro tipos distintos de proteinas G que dan lugar a
diferentes sefales en la célula. De los cuatro tipos de PAR que se han descrito hasta la
fecha, en la plagueta se expresan solamente dos, PAR-1 y PAR-4 (Figura 10).
Cualquiera de estos dos receptores puede estimular la agregacion y secrecion

plaquetarias (64,65).
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Figura 10. Los receptores PAR-1 y PAR-4 se expresan en la plaqueta y median la agregacion plaquetaria.

1.1.5. INTERACCION DE LA PLAQUETA CON EL ENDOTELIO Y OTRAS
CELULAS DEL MICROENTORNO VASCULAR.

Existen diferentes tipos de células del microentorno vascular como los
neutrofilos y las células endoteliales, junto con distintas hormonas vasoactivas del tipo
de la adrenalina, vasopresina y endotelina, y otros factores procoagulantes como el
PAF, que participan en la interaccion con la plaqueta. Las plaquetas poseen efectos
proinflamatorios al interaccionar con los neutréfilos a través del metabolismo

transcelular (66).

En este proceso, gracias a su interaccion con los neutrdfilos, el endotelio
desempefia una funcion moduladora (67). Simultdneamente, el endotelio puede
interactuar con las células de la sangre para asi impedir la agregacion plaquetaria,
modulando de este modo tanto la quimiotaxis como la adherencia de los neutrofilos. En
este sentido, se precisa la expresion de integrinas en la superficie de los dos tipos
celulares (68).
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Existe ademéas toda una cascada de estimulos procedentes de la inmensa
variedad de células del microentorno vascular que debe sumarse a la reaccion de
liberacion de las plaquetas activadas. Por otra parte, todo el proceso se ve condicionado
por la activacion del sistema de la coagulacion (trombina) y la presencia de hormonas
vasoactivas circulantes (adrenalina, vasopresina), neutrofilos activados y macrofagos.
Por ende, esta interrelacion entre elementos de diferente origen conduce en ultima
instancia a la agregacion plaquetaria y a la formacion de un trombo que ocluira luz
vascular (69). En este sentido, en la actualidad se considera que todas estas
interacciones son multicelulares. Este hecho se traduce en que la trombogénesis no solo
se va a deber al sistema de la coagulacion sanguinea y las plaquetas, sino que existen
otros elementos celulares del microentorno vascular implicados que participan de

activamente en la misma, a saber: células endoteliales, eritrocitos y neutrofilos.

1.1.6. ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR Y LA PLAQUETA

En la mayoria de los casos, el desarrollo de un trombo rico en plaquetas en una
placa aterosclerotica es la causa subsiguiente de episodios cardiovasculares agudos,
incluyendo enfermedad coronaria (infarto de miocardio) y choque isquémico. La
aterosclerosis es una enfermedad cronica muy compleja fuertemente unida con
dislipemia, hipercolesterolemia e inflamacion. Es una enfermedad que requiere décadas
para ir en progresion desde el inicio de la formacion de la placa aterosclerotica. Las
placas vulnerables pueden sufrir una rotura que desencadene el taponamiento de los
vasos sanguineos. Las plaquetas pueden ser factores importantes en el inicio, progresién

y resultado de la enfermedad.

1.2. TRATAMIENTO ANTIPLAQUETARIO: ASPIRINA
1.2.1. HISTORIA DE ASPIRINA

La corteza del sauce blanco (Salix alba) se ha empleado desde tiempos
inmemoriales para aliviar la fiebre y el dolor. Este uso se remonta incluso a los tiempos
de Hipdcrates, que vivido 460 afios antes de Cristo, o de ciertos pueblos

hispanorromanos. Posteriormente, otros autores antiguos como el naturalista Plinio el
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Viejo, el médico y farmaceutico Dioscérides o el célebre médico Galeno (Figura 11),

siguieron haciendo referencia a los efectos medicinales del sauce blanco.

Figura 11. El célebre médico Galeno.

En la época moderna post-renacentista, el reverendo de la Iglesia de Inglaterra,
Edward Stone, presentd en 1763 un informe a la Real Sociedad de Ciencia Inglesa en el
que trataba las propiedades de la corteza de sauce blanco destacando especialmente el
efecto antipirético que poseia (70). En su informe, Stone describia que habia
administrado el extracto en forma de infusién o cerveza a unos 50 pacientes enfermos
en los que, posteriormente, habia aliviado su fiebre (71,72). Afos mas tarde,
concretamente en 1828, Johann Buchner, profesor de Farmacia en la Universidad de
Munich, consiguid obtener a partir de la corteza de sauce una sustancia de sabor amargo
y color amarillento en forma de pequefias agujas cristalinas. Habia aislado pues el
principio activo de la corteza, al que bautizé con el nombre de salicina. Dos afios antes
de este descubrimiento, los italianos Brugnatelli y Fontana habian aislado ese mismo
extracto pero la sustancia que habian obtenido era tan sumamente impura que les fue
imposible demostrar los efectos farmacologicos de la corteza de sauce. En 1829, un
farmacéutico francés, Henri Leroux, mejord el método de aislamiento de la salicina
obteniendo 30 gramos de principio activo por cada 1,5 kilogramos de corteza. Més
tarde, Rafaelle Piria, un quimico italiano que trabajaba en la Sorbona de Paris, obtuvo
acido salicilico en estado puro tras la hidrolisis y oxidacion del salicilaldehido obtenido

de la escision de la salicina en este compuesto aromatico y en un azucar. En 1853, el
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quimico francés Charles Frederic Gerhardt neutralizo el acido salicilico con sodio y
acetilclorhidrico formando é&cido acetilsalicilico, aunque termind abandonando su
descubrimiento. En 1897, fue el quimico aleman Felix Hoffmann (Figura 12), que
trabajaba para la compafiia alemana Bayer, el que redescubrio la formula de Gerhardt
para aislar acido acetilsalicilico, administrandosela después a su padre para tratar sus
dolores artriticos. En 1949, Arthur Eichengriin, jefe directo de Hoffmann, publicé un
articulo reivindicando el descubrimiento, aunque los historiadores cientificos ignoraron
este hecho hasta 1999, cuando las investigaciones de Walter Sneader, de la Universidad
de Strathclyde, Glasgow, concluyen que efectivamente es Eichengriin quien tuvo la idea
de sintetizar el acido acetilsalicilico. Finalmente, Aspirina fue el nombre comercial con
el que los laboratorios Bayer bautizaron esta sustancia (73), pasando a ser el primer
farmaco del grupo de los antiinflamatorios no esteroideos, AINEs. Corria el afio 1971y
el farmacologo britanico John Robert Vane, empleado por aquel entonces del Colegio
Real de Cirujanos de Londres, pudo demostrar que la aspirina suprime la produccién de
prostaglandinas y tromboxanos. Este descubrimiento por parte de Vane fue el que abrio
la posibilidad del uso de bajas dosis de aspirina para ser empleada como antiagregante
plaquetario, lo que ampliaria copiosamente su campo comercial. Finalizada la primera
Guerra Mundial, la marca "Aspirina" fue expropiada en los paises vencedores,
fundamentalmente Inglaterra, Estados Unidos y Francia, de forma que el nombre
genérico de la aspirina pasé a ser “aspirin”. A dia de hoy, la aspirina es uno de los
farmacos mas ampliamente utilizados usados en todo el mundo, con un consumo

estimado de 40.000 toneladas métricas anuales.

Figura 12. El Felix Hoffman.
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1.2.2. FARMACOCINETICA Y FARMACODINAMICA DE LA ASPIRINA

1.2.2.1. Vias de administracién

La via principal de administracion del acido acetilsalicilico es la via oral, pese a
que también puede ser administrado por via intravenosa o incluso rectal. Los
comprimidos de aspirina administrados por via oral son facilmente hidrolizables al
exponerse al agua o a aire himedo, lo que condiciona su almacenamiento, ya que es

necesario que permanezcan envueltos y protegidos hasta que sean administrados.

1.2.2.2. Absorcién

La aspirina se absorbe de manera rapida en el tracto digestivo a la altura del
duodeno y en la parte superior del intestino delgado. Pasadas 1-2 horas desde la ingesta
de aspirina se produce un pico de maxima concentracién en plasma. Sin embargo,
puesto que la aspirina tiene muy baja solubilidad a pH bajo, siendo este el entorno con
el que se encuentra el farmaco en el estbmago, bajo condiciones de sobredosis se puede

retardar la absorcién del medicamento de 8 a 24 horas.

1.2.2.3. Distribucion

El acido acetilsalicilico se une en forma de salicilato a proteinas plasmaticas en
un porcentaje que supera el 99% y presenta una amplia distribucion tisular, siendo capaz
de atravesar la barrera hematoencefalica y placentaria. La aspirina tiene una vida media

en suero de unos 15 minutos, aproximadamente.

1.2.2.4. Mecanismo de accion de la aspirina

En los mecanismos bioldgicos para la produccion de inflamacion, dolor o fiebre,
intervienen las prostaglandinas que se generan en la zona de la lesion, las cuales acttan
como mensajeros del dolor, informando al sistema nervioso central de la agresion.
Como ya se ha mencionado en esta tesis, el farmaco6logo John Robert VVane demostré en
1971 que el acido acetilsalicilico actuaba blogueando los mecanismos de generacién de
prostaglandinas y tromboxanos (74,75), lo que restablecia la temperatura y reducia el
dolor. Ya hemos descrito previamente que el TxA, se sintetiza y libera por las plaquetas

activadas a partir del &cido araquidénico en respuesta a una amplia variedad de
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estimulos aumentando la capacidad agregante plaquetaria de estos ultimos, hecho que
convierte al TxA, en un amplificador de la respuesta plaquetaria a agentes
protrombdticos como el ADP, la epinefrina o el colageno potenciando su efecto

agregante.

La capacidad que tiene la aspirina para bloquear la produccion de
prostaglandinas y tromboxanos es debida a la inactivacion de una enzima necesaria para
la sintesis de estas moléculas proinflamatorias anteriormente mencionadas, la COX.
Existen dos isoformas diferentes: COX-1 y COX-2 (Figura 13). La isoforma COX-1 se
expresa constitutivamente, lo que significa que existen unos niveles basales en las
diferentes celulas en las que se encuentra, incluidas las plaquetas (76,77). Por el
contrario, la isoforma COX-2 no se expresa bajo condiciones fisioldgicas sino que se
induce rapidamente como consecuencia de un estimulo inflamatorio, lo que favorece asi
la potenciacion y mantenimiento de la respuesta inflamatoria con la produccién de

prostaglandinas (78).

Acido araquidénico

AINEs
AINEs X cox-1 COX cox-2 X Inhibidores COX-2

Constitutiva Inducible

Tejido normal v Inflamacion
Dolor
Cancer

PGH2

PGE; PGFy, PGD, PGl TXA,

Prostanoides
(Prostaglandinas, tromboxanos)

Figura 13. Formacion de prostanoides.
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Pero, ¢ddnde actua exactamente la aspirina sobre la proteina COX? La accion de
la aspirina produce una acetilacion selectiva en el grupo hidroxilo de un residuo de
serina en posicion 529 de la cadena polipeptidica de la COX-1 de las plagquetas
provocando la pérdida de su actividad de manera irreversible (79,80). Por otra parte, hay
que sefialar que la aspirina acetila el residuo de serina 516 por lo que también inhibe la
actividad de la isoenzima COX-2 aunque con una potencia del orden de 170 veces

menor.

1.2.2.5. Efecto antiagregante plaguetario de aspirina

A pesar de que inicialmente se recomienda una dosis de aspirina de 160 mg para
bloguear completamente la COX-1 de la plaqueta, dosis menores del farmaco, del orden
de 81 mg diarios, producen una leve prolongacion en el tiempo de sangrado, que se
duplica si la administracion de aspirina continta durante una semana. ElI cambio se debe
a la ya mencionada inhibicion irreversible de la enzima COX de las plaquetas, por lo
gue se mantiene durante toda la vida de las mismas (entre 8 y 10 dias). La propiedad
antiagregante que posee la aspirina hace que ésta sea util en la reduccion de la
incidencia de infartos en algunos pacientes. En este sentido, la dosis suficiente para

producir la inhibicién de una proporcion adecuada de tromboxano es de 40 mg diarios.

Como ya hemos indicado, el principal mecanismo por el que la aspirina previene
el desarrollo de un trombo plaquetario se produce a través de la inhibicion de la
formacion de TxA, por las plaquetas aunque, no obstante, existen diferentes datos
recogidos en la literatura con los que se sugiere que la aspirina ejerce su efecto
antiagregante plaquetario no s6lo mediante su accion sobre la formacion de TxA, por
las plaquetas (81). En este sentido, conviene recordar que durante el proceso de
generacion de un trombo en la pared vascular se origina una disrupcion o falta de
funcionalidad del endotelio que implica la activacion de otras plagquetas circulantes y su
posterior adhesion a la zona del dafio producido en el endotelio, liberando entonces una
serie de agentes como histamina, serotonina, ADP o el mismo TxA,. Estos agentes
activos favorecen la llegada de mas plaquetas que se irdn sumando al trombo mural.
Pero, ademas, el trombo no solo se compone de plaquetas y polimeros de fibrina, sino
de otras celulas de la sangre como eritrocitos y neutrofilos, tambiéen presentes en el

mismo. El endotelio también tiene participacion directa.
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A dia de hoy se sabe perfectamente que, en respuesta a estimulos fisicos,
quimicos o hemodindmicos, el endotelio vascular es capaz de producir diferentes
factores vasoactivos. Como veremos en el siguiente apartado de esta tesis, un factor
vasoactivo de extrema relevancia es el NO (82), un gas generado en la célula endotelial
mediante el paso metabdlico de L-arginina a L-citrulina por la actividad en el endotelio
de la enzima NOSe (82). EI NO generado, ademas de la accion vaso relajante que sera
descrita con posterioridad, posee también una implicacion directa en el mecanismo
antitrombdtico de aspirina. De esta manera, en el afio 1995 la Unidad de Investigacion
Cardiovascular del Hospital Clinico San Carlos de Madrid demostré que la aspirina
también tiene la capacidad de inhibir la activacion plaquetaria ejerciendo su accién a
través de los leucocitos (83). En estos experimentos se observo que la presencia de
leucocitos no modificaba la agregacion plaquetaria en ausencia de aspirina. Por el
contrario, la presencia conjunta de aspirina y leucocitos si inhibia significativamente la
activacion plaquetaria en respuesta a trombina, potenciando también la inhibicién
plaquetaria que la aspirina es capaz de ejercer ante la estimulacion de las plaquetas por
agentes como la epinefrina o el ADP (83). Puesto que los leucocitos también generan
NO gracias a la actividad de una NOS similar a la que se encuentra en el endotelio, la
aspirina estimula la formacion de NO por el leucocito inhibiendo por este mecanismo la
activacion de las plaguetas (83). Gracias a estos resultados se abrid una nueva
perspectiva de investigacion y se postulé un nuevo, y hasta entonces desconocido,
mecanismo de accion de la aspirina sobre la inhibicion de la agregacion plaquetaria. En
este sentido, la aspirina activaria la produccién de NO por parte del leucocito, el cual
llegaria a la plagueta desencadenando la generacién de GMPc, un segundo mensajero
celular a través del que actta el NO. Asi, se induciria una respuesta antiagregante de las

plaquetas no sélo por la inhibicién de la formacion de TxA..

Posteriormente, en un estudio de 2003 se demostrd que la aspirina también
induce la liberacion de NO por el endotelio, el cual protege a estas células del dafio
inducido por los radicales libres del oxigeno (Figura 14) (84). Ya en el afio 2004, otro
grupo, dirigido por el Dr. Paul-Clark, sugirio que la 15 epi-lipoxina A4 podria guardar
cierta implicacion en la estimulacién de la generacion de NO por aspirina (85).
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Figura 14: Mecanismos de antiagregacion plaquetaria por Aspirina. La aspirina previene la
formacion de TxA, por las plaquetas y estimula la generacion de NO por los neutroéfilos y por el endotelio.

A raiz de la busqueda de mecanismos alternativos segun los cuales la aspirina
inhibe la actividad plaquetaria, se ha sugerido también una accion reductora del efecto

proagregante plaquetario que poseen los eritrocitos (86).

1.2.2.6. Otros mecanismos de accién de aspirina

Como ya se ha mencionado, existen otros mecanismos que contribuyen al
beneficio clinico de la aspirina en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares,
aparte del efecto antitrombotico que el farmaco posee. En este sentido, diversos datos
sugieren de una u otra manera que la aspirina tiene un efecto antioxidante, siendo capaz
de reducir de manera directa la formacion de radicales libres, especialmente la
generacion de ion superoxido. Asi, se ha demostrado que la aspirina, ademés de reducir
la formacion de este i6n también esta capacitada para impedir que el radical hidroxilo
forme derivados 2,3 y 2,5-dihidroxibenzonato. Ademas, la aspirina es capaz de acetilar
los grupos amino de los residuos de lisina en las proteinas, protegiéndolas de la
oxidacion (87).

1.2.2.6.1. Efectos antiinflamatorios

La inflamacion desempefia un importante papel en la patogénesis de diversas
enfermedades cardiovasculares, segin recogen diferentes estudios. Entre estas
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enfermedades se encuentran la angina inestable, la hipercolesterolemia, la
arteriosclerosis o incluso la hipertension, todas ellas con un marcadisimo componente
inflamatorio. En este sentido, y a modo de ejemplo, la angina inestable se caracteriza
por un incremento en los niveles circulantes de fibrindgeno, proteina C reactiva,
proteina amiloide A y diferentes citoquinas durante su fase aguda. Por ende, esta
respuesta inflamatoria aguda se ha utilizado como marcador de mal pronostico en el
paciente con riesgo cardiovascular (88). En relacion a estos hechos, resulta interesante
saber que aquellos pacientes con niveles superiores de proteina C reactiva circulante, y
por consiguiente con un mayor componente inflamatorio, son precisamente los que méas
beneficios obtienen del tratamiento con aspirina a la hora de prevenir un evento

coronario agudo (89).

Antes de profundizar mas quizds deberiamos hacernos una pregunta
fundamental: ¢Estariamos cayendo en una consideracion demasiado simplista al decir
que la inhibicién de la sintesis de prostaglandinas por aspirina es suficiente para
explicar su efecto antiinflamatorio? Se ha mencionado con anterioridad que la aspirina
es un inhibidor no selectivo de ambas isoformas de la ciclooxigenasa, lo que ha
permitido explicar en parte su efecto antiinflamatorio. En este sentido, ya se ha visto en
varias ocasiones que los productos resultantes de la actividad de estas COX contribuyen
a algunas de las manifestaciones de la inflamacion, como el eritema, el edema, el dolor
y la hiperalgesia, siendo estos mediadores mas frecuentemente implicados las
prostaglandinas PGE; y la PGI, (prostaciclina). A pesar de haberse encontrado también
tromboxanos en exudados inflamatorios, su papel esta por establecerse. Las células
implicadas en estos procesos también sintetizan y liberan citoquinas u otros agentes
involucrados en los fendmenos de vasodilatacion, quimiotaxis, etc., que participan en la

respuesta inflamatoria.

Por otra parte, conviene sefialar que el producto metabdlico normal de la aspirina
en el cuerpo, el salicilato, muestra una menor eficacia en la inhibicion de ambas
isoformas de la COX. Los salicilatos no acetilados pueden tener funciones en la
eliminacion de radicales del oxigeno y, mientras que la aspirina inhibe irreversiblemente
la COX-1, modifica la actividad enzimatica de la COX-2 e inhibe la agregacion
plaquetaria, las especies no acetiladas del salicilato no son capaces de producir estas

modificaciones. La COX-2, al ser modificada por aspirina, produce lipoxinas en lugar
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de prostanoides, que tienen efectos antiinflamatorios. La aspirina también interfiere con
los mediadores quimicos del sistema calicreina-cinina, por lo que inhibe la adherencia
de los granulocitos sobre la vasculatura que ha sido dafiada. Ademas, estabiliza los
lisosomas evitando asi la liberacion de mediadores de la inflamacion e inhibe la

quimiotaxis de los leucocitos polimorfonucleares y macrofagos.

Remitiéndonos directamente a la interaccion que se produce entre la plaqueta y
el endotelio, se ha descrito que el hecho de incubar células endoteliales con dosis
elevadas de aspirina produce la inhibicién de la expresion de VCAM-1, asi como de
otras proteinas de adhesion de monocitos, en la superficie de las células endoteliales
(90). Estas proteinas de adhesion facilitan la interaccion entre el monocito y la célula
endotelial contribuyendo al proceso inflamatorio, lo que supone una ayuda para el
monocito cuando tiene que atravesar la barrera endotelial. La aspirina reduce la
expresion de las proteinas de adhesion en la superficie endotelial y en consecuencia
inhibe la activacion de factores de transcripcion, impidiendo que éstos lleguen al nucleo
celular y estimulen la expresiéon de genes que codifican proteinas proinflamatorias. Si
bien se observan efectos antiinflamatorios a dosis altas de aspirina, dosis bajas del
farmaco también pueden reducir esta respuesta. Por ejemplo, se ha descrito que en
ratones ateroscleroticos deficientes en la expresion del receptor de LDL, la
administracion in vivo de dosis bajas de aspirina provoca un decremento en la capacidad
ex vivo de sus arterias aisladas para generar diferentes factores pro-inflamatorios como
ICAM-1, TNF-a 0 MCP-1 (91). En relacion con estos datos conviene destacar un hecho
curioso, y es que aquellos pacientes que habitualmente toman Aspirina muestran unos
niveles circulantes de mediadores proinflamatorios (IL-6) menores que los que no la
toman, en el momento de sufrir un sindrome coronario agudo (92). Por si esto fuera
poco, podemos ligar este hecho a la observacion clinica de que estos mismos pacientes
gue habitualmente toman aspirina en el momento de sufrir un sindrome coronario agudo
es mas probable que se produzca una angina inestable que un infarto agudo de
miocardio (92). Y no debemos olvidar que el grado inflamatorio del paciente
cardiovascular no afecta a la capacidad de las bajas dosis de aspirina de inhibir la

activacion plaquetaria.

Por otra parte, estudios previos han servido para demostrar que la aspirina puede

prevenir la expresién de factor tisular en monocitos y macrofagos previamente
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activados (93). El factor tisular es una proteina que posiblemente sea inductora de la
cascada de la coagulacion. En este sentido, la mayor produccién de citoquinas en
aquellos pacientes que sufren determinadas patologias cardiovasculares se relaciona de
manera directa con el consecuente aumento de expresion de factor tisular en monaocitos
y macrofagos. En este sentido, estos mayores niveles de factor tisular suponen un riesgo
mayor de trombosis y deposito de fibrina, por lo que la aspirina no sélo inhibira la
activacion plaquetaria a traves de los mecanismos que hemos descrito ya en esta tesis,
sino que también podra impedir la formacion de trombos y el dafio tisular a traves de su

efecto antiinflamatorio.

Puesto que las plaquetas tienen capacidad inflamatoria, pueden liberar al exterior
factores como la interleuquina-1 o la quimiocina RANTES. Ademas, las plaquetas no
solo tienen capacidad inflamatoria sino que también son capaces de aumentar la
reaccién inflamatoria de factores pro-inflamatorios como la endotelina-1 (94). Por ende,
segun Lopez-Farré et al el efecto antiinflamatorio de aspirina no solamente es directo
sino que, gracias a su efecto antiplaquetario, es capaz de disminuir la respuesta
inflamatoria (95). En adicién a estos datos, otro estudio (96) ha revelado que el
mecanismo beneficioso de aspirina no quedaria relegado a su efecto antitrombdtico sino
también a su efecto antiinflamatorio a través de la inhibicion de la liberacion del agente
proinflamatorio CD40L que, como vimos en los primeros apartados de esta tesis, es

liberado por plaguetas ademas de otras células.

Considerando todos estos datos, la pregunta formulada al principio de este
apartado obtendria su necesaria contestacion y la inhibicion de la sintesis de
prostaglandinas por la aspirina no seria suficiente para explicar su efecto

antiinflamatorio.

1.2.2.6.2. Efectos analgésicos

La aspirina se muestra mas eficaz al reducir el dolor leve o de moderada
intensidad gracias a sus efectos sobre la inflamacion, siendo probable que pueda inhibir
los estimulos del dolor a nivel cerebral subcortical. Es un &cido orgéanico débil que tiene
al mismo tiempo una funcién de acido carboxilico y de fenol, ya que también se

considera como un orto fenol del acido benzoico.
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1.2.2.6.3. Efectos antipiréticos

La administracién de aspirina sélo afecta de forma ligera a la temperatura
normal del cuerpo. Sin embargo, la aspirina si reduce la fiebre. Estos efectos
antipiréticos que posee la aspirina estdn mediados seguramente por la inhibicion que se
produce en el sistema nervioso central de la enzima COX, asi como por la inhibicién de

la interleucina-1 que liberan los macrofagos durante los episodios inflamatorios.

Ademas, se sabe que la fosforilacion oxidativa en las mitocondrias de los
cartilagos y del higado se interrumpe por accion de la aspirina cuando ésta difunde al
espacio intermembrana para asi actuar como transportador de los protones requeridos en
los procesos de la respiracion celular. En este sentido, cuando se administran dosis altas
de aspirina, aparece fiebre como consecuencia del calor que se libera desde la cadena de
transporte electronico, localizada en la membrana interna de las mitocondrias. Este
efecto de la aspirina a dosis altas contrasta con el efecto antipirético que ejerce el
farmaco cuando se administra a dosis terapéuticas. Por otra parte, la aspirina induce en
el organismo la formacion de radicales de NO, lo que produce la reduccion de la
adhesion de los leucocitos. Como ya se ha mencionado anteriormente, la aspirina ejerce
su efecto antiagregante también a través de las células leucocitarias. La adhesion de los
leucocitos constituye uno de los pasos principales en la respuesta inmune a infecciones,
aunque aun no hay evidencias concluyentes de que la aspirina sea capaz de combatir
una infeccion (87). Sin embargo, existen datos publicados recientemente que sugieren
que el &cido salicilico, asi como otros derivados de aspirina, pueden modular las
acciones de sefializacion celular por medio del NF-xB, un complejo de factores de
transcripcion que desempefian un rol importante en numerosos procesos bioldgicos,

entre los que se encontraria la inflamacion.

1.2.2.6.5. Antecedentes clinicos del tratamiento con aspirina

Para la Comunidad Cientifica, el reconocimiento del tratamiento con aspirina
como algo fundamental en la patologia cardiaca conllevé la necesidad de conocer los
mecanismos que hacen de aspirina un farmaco fundamental en la prevencion

cardiovascular, fundamentalmente la prevencion secundaria.
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El efecto beneficioso en el infarto de miocardio mediante el tratamiento con
aspirina se establecié en el Segundo Estudio Internacional sobre Supervivencia del
Infarto (ISIS-2) (97), estudio en el que se reclutaron 18187 pacientes tras las primeras
24 horas después de sufrir un infarto agudo de miocardio. Tras su reclutamiento, estos
pacientes se clasificaron en cuatro grupos de forma aleatoria: Al primer grupo se le
administro estreptoquinasa, al segundo aspirina, al tercero estreptoquinasa y aspirina y
al cuarto no se le administré ningan tratamiento. Transcurridas cinco semanas, aquellos
pacientes que solo habian recibido aspirina como tratamiento mostraron una
significativa reduccion de la mortalidad vascular, en una proporciéon cercana al 50%
(97). ¢Cbémo se podrian interpretar estos resultados? De cada mil pacientes tratados con
aspirina, se podrian evitar 25 muertes y entre 10-15 infartos recurrentes o accidentes
cerebrovasculares no fatales. Es importante sefialar ademas que en este estudio el
tratamiento con aspirina no produjo un aumento del riesgo de complicaciones derivadas
de sangrado, incluyendo por supuesto la hemorragia cerebral o la necesidad de

transfusion.

Por otra parte, en la literatura estan recogidos diferentes estudios que han
demostrado el papel beneficioso de que posee la aspirina en el tratamiento de la angina
inestable. En este sentido se ha dejado claro, por una parte, que dosis bajas de aspirina
disminuyen el riesgo de infarto de miocardio o muerte en aquellos pacientes que
padecen isquemia asintomatica tras un episodio de angina inestable o infarto no Q (98)
Yy, por otra, que el tratamiento con dosis bajas de aspirina en este tipo de pacientes puede
reducir la incidencia de muerte o de muerte e infarto de miocardio no fatal en
combinacion (99,100). De esta forma, conviene hacer referencia a una revision de 4000
pacientes con angina inestable que recibieron tratamiento con aspirina o placebo, la cual
revel6 un 5% de reduccion absoluta del riesgo de sufrir un accidente cerebrovascular no
fatal, infarto de miocardio o muerte (9% frente al 14%) (101), lo que se corresponde con
la prevencion de 50 eventos vasculares por 1000 pacientes tratados con aspirina en 6

meses.

En cuanto al infarto de miocardio se refiere, existen 6 grandes estudios
aleatorizados en los que solamente se empled aspirina como Unico tratamiento después
de un infarto de miocardio. Cinco de los seis estudios demostraron una reduccion de la

mortalidad en el tratamiento con aspirina (102-104). Por tanto, y de manera evidente, el
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tratamiento con aspirina sigue siendo basico y esencial en la prevencion de los

problemas tromboticos desde el punto de vista de la cardiologia intervencionista.

Haciendo referencia al beneficio del tratamiento con aspirina en la prevencion
primaria, un estudio realizado por médicos americanos aleatoriz6 22071 individuos con
edades comprendidas entre 40 y 84 afios, a los que se administrd, o bien una dosis de
325 mg de aspirina al dia, o bien placebo. Sin embargo, el estudio sufrié una prematura
interrupcion tras cinco afios puesto que se observo un 44% de reduccién del riesgo de
sufrir infarto de miocardio en el grupo tratado con aspirina (83). Aunque por el
contrario, este estudio no demostr6 reduccién de la mortalidad cardiovascular y no se
registr6 un aumento significativo en el riesgo de ictus por hemorragia en el grupo

tratado con aspirina (83).

Existen también diversos estudios que han servido para demostrar el efecto
beneficioso de aspirina en pacientes que padecen angina cronica establecida, debido a
que ésta aumenta el riesgo de sufrir un evento cardiovascular (105). En el estudio
denominado Physician’s Health Study, los pacientes con angina crénica establecida que
recibieron tratamiento con aspirina mostraron un 87% de reduccion en el riesgo de

infarto de miocardio comparado con los pacientes que recibieron placebo (106).

Gracias a los resultados obtenidos a partir de los estudios sobre prevencion
primaria aqui destacados, asi como los obtenidos de otros tantos, se puede establecer
que el tratamiento con Aspirina no reduce la mortalidad cardiovascular pero si
disminuye significativamente el riesgo de infarto de miocardio no fatal. Por ende, el
beneficio absoluto del tratamiento con aspirina aumenta cuanto mayor sea el riesgo de
evento cardiovascular en el grupo tratado. En este sentido, en pacientes de alto riesgo, el
beneficio del tratamiento con aspirina, especialmente la reduccién en el desarrollo de
infarto de miocardio, es mucho mayor que el riesgo de complicaciones hemorragicas a
diferencia de lo que ocurre en pacientes de bajo riesgo, en los que el tratamiento
profilactico puede acarrear serios problemas debido precisamente a esas complicaciones

por hemorragia.
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1.2.2.7. Resistencia a aspirina

Ya se ha visto que la aspirina es el tratamiento antiagregante plaquetario mas
empleado en la profilaxis de eventos tromboembolicos. De hecho, numerosos ensayos
clinicos han demostrado que, en aquellos pacientes con alto riesgo de enfermedad
cardiovascular, la terapia con aspirina disminuye el riesgo de infarto agudo de
miocardio no mortal, ictus no mortal o muerte por causas vasculares (107,108). Sin
embargo, se han observado casos en los que el tratamiento antiagregante es subdptimo,
por lo que hay determinados pacientes que experimentan eventos cardiovasculares pese
a la administracion correcta de aspirina (109), existiendo en este mismo sentido, como
veremos mas adelante, estudios prospectivos que han demostrado que esta falta de
respuesta a aspirina se asocia con un aumento del riesgo de eventos aterotrombdticos
(110,111). Este fendmeno recibe el nombre de "resistencia a aspirina”, término que no
tiene una definicion aceptada de forma universal y que se puede orientar desde dos
enfoques diferentes. Desde un punto de vista clinico, la resistencia, o falta de respuesta,
a aspirina se definiria como la aparicién de eventos cardiovasculares tromboembdlicos
pese a recibir tratamiento continuado con aspirina en dosis terapéuticas. Por otro lado,
desde un punto de vista bioguimico, la resistencia a aspirina queda definida o bien como
el fracaso del farmaco a dosis terapéuticas en la prolongacion del tiempo de sangrado, o
bien como el fracaso en la reduccion de produccién de TxA; (112).

Todas estas observaciones han llevado a pensar que existen pacientes cuyas
plaquetas son resistentes a la accion inhibidora de aspirina, existiendo una variabilidad
significativa en la funcidn plaquetaria previamente demostrada en pacientes tratados con
aspirina en mdaltiples ensayos clinicos, incluyendo pacientes sanos, con factores de
riesgo y pacientes con enfermedad coronaria, vascular periférica y cerebrovascular
(113-117). Dada la prevalencia de las enfermedades cardiovasculares, el impacto
potencial de la resistencia a aspirina es bastante grande y tiene extrema importancia.
Pese a que la prevalencia de la resistencia a aspirina no esta realmente cuantificada, hay
diferentes estudios que han sugerido que puede afectar entre un 7% y un 45% de la
poblacion. Por tanto, la identificacion de pacientes no respondedores a aspirina y el
alcanzar unos niveles adecuados de inhibicion de sus plaquetas con terapias alternativas
son objetivos potenciales que conllevan una notoria importancia clinica. Debido a esto,
es muy importante conocer los mecanismos biologicos por los que en unos pacientes la

aspirina es mas eficaz que en otros en inhibir la activacion plaquetaria. Los mecanismos
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propuestos para explicar este sindrome de resistencia a aspirina son muy variados,

siempre desde el punto de vista de la funcionalidad plaquetaria. Sin embargo, el

mecanismo real por el que ocurre este fendmeno de resistencia a aspirina no es aun

conocido aunque, probablemente, la respuesta se encuentre en una combinacion de

factores clinicos, biologicos e incluso genéticos que de alguna manera afecten la

respuesta plaquetaria a aspirina (Tabla 1).

Tabla 1.- Mecanismos propuestos para explicar el sindrome de resistencia a

aspirina.
Factores Efecto destacado
Incumplimiento del tratamiento No inhibicion de las plaquetas
Clinicos
Aumenta el recambio plaguetario
Tabaquismo
Aumenta la funcién plaquetaria
Reduce la efectividad de aspirina
De riesgo Diabetes sobre la plaqueta. Su mecanismo

Farmacodindmicos

Biologicos

es desconocido

Interaccién con otros farmacos:
AINEs.

Dosis-Respuesta

Atenuacion de la acetilacion de
COX-1 por aspirina

Requerimiento de una dosis
mayor de aspirina

Biosintesis de TxA; no sensible a
aspirina mediante la actividad
COX-2

Diferente tipo de plaqueta en
términos de contenido de proteinas
asociadas a metabolismo
energético, estrés oxidativo,
citoesqueleto y apoptosis

Existencia de moléeculas circulantes
que reducen el efecto de la aspirina

No inhibicidn de las plaquetas

Diferente capacidad de la
plaqueta de responder a aspirina

Atenuacion de la acetilacion de
COX-1 por aspirina
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Generacion de haplotipos
asociados a la falta de respuesta
a aspirina

Mutaciones y polimorfismos en el

Geneéticos gen de COX-1

Uno de los factores que proporcionarian una explicacion mas obvia seria el
incumplimiento de la pauta de administracion del farmaco y, de hecho, se ha
confirmado que existe una significativa asociacion entre la no adherencia del paciente al
tratamiento y un mayor riesgo de padecimiento de episodios cardiovasulares recurrentes
si se compara con aquellos pacientes que si cumplen el tratamiento (118-120). Resulta
méas que evidente que la observacion continua de la ingesta del farmaco es
practicamente imposible de forma ambulatoria y que la confirmacion verbal de que el
paciente toma correctamente aspirina también es un hecho no siempre es fiable. De este
modo, muchos autores han considerado la relativamente elevada tasa de incumplimiento
del tratamiento como una causa predominante de resistencia a aspirina (118,119,121).
Por otra parte, conviene destacar ciertas vias de activacion plaquetaria independientes
de TxA; (122,123) que no son susceptibles de ser inhibidas por aspirina. Una de estas
vias ya se ha mencionado con anterioridad y esta mediada por el ADP, que se une a
receptores especificos P2Y localizados en la superficie de la plaqueta. Existen, ademas,
otros receptores que participan en la activacion plaquetaria independiente de TxA,,
entre ellos los de epinefrina y trombina, y receptores glicoproteicos de colageno y
fibrinbgeno, que también se han descrito en apartados anteriores de esta tesis doctoral.
En este sentido, se ha descrito una mayor respuesta in vitro de estos receptores
(124,125) en pacientes con plaquetas resistentes a aspirina, ademas de que, in Vvivo,
parece que la activacion plaquetaria en el sitio del dafio vascular en pacientes con
enfermedad arterial coronaria esta inducida principalmente a través de vias mediadas
por ADP.

Por otra parte, el TxA, puede ser sintetizado también por la enzima COX-1
presente en monocitos, macréfagos (122,126), megacariocitos y una subpoblacién de
plaquetas inmaduras (127,128), hecho que se pone de manifiesto principalmente bajo un

estado inflamatorio.
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Ademas, diferentes estudios aleatorios controlados han servido para demostrar
que la terapia con una dosis baja diaria de aspirina puede suprimir la actividad de COX-
1 (129,130), corroborando el hallazgo de que una dosis de 325 mg de aspirina no puede
ofrecer una inhibicién adicional de la enzima en comparacion con una dosis de 81 mg,
debido a que este proceso es rapido, irreversible y se satura a dosis bajas, de ahi que sea
un mecanismo independiente de la dosis (131). Sin embargo, y a pesar de que no hay un
consenso acerca de la dosis de aspirina ideal para la prevencion primaria y secundaria
de episodios aterotrombdticos (132,133), parece ser que unas dosis mayores de aspirina
pueden ser méas eficaces en aquellos ensayos clinicos que utilizan criterios de
laboratorio para medir la resistencia a aspirina (134-137). Aunque, por el contrario,
estos resultados no han podido ser confirmados en estudios con resultados clinicos de

punto final.

Por otra parte, existe cierta variabilidad en la absorcidn, biodisponibilidad,
metabolismo y excrecién de aspirina. En este sentido, y como ya se ha visto
previamente, el acido acetilsalicilico que se administra por via oral estd sometido a una
rapida absorcion mediante difusion a través de la mucosa gastrica proximal del intestino
delgado. ElI pH gastrico influye en la absorcion del acido acetilsalicilico. De esta
manera, medicamentos que producen una disminucion del &cido aceleran la absorcion
mientras que la presencia de alimentos la retrasa (138). Mientras los salicilatos
permanecen en el intestino, una pequefia proporcion de los mismos puede ser inactivada
por la accion de esterasas presentes en las vellosidades del epitelio intestinal. Una vez
llega al torrente sanguineo, la aspirina llega al higado, donde es descompuesto. En este
sentido, la variabilidad entre individuos en la expresion de enzimas que participan en el
metabolismo de aspirina puede ser en parte responsable del fracaso de ésta a la hora de

producir la inactivacion plaquetaria.

Ademas, hay que sefialar que, cuando aspirina se encuentra en el torrente
sanguineo, existe una gran competencia con otros medicamentos, especialmente los
AINEs, por los sitios de union a proteina, de manera que unos niveles mayores de
salicilato en plasma pueden aumentar temporalmente su efecto antiagregante

plaquetario.
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La tasa de eliminacion de salicilato se puede ver afectada por cambios en el pH
urinario, ya que con una orina mas alcalina se produce una mas rapida eliminacion de
productos derivados de aspirina (138). Aunque no hay recogidos en la literatura
suficientes datos como para poder establecer una asociacion directa entre el tabaquismo
y el sindrome de resistencia a aspirina, el analisis mediante PFA-100 revela ciertos
indicios de que las plaquetas de individuos fumadores muestran una mayor propensién a
ser resistentes a la accion de la aspirina en comparacion con individuos no fumadores.
El tabaquismo crénico tiene un efecto procoagulante, a pesar de que el paciente en

cuestion esté recibiendo tratamiento con aspirina y se adhiera a al mismo (139).

Por otro lado, pese a que la inhibicion plaquetaria adecuada se alcanza durante el
primer mes de tratamiento con aspirina (140-142), a largo plazo se ha descrito cierta
pérdida de la ventaja terapéutica, especialmente si se alcanzan o superan los 500 dias de
tratamiento (134,141,142). Este efecto coincide con un aumento del riesgo de
padecimiento de un evento cardiovascular adverso en pacientes que toman aspirina
(143,144).

Desde el punto de vista molecular, nuestro grupo ha continuado investigando los
posibles mecanismos que podrian estar relacionados con la resistencia a aspirina. En
este sentido, en estudios previos hemos analizado mediante protedmica los cambios en
las diferentes proteinas expresadas en el plasma de pacientes sensibles y resistentes a
aspirina con enfermedad coronaria isquémica establecida. En este sentido, nuestro grupo
determino si la DBP podria modificar la capacidad de aspirina para inhibir la enzima
COX-1, encontrandose que en plasma existian tres isoformas de DBP aumentadas
significativamente en pacientes resistentes a aspirina (145). Es bien conocido que la
DBP se encarga de unir y transportar andlogos de la vitamina D (146), ademas de ser un
potente activador leucocitario (147). De esta manera, a partir de sangre total, se
obtuvieron plaguetas procedentes de voluntarios sanos que no habian recibido
previamente dosis alguna de aspirina que se incubaron en un sistema in vitro ideado por
nuestro equipo. Las incubaciones se realizaron en presencia y/o ausencia de aspirina y
DBP. Posteriormente, a partir de plasma rico en plaquetas obtenido de los mismos
pacientes se analizd la posibilidad de que el efecto de DBP en la inhibicion de la
produccion de TxA, por accién de la aspirina pudiese relacionarse con un efecto directo

de DBP sobre la plaqueta. Los resultados obtenidos a partir de este estudio revelarian
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una fuerte evidencia sobre los mayores niveles plasmaticos de las tres isoformas de
DBP en pacientes resistentes a aspirina, haciendo de esta proteina un interesante
marcador de resistencia a aspirina y, por ende, de riesgo cardiovascular. Esto se
relacionaria con la idea demostrada y ya mencionada anteriormente de que los
leucocitos pueden estar implicados en la activacion de las plaquetas y, de hecho, existen
diversos estudios en los que se ha puesto de manifiesto que DBP puede aumentar la
actividad quimiotéctica de los neutréfilos (148,149).

Por otra parte, en este mismo grupo comprobamos que en las plaquetas
resistentes a aspirina existian niveles aumentados de la isoforma 1 de la cadena y de
fibrindgeno, la misma isoforma que ya habiamos descrito aumentada en pacientes que
habian sufrido sindrome coronario agudo (150). Como ya se habia mencionado en
estudios previos, debido a un mecanismo de escision alternativa el fibrindgeno y
presenta diferentes variantes que modifican la formacion de fibrina y podrian estar
asociadas con un aumento del riesgo trombotico, hecho que concuerda con una mayor
incidencia de episodios cardiovasculares y cerebrovasculares asociada al sindrome de

resistencia a aspirina (151,152).

Se podria definir también una resistencia farmacoldgica a aspirina, como ocurre
con los AINEs, entre ellos el ibuprofeno. Ello es debido a la existencia de determinados
antecedentes que dan a entender que la ingesta de ibuprofeno previamente a la de
aspirina disminuye la eficacia de ésta para inhibir la COX-1 contenida en la plaqueta
(153). Este hecho parece estar relacionado con el bloqueo que el ibuprofeno ejerce sobre

el canal por el cual la aspirina accede a la serina 520 de la COX-1 (Figura 15).
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Con Aspirina
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Figura 15.- Mecanismo de resistencia a aspirina modificado por la administracion de ibuprofeno
(Modificado de N Engl J Med 2001; 345: 1809-17)

Reincidiendo en la cuestion de la relevancia clinica que posee la resistencia a
aspirina, podemos decir que ésta ha sido objeto de estudio en pacientes con antecedentes
con enfermedad cardiovascular establecida (154-157), enfermedad coronaria (152,158),
accidentes cerebrovasculares (152,159), enfermedad vascular periférica (160),
intervenciones coronarias percutaneas y by-pass arteriocoronario (157,160). Por tanto,
los datos aportados por todos aquellos estudios que se han focalizado en esta relevancia
clinica del sindrome de resistencia a aspirina revelan una significativa correlacion entre
éste y un mayor riesgo cardiovascular en aquellos pacientes con plaquetas resistentes a

aspirina con respecto a los que tienen plaquetas sensibles a su accion.

En este sentido, con el fin de demostrar la asociacion entre la resistencia a
aspirina y el mayor riesgo de eventos cardiovasculares, a lo largo del tiempo se han ido

desarrollando diferentes meta-analisis (161,162) entre los que se encuentran estudios

47



Introduccion

prospectivos y retrospectivos, habiendo confirmado todos ellos la aparicion de eventos
cardiovasculares en aquellos pacientes que no respondian al tratamiento con aspirina.
Por tanto, convendria destacar dos meta-analisis de entre toda la variedad existente de
ellos en la literatura debido a que proporcionan datos interesantes que relacionan la
resistencia a aspirina en laboratorio con el riesgo de sufrir un episodio aterotrombdtico.
Por una parte, debemos resefiar el trabajo llevado a cabo por Krasopoulos et al (163), en
el que se identificaron 20 estudios tras una busqueda sistematica, a través de los cuales
se evaluo el riesgo de padecimiento de episodios cardiovasculares en 2930 pacientes
con enfermedad cardiovascular que recibian terapia con aspirina como prevencion
secundaria. De la totalidad de pacientes que se incluyeron en el estudio, un 28% era
resistente a aspirina, condicién demostrada mediante el empleo de diferentes ensayos de
laboratorio. A su vez, la resistencia a aspirina fue menos prevalente en hombres y mas
en pacientes con insuficiencia renal previa. Todos los pacientes resistentes a aspirina,
independientemente de los sintomas clinicos subyacentes, presentaban gran riesgo de
muerte, sindrome coronario agudo, insuficiencia en intervencion vascular, o un nuevo

evento cerebrovascular.

Trece de los estudios informaron sobre aspirina exclusivamente como agente
antiagregante plaquetario, con dosis diarias que oscilaban entre los 75 hasta los 325 mg
como terapia. De los trece estudios, uno de ellos registré dosis diarias de 500 mg tres
veces al dia y seis incluyeron una dosis de carga de clopidogrel o tirofiban, otro
inhibidor antiplaquetario, o ambos, como complemento de la terapia. De los estudios
recogidos en este meta-analisis, varios se utilizaron para evaluar el estado de los
pacientes que recibian aspirina, especialmente a través de la medicion en suero de los
niveles de TxA; en relacion con la hemostasia plaquetaria, de un ensayo de adhesion
plaquetaria mediante colageno y de agregometria en plasma rico en plaquetas y en
sangre total. En definitiva, Krasopoulos et al indicaron (163), en funcién de sus anlisis,
que el efecto de la resistencia a aspirina sobre los resultados clinicos es aplicable a la
totalidad de pacientes con riesgo de sufrir episodios cardiovasculares y
cerebrovasculares que reciben aspirina. En este sentido, el aumento del riesgo de
padecer estos eventos en pacientes con plaquetas resistentes a aspirina se produce en
aquellos que tienen enfermedad cardiovascular establecida o enfermedad coronaria
arterial, aquellos que se han sometido a intervencion coronaria percutanea o coronaria, a

un injerto de bypass, 0 a otros procedimientos, o que hayan sufrido un derrame cerebral.
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Como se menciond anteriormente, existe un segundo meta-analisis al que se va a
prestar atencién en esta tesis, llevado a cabo por Snoep et al. Al igual que Krasopoulos
et al, este grupo recogio datos procedentes de 16 estudios, en los que se estudié un total
de 2296 pacientes. Estos estudios evaluaron la probabilidad de sufrir un evento
cardiovascular agudo recurrente, a pesar del tratamiento con aspirina para prevencion
secundaria. Tres de los estudios incluidos en este segundo meta-analisis se ajustaron por
incumplimiento del tratamiento con aspirina. En este grupo de pacientes seleccionados,
se clasifico a un 27% como resistentes a aspirina, a través de diferentes ensayos de
laboratorio. Ambos meta-analisis asumieron que resistencia a aspirina calculada en el

laboratorio era una variable categorica (presente frente a ausente).

La carencia de marcadores de los que se dispone para identificar a aquellos
pacientes resistentes a aspirina, al margen de los niveles aumentados de DBP en
pacientes resistentes a aspirina descritos por nuestro grupo, es un aspecto de vital
importancia y, por si esto fuera poco, no existen precisamente estudios en la literatura
que analicen el papel de los leucocitos, eritrocitos, las propias plaguetas o incluso de las
proteinas circulantes en el plasma que pudieran servir de biomarcadores para identificar
este tipo de pacientes e incluso intervenir en el proceso de inhibicién de aspirina sobre
la COX-1 plaquetaria y, en consecuencia, sobre la mayor o menor capacidad de aspirina
de inhibir la actividad de las plaquetas. Por estas razones, en posteriores apartados se

prestara atencion a otro importante biomarcador, el NO.

Atendiendo a los resultados de estudios previos puede llegarse a la conclusion de
que la aspirina estimula la actividad de la enzima NOS3 en las plaquetas, produciendo
un incremento en la producciéon de NO y favoreciendo los efectos antiplaquetarios de
aspirina (164). Sin embargo, atendiendo a nuestro conocimiento, no se ha analizado si la
produccion de NO por las plaquetas puede estar asociada con la respuesta de éstas a

aspirina.
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1.3. EL OXIDO NITRICO

1.3.1. SINTESIS Y FORMACION

El NO sintetizado deriva de la conversion del aminoacido L-arginina en L-
citrulina por accion de la enzima NOS (82). Nos encontramos pues ante una reaccién
extremadamente compleja que precisa oxigeno molecular y diversas coenzimas, como
son BH4, NADPH, FAD, FMN, grupo hemo y calmodulina (Figura 16). EI NO
desempefia numerosas funciones, puesto que se forma practicamente en todas las células
del organismo. Y a pesar de que la sintesis se realiza siempre a partir de arginina por la
enzima NOS, en los tejidos se pueden encontrar diferentes isoformas de la enzima. En
este sentido, y como se volvera a ver mas adelante, en las plaquetas, el NO parece estar
producido fundamentalmente por la actividad de una NOS constitutiva, la NOS3,
aunque una pequefia cantidad de NO proceda de la actividad de una forma inducible de
la enzima, la NOS2. El NO derivado de la plaqueta supone un bucle de
retroalimentacion negativa al reducir el reclutamiento de nuevas plaquetas al trombo
creciente (165,166). En efecto, se ha sugerido que las alteraciones en la biosintesis del
NO por las plaquetas pueden contribuir al incremento de los procesos trombdticos y
eventos coronarios (167).

N
O
N > N
N + NADPH, Oi
]
HoN Moo on
L-arginina
HoN . o
L-citrulina

Figura 16. Conversion de L-arginina en L-citrulina por accion de la enzima NOS en presencia de
oxigeno molecular, BH4 y calmodulina
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Existen diferentes factores que pueden influir sobre la actividad de la enzima
NOS3, entre ellos, antagonistas enddgenos de la L-arginina circulante, como el ADMA.
Estos factores se encuentran aumentados en condiciones fisiopatoldgicas en las que la
produccion de NO se ha visto disminuida (168). Ademas, en las plaguetas humanas, el

ADMA es capaz de inhibir el transporte de L-arginina (169).

El diferente nivel de expresion de la proteina NOS3 puede estar influenciado
también por la capacidad de las plaquetas de producir NO. En este sentido, hay
evidencias de que el nivel de expresion de NOS3 podria verse modulado por diversos
factores, incluyendo los genéticos. De esta manera, la mutacién T®*—C, localizada en
la region flanqueante 5' del gen NOS3, es responsable de la reduccién de la actividad
del promotor del gen NOS3, lo que compromete la expresion de la enzima NOS3 y, por
ende, la sintesis de NO (170).

La regulacion de la actividad NOS3, que describiremos con detalle en el
siguiente apartado de esta tesis doctoral, no sélo es importante para proteger la
expresion de NOS3 sino también su fosforilacion. En esta linea, se ha demostrado que
la estimulacion de la actividad de NOS3 esté estrechamente relacionada con el estado de
fosforilacion (171). Asi, diferentes residuos de aminoécidos pueden fosforilarse en la
secuencia de la enzima aungue, en humanos, la fosforilacién se produce en la Serina
1177, promoviendo la actividad de la NOS3 (172).

1.3.2. EL OXIDO NIiTRICO Y LA PARED VASCULAR

1.3.2.1 Accion vascular del NO

El endotelio vascular humano se constituye aproximadamente por un area que
supera los 1000 m? y tiene un peso que ronda los 3 kilogramos. Durante mucho tiempo
se penso que la Unica funcién del endotelio vascular era de naturaleza pasiva. De hecho,
fue la paradoja de la acetilcolina, que describiremos en apartados posteriores de esta
tesis doctoral, la que condujo al descubrimiento de las funciones del endotelio, dejando
al fin aparcada esa tosca y simplista creencia de que el endotelio no era mas que una
mera membrana semipermeable que simplemente se limitaba a separar la sangre de las

estructuras adyacentes y regulaba el intercambio de nutrientes y fluidos entre el plasma
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y la pared vascular. Puesto que la acetilcolina es un vasodilatador al ser administrada in
vivo, no dejaba de ser curioso que se comportase como un vasoconstrictor al
administrarse en preparaciones in vitro de CMLV. Esta cuestion volvera a ser planteada
maés adelante, pero como anticipo se debe destacar que Furchgott y Zawadzki fueron los
que resolvieron esta curiosa dicotomia, demostrando que la acetilcolina precisaba la
integridad del endotelio para producir su efecto vasodilatador a través de la estimulacion
de la liberacion de un factor, el FRDE (173). Fue en 1988 cuando Palmer y Moncada
confirmaron que el NO era este FRDE. Afos después, se ha ido trazando una linea
investigadora a lo largo de la cual numerosos estudios se han desarrollado con el fin de
demostrar que las células endoteliales, ademas de cubrir la superficie luminal de los
vasos sanguineos, son capaces de sintetizar y liberar varios factores relacionados
directamente con la homeostasis sistémica. A dia de hoy se conocen muchas funciones
del endotelio, como la regulacion de la agregacion plaquetaria, cuyos mecanismos
hemos descrito con anterioridad en esta tesis. Ademas, el endotelio vascular también
participa en la coagulacion sanguinea, la modulacién del tono vascular, la regulacion de
la proliferacion de las células de masculo liso, la regulacién de los lipidos plasmaticos,
la capacidad de reclutar células sanguineas, el transporte capilar de agua, solutos y
macromoléculas, la prevencién de la adhesién de las células sanguineas a la pared del
vaso, la regulacion de los procesos inmunoldgicos, de inflamacion, la regulacion de la
proliferacion, movilidad y reparacion vascular, la modulacion del tono del masculo liso
vascular, y la sintesis y liberacion de diversos componentes de la matriz extracelular
(174-176). Por estas razones, el endotelio es, segun el conocimiento actual, el mayor

Organo paracrino presente en el cuerpo humano.

La integridad del endotelio es algo fundamental para el mantenimiento de la
estructura y el funcionamiento normal de la pared vascular. Tanto el desarrollo de la
funcién normal del endotelio como la integridad endotelial son esenciales para
proporcionar una superficie antiagregante para las plaquetas y antiadhesiva para los
leucocitos. Por otra parte, el endotelio ejerce efecto doble sobre el crecimiento celular,
siendo de gran importancia el que afecta a las células musculares, puesto que es capaz

de liberar factores promotores e inhibidores de su crecimiento (177).

Las células endoteliales constituyen un tejido activo desde un punto de vista
metabolico, el cual puede actuar como sensor y transductor de estimulos quimicos,

mecénicos y celulares. Dada la situacion fisica que tiene el endotelio dentro del
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organismo, esta predispuesto para interaccionar con una enorme diversidad tanto de
células como de agentes endocrinos y paracrinos. En este sentido, el endotelio tiene
receptores especificos para ambos tipos de elementos. A su vez, el endotelio produce y
libera diferentes sustancias vasoactivas, tanto vasodilatadoras como vasoconstrictoras.
En consecuencia, todas estas caracteristicas confieren al endotelio un importante papel

en la respuesta fisioldgica del organismo ante diversos tipos de estimulos.

Por tanto, es relativamente facil comprender que las alteraciones de la fisiologia
endotelial se relacionen con la génesis y el desarrollo de la mayor parte de patologias de
origen cardiovascular, ya sea la hipertension (178), aterosclerosis (179), trombosis o
incluso procesos inflamatorios. De hecho, existen muchos factores capaces de producir
disfuncion endotelial, ya sean infecciones, agentes oxidantes, hipercolesterolemia o
turbulencias sanguineas. Aunque las células endoteliales puedan responder a estas
agresiones de manera muy rapida en ocasiones, la respuesta endotelial suele ser a largo
plazo, mediante la modulacion de la expresion génica de diversas proteinas implicadas
en la adaptacion funcional. Asi, por ejemplo, como resultado de la agresién al endotelio,
se disminuye la produccion de un potente vasodilatador, el NO, hecho que da pie a un
efecto que se complementa con la induccion de la sintesis de endotelinas, proteinas de

accion vasoconstrictora.

La produccion de NO por el endotelio vascular esta considerada como uno de los
principales mecanismos implicados en el funcionamiento de éste. Este gas difunde
facilmente desde las células endoteliales a las células de mdsculo liso de la pared
vascular y es precisamente alli donde estimula a la enzima GCS, que cataliza la reaccién
de formacion de GMPc a partir de GTP. EI GMPc es un segundo mensajero que
desencadena entonces la vasodilatacion arterial. De esta forma, la sintesis de NO regula
el flujo sanguineo en respuesta a estimulos tales como el llamado “estrés de roce” de la
sangre o la accién de moléculas circulantes como la bradiquinina o la acetilcolina. Sin
embargo, las funciones del NO endotelial son muy diversas pues, ademas de controlar el
tono vascular, contribuye al mantenimiento de la estructura de la pared arterial,
reprimiendo la proliferacion de las células musculares lisas. Por otra parte, el NO tiene
accion antiagregante sobre las plaquetas e inhibe la adhesién de los leucocitos al
endotelio (180).
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Se ha mencionado en el apartado anterior que existen diferentes isoformas de la
enzima NOS expresadas en diferentes tejidos. La enzima constitutiva del endotelio es la
NOS3, también denominada NOSe vy es la responsable de la formacion habitual de NO.
Tanto en el endotelio como en otras células de la pared vascular, macréfagos, etc., se

puede inducir otra isoforma, denominada NOS2 o NOSi, en situaciones de inflamacion.

1.3.2.2. Requlacién general de la sintesis de NO

La regulacion de las concentraciones de NO es muy complicada y no se conoce
todavia por completo. Si se sabe que su produccion disminuye durante la aterosclerosis
avanzada, tanto por una disminucion en la sintesis de la NOS3 como por un aumento en
su degradacion. Como la vida media del NO es muy breve, del orden de segundos, bajo
estas condiciones habria muy poca cantidad de NO disponible para sus funciones
endoteliales. Es interesante afiadir ademas, que si la disponibilidad de arginina o de
BH4 se reduce, en vez de formarse NO se produciria entonces la sintesis alternativa del
radical superéxido (O%) por la NOS3.

La regulacién de la actividad de la enzima NOS se lleva a cabo por un amplio

catalogo de mecanismos transcripcionales y postraslacionales (Figura 17).

Factores de inhibicion:

NO, | L-arginina, | BH, ADMA, Receptor TxA,
Hipoxia y LDL oxidada

Selectina P

Receptor
GPlibillla

NOS3 /
//_ \ Guanilato ciclasa
L-arginina L-citrulina +
NO soluble

Célula endotelial Plaqueta

Factores de estimulacion:

Crecimiento, H,O,

Figura 17. Mecanismos de regulacién de la sintesis de NO.

54



Introduccion

Existen mecanismos de regulacion que son especificos de la isoforma de NOS
de la que se trate, mientras que otros mecanismos pueden considerarse comunes a todas
las isoformas. La regulacion de la biodisponibilidad de NO viene determinada por la
regulacion de la actividad de la enzima NOS. En este sentido, el NO ejerce una
retroalimentacion negativa sobre la actividad de la enzima, lo que determina la
disminucion de su propia sintesis. Esta inactivacion que se produce en la enzima es
temporal y se produce cuando el NO se une a su grupo hemo de manera reversible
(181,182). La capacidad de la NOS de producir NO se recupera al disociarse el NO del

grupo hemo al que previamente se ha unido de manera reversible.

1.3.2.2.1. Biodisponibilidad de BH4

Por otra parte, otro importante factor que regula la actividad de esta enzima lo
constituyen los niveles de BH4. BH4 es un factor necesario para la sintesis de NO ya
que es fundamental para el acoplamiento de la reduccién del atomo de hierro a la
sintesis de NO. Unos bajos niveles de BH4 pueden suponer el desacoplamiento de la
reduccién de O, con la consecuente generacion de superdxido, la disociacion del dimero
de NOS o la falta de union del NO al grupo hemo de la enzima (183,184). En este
sentido, la dimerizacion de la enzima es fundamental para su actividad, activandose
como consecuencia del secuestro del grupo hemo, proporcionandole unas condiciones
Optimas para la union de L-arginina y BH4. A su vez, se favorece la transferencia de
electrones desde los dominios reductasa hasta el dominio oxigenasa del grupo hemo
(185,186). De esta forma, el NO puede inhibir su propia sintesis limitando la

dimerizacion de la enzima.

1.3.2.2.2. El rol desempefiado por la L-arginina en la sintesis de NO

Segun determinados estudios con modelos animales, la administracion de L-
arginina presenta efectos beneficiosos en enfermedades como la hipertension, la
aterosclerosis coronaria (187,188). A su vez, otros estudios han corroborado el efecto
protector que tiene la L-arginina sobre el endotelio (189,190). Sin embargo, no hay
unaminidad en cuanto a los efectos beneficiosos de la L-arginina, habiéndose realizado
numerosos estudios con resultados contradictorios. Asi, Rector et al desarrollaron un
estudio aleatorizado doble ciego con placebo en el que se administro L-arginina a
pacientes con fallo cardiaco durante un periodo de 6 semanas. Pasado este tiempo se

registré una mejoria en el flujo sanguineo del antebrazo asi como en la distensibilidad
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arterial en comparacion con los sujetos control incluidos en el estudio. Sin embargo,
Wilson et al (191) desarrollaron un estudio aleatorizado en el que se trataba con L-
arginina durante 6 meses a un grupo de pacientes con enfermedad arterial periférica y
claudicacion intermitente, comparandose frente a un grupo al que se le administraba un
placebo. En este sentido, la suplementacion a largo plazo con L-arginina no traia
consigo consecuencias beneficiosas, no aumentaba la produccion de NO ni mejoraba la
reactividad vascular. De acuerdo con estos resultados, otro estudio desarrollado por
Blum et al, en el que se incluyeron pacientes con enfermedad coronaria establecida, no
se observo ninguna mejoria en la vasodilatacion dependiente del endotelio ni en el flujo
sanguineo vascular en comparacion con el grupo al que se le habia administrado
placebo (192). Estos datos contradictorios quedarian medianamente explicados gracias a
la "paradoja de la L-arginina® que, como ya hemos apuntado, sera explicada
convenientemente en apartados posteriores. Lo que queda bastante claro es que la L-
arginina desempefia sus efectos beneficiosos gracias al aumento de los niveles
vasculares de NO a través de su regulaciéon de la via GMPc-NO en las células del

endotelio y del miocardio.

1.3.2.2.3. Mecanismos transcripcionales y postranscripcionales reguladores de
la actividad de la NOS

Ademas de los mecanismos postraslacionales que regulan la actividad de la
NOS, existen diversos mecanismos transcripcionales y postranscripcionales que afectan
la actividad de la enzima. En este sentido, uno de los principales mecanismos de
regulacion de la actividad de la enzima NOS3 es la fosforilacion. Segun Fleming et al,
esta fosforilacion estda desempefiada por numerosas enzimas quinasas Yy esta
condicionada por la biodisponibilidad de numerosos cofactores y sustratos. En este
sentido, tanto la fosforilacion de la NOS como su localizacion subcelular desempefian
en conjunto un importante mecanismo de regulacion de la produccién de NO. De esta
manera, podemos mencionar estudios previos, entre ellos el desarrollado por Boo et al
en el que emplearon mutantes disefiados con la enzima dirigida a localizaciones
subcelulares especificas o con una fosforilacion especifica en Ser 1177. Los mutantes
con NOS3 dirigida a la membrana plasmatica y al aparato de Golgi presentaban una
mayor produccion de NO frente a los mutantes con NO localizada en el citosol por
deficiencia de miristoilacion. Del mismo modo, los mutantes que imitaban la

fosforilacion en Ser 1177 presentaban mayores niveles de NO. Por otra parte, en otros
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estudios se ha demostrado que la serina / treonina proteina quinasa Akt / PKB media la
activacion de la eNOS, hecho que aumenta la produccion de NO (172). De esta forma,
comprobaron que la inhibicion de la via de la fosfatidilinositol-3-OH quinasa / Akt o
una mutacion del sitio de union de Akt en la enzima eNOS (en la serina 1177) atenuaba
la fosforilacion de serina, previniendo la consecuente activacion de la eNOS. En este
mismo estudio, Dimmeler et al, comprobaron que imitando la fosforilacion de la Ser
1177 se mejoraba directamente la actividad enzimatica y se alteraba la sensibilidad de la
enzima a Ca®*, lo que hacia que su actividad méxima se alcanzase a concentraciones
sub-fisiolégicas de Ca*. Por lo tanto, la fosforilacion de la eNOS por Akt representaria
un importante mecanismo de regulacién Ca”*-independiente para la activacién de la
eNOS.

Ya ha quedado claro en este trabajo de tesis doctoral que el NO derivado del
endotelio desempefia un papel fundamental en el mantenimiento de la integridad del
endotelio vascular. Pero ademas, el NO también esta implicado en el proceso de
angiogenesis promovido por el VEGF, hecho demostrado en ensayos in vitro e in vivo
(193-195). Por ende, para la migracion de las células endoteliales promovida por el
VEGF se necesita la activacion de la NOS3 por fosforilacion en el residuo Ser 1777
mediada por la enzima Akt. A su vez, otros estudios anteriores han sugerido que la
estimulacién con VEGF produce un aumento de los niveles intracelulares de Ca®* (196),
lo que desencadena la sintesis de NO dependiente de la unién de Ca** a calmodulina, a

pesar de que la activacion de la NOS por esta via sélo dura un corto periodo de tiempo.

1.3.2.2.4. Efecto regulador de los inhibidores endogenos de la sintesis de NO

Por otra parte, hay que sefialar el efecto regulador de los inhibidores endégenos
de la sintesis de NO, el cual se suma al ejercido como consecuencia de la mayor o
menor biodisponibilidad de cofactores necesarios para el correcto funcionamiento de la

enzima NOS. Estos agentes se describen en el apartado 1.3.4 de esta tesis doctoral.
1.3.3. EL OXIDO NITRICO Y LA PLAQUETA

En el afio 1987 se demostrd que al estimular con bradiquinina células
endoteliales en cultivo, la cantidad de NO que se liberaba era suficiente para inhibir la

adhesion plaquetaria (197). Ademas, el NO generado en los vasos coronarios y
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pulmonares inhibe la agregacion plaquetaria bajo condiciones de un flujo sanguineo
constante. Polamowska (198) y Adams et al (199) observaron que la agregacion
plaquetaria in vitro inducida por una gran variedad de agonistas era inhibida por la
liberacion de NO en cultivo fresco de células endoteliales. Este NO causaba también la
desagregacion del agregado plaquetario formado previamente. Por otro lado, estudios en
diferentes animales han demostrado que la liberacion basal de NO causada por la
estimulacion colinérgica y la sustancia P que inhibe la agregacion plaquetaria, inducida
por varios agentes agregantes como traumas endoteliales, incrementaba el tiempo de

sangrado.

1.3.3.1. Sintesis de NO por la plaqueta

Por otro lado, hay recogidos diversos datos aportados por numerosos autores que
han observado que las plaquetas, al igual las células endoteliales, también poseen la
capacidad de generar NO, como ya se ha mencionado en el apartado anterior de este
trabajo de tesis. Y es que, al igual que en el endotelio, en la plagueta se ha demostrado
la presencia de la isoenzima constitutiva NOS3 (200-203). Este NO derivado de la
plaqueta esta considerado como un potente regulador de la funcion plaquetaria. Por
ende, la plagueta es capaz de producir y liberar NO, habiéndose comprobado que la
liberacion basal de NO por las plaquetas in vitro y posiblemente in vivo, se encuentra
alrededor de 20 nmol/L (204). La activacion de NOS3 se inicia durante la adhesion de
las plaquetas al colageno de la pared del vaso sanguineo y la agregacion plaquetaria
inducida por colageno, ADP vy é&cido araquiddnico (205-207). A pesar de que el
mecanismo de esta activacion no es del todo conocido, si se afirma que el NO generado
a partir de L-arginina durante dicha reaccion se libera en relacion con la magnitud de la
activacion plaquetaria. De esta manera, tanto el NO intraluminal que se libera desde el
endotelio vascular como el que se libera desde la propia plaqueta, aumentan
considerablemente los niveles de GMPc en el interior de las plaquetas humanas. Por
ello, y en funcion de los datos recopilados durante los Gltimos afios, se concluiria que la
activacion de la enzima NOSS3, y la consecuente produccion de NO sobre las plaquetas,
inhibe su adhesion e induce su desagregacion (208), hechos que concuerdan con lo
establecido al principio de este punto, que el NO es un potente regulador de la funcién

plaquetaria.
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Retrocediendo brevemente, hay que hacer un apunte bastante importante
relacionado con la disfuncion endotelial. Esta puede conducir a la adhesion de plaquetas
y glébulos blancos a las paredes vasculares y producir hiperplasia de la intima vascular.
Si a estos sitios disfuncionales se adhieren las plaquetas, se produce contraccion de la
musculatura lisa del vaso por accion del TxA; y la serotonina; este hecho estimula la
proliferacion y migracion de células del masculo liso vascular por accion del PDGF. El
NO vy las prostaciclinas inhiben la adhesion plaquetaria, asi como la accion de la MCP-1
y la adhesion de monocitos. EI GMPc inhibe la fosfolipasa C y A; en las plaguetas, lo
que regula la funcion de algunos receptores de plaquetas tales como el receptor del

fibringeno I1b/Illa y P-selectinas.

1.3.4. EL PAPEL DE LOS INHIBIDORES DE LA NOS

1.3.4.1. Efecto modulador endégeno de los inhibidores de la NOS

Los inhibidores enddgenos de la enzima NOS ejercen un poderoso efecto
modulador de su actividad. Sin embargo, la disfuncion de la via endotelial de la L-
arginina-NO constituye un mecanismo muy comun mediante el cual muchos factores de
riesgo cardiovascular (hipercolesterolemia, hipertension, tabaquismo, diabetes mellitus,
homocisteinemia, inflamacion vascular) ejercen sus efectos deletéreos en la pared
vascular (209-214). En este sentido, puede existir una sobreproduccion de estos
inhibidores de NOS asociada a ciertas situaciones patoldgicas, hecho que puede
contribuir a una reduccion en la sintesis de NO y el consecuente desequilibrio en la via

endotelial L-arginina-NO.

1.3.4.2. La dimetilarginina asimétrica: accién y metabolismo

Como ya se ha comentado en ocasiones anteriores, entre todos estos inhibidores
de la sintesis de NO se encuentra el ADMA. Se trata de un inhibidor enddgeno de la
enzima NOS descrito por primera vez por Vallance et al en 1992 (215) y tiene una serie
de propiedades que merece la pena destacar. EI ADMA tiene propiedades similares al
L-NMMA vy se sintetiza en las células endoteliales a partir de arginina que es
metabolizada a citrulina antes de su excrecion a través de la orina (Figura 18).

La actividad inhibitoria de la sintesis de NO que posee el ADMA se ha podido
demostrar a través de diversos estudios experimentales. Por una parte, se han

desarrollado estudios en los que se han empleado segmentos arteriales aislados e
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incubados in vitro, en concentraciones que oscilan entre los 3 y 15 umol/L (215-218).
Ademaés, mediante el cultivo de macréfagos murinos también se ha podido confirmar
que el ADMA es capaz de inhibir la produccion vascular de NO de manera dependiente
de concentracion (219,220). En este sentido, el grupo de Bdger et al determind que el
ADMA era capaz de producir una inhibicion tanto a nivel endotelial como neuronal de
la actividad de la enzima NOS mediante un mismo modo dependiente de concentracion.

El ADMA se metaboliza por accion de la enzima DDAH en las células
endoteliales vasculares humanas dando lugar a L-citrulina. Se han identificado dos
isoformas de esta enzima, DDAH 1y Il, con un diferente patron de expresion en funcion
del tipo de tejido en el que se encuentren. Por una parte, DDAH | estd presente en
algunos tejidos que también expresan NOS neuronal, mientras que DDAH Il se
encuentra principalmente en tejidos vasculares que coexpresan NOS3, es decir, la
isoforma endotelial (221). La actividad DDAH se reduce por el estrés oxidativo
inducido por TNF-a 0 LDL oxidada in vitro (222) y, ademas, se modula a través de un
mecanismo de S-nitrosilacion (223).

Se ha demostrado que la inhibicion de la DDAH provoca una elevacion de los
niveles de ADMA y es capaz de causar una vasoconstriccion de anillos arteriales
aislados in vitro (213). Por otra parte, la inhibicién de la actividad de la DDAH
desencadena el incremento de la generacion de radical superdxido endotelial (224). En
este sentido, en estudios previos se ha podido demostrar que ratones DDAH
transgénicos presentan altos niveles de produccion sistémica de NO, menor presion
sanguinea sistémica y resistencia vascular periférica disminuida (225). A su vez, en
humanos, la infusion intraarterial de ADMA en la arteria braquial disminuye de manera
significativa el flujo de sangre en el antebrazo (226), aunque las concentraciones
alcanzadas en la circulacion local exceden de lejos a aquellas concentraciones de
ADMA que pueden medirse en pacientes. Si se toman juntos los resultados de otros
estudios realizados (227,228), se puede corroborar la evidencia de que, como ya se ha
mencionado, el ADMA modula la actividad de la enzima NOS3 dentro de un rango de
concentracion encontrado en pacientes que sufren enfermedad vascular. Pero es que, por
otra parte, esta evidencia sugiere que incluso las pequefias modificaciones que se
puedan producir en los niveles de ADMA pueden afectar de forma significativa la
produccién de NO vy, por ende, el tono vascular y la resistencia vascular sistémica. En
este sentido, parece légico considerar al ADMA como un interesante marcador de

disfuncion endotelial.
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L-arginina
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Clitrulina

Figura 18. La dimetilarginina asimétrica (ADMA) se sintetiza a partir de L-arginina por accion de la
proteina metilasa | y es metabolizada posteriormente por accion de la dimetilarginina dimetilaminohidrolasa (DDAH)
produciendo citrulina. ADMA acttia como un inhibidor de la sintesis de NO y su concentracion es mayor bajo ciertas
condiciones patoldgicas.

1.3.4.3. Mecanismos requladores de la concentracion plasmatica de ADMA

Existen mecanismos reguladores de la concentracion de ADMA, siendo esta
molécula liberada cuando determinadas proteinas metiladas son degradadas en sus
componentes aminoacidicos durante el recambio proteolitico (229). La metilacion de la
arginina es un mecanismo ubicuo de modificacion proteica post-traslacional que ocurre
en la mayoria de tipos celulares, debido a la actividad de metiltransferasas especificas
(230). Sin embargo, no existen evidencias de que la L-arginina libre pueda ser metilada
por la accion de estas enzimas. Una vez el ADMA es liberado como consecuencia de la
degradacion de proteinas, su eliminacion del cuerpo se lleva a cabo o bien por via renal
0 bien por inactivacion enzimatica, y aunque el aclaramiento renal era el primer
mecanismo del que se informo para esta eliminacion, la degradacién del ADMA por via
enzimética por DDAH también es un mecanismo con extrema relevancia, el cual a ido

despertando el interés con el paso del tiempo. Como ya habiamos mencionado, y en este
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sentido, la enzima DDAH se encarga de degradar el ADMA a dimetilamina y L-

citrulina.

1.4. CONSIDERACIONES

Para finalizar esta introduccion tenemos que hacer caso de los resultados
obtenidos en estudios previos, a través de los que se ha llegado a una conclusion: la
aspirina, ademas de en los leucocitos y en las células endoteliales, también estimula la
actividad de la enzima NOS3 en las plaquetas, produciendo un incremento en la
produccion de NO y favoreciendo los efectos antiplaquetarios del farmaco. Teniendo en
cuenta todos estos antecedentes, una pregunta que queda por responder es si la
produccion de NO por las plaquetas puede estar asociada con la respuesta de éstas a
aspirina. En este punto, seria aun mas interesante formular una nueva cuestion: ¢La
diferente respuesta de las plaquetas a un farmaco como la aspirina puede estar asociada
a la diferente capacidad de las mismas para producir NO? Estas dos preguntas son el
motivo fundamental de este trabajo de tesis doctoral.

En este sentido, el conocimiento de la regulacion normal de la funcién
plaquetaria puede permitir el establecimiento de nuevos mecanismos segun los cuales la
actividad plaquetaria en los vasos sanguineos enfermos puede ser controlada y reducir
asi el riesgo de aterosclerosis. Al examinar los procesos de sefializacion y comprender
los mecanismos moleculares de interaccion entre plaquetas, seria posible identificar
moléculas o grupos de moléculas que serian potenciales objetivos para el tratamiento
terapéutico o para ser utilizados como biomarcadores. En esta tesis doctoral intentamos
abrir un nuevo mecanismo asociado al sindrome de resistencia a aspirina, introduciendo
nuevos datos moleculares relacionados con esta condicion. En este sentido, con los
resultados de esta tesis se establece una relacién entre las plaquetas sensibles y
resistentes a aspirina y el contenido de proteina NOS3 fosforilada en el residuo de Ser
1177.
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2. HIPOTESIS

Como ya se ha explicado en la introduccidn de esta tesis doctoral, existe todo un
conocimiento alrededor del efecto antiplaquetario que posee la aspirina inhibiendo la
produccion de TxA; y la respuesta insuficiente que poseen las plaquetas de algunos
pacientes frente a la accion de este farmaco. Ademas, esté bien reconocido que el efecto
antiplaquetario de aspirina no puede Unicamente explicarse a través de su habilidad para
inhibir la sintesis de TxA, sino que tienen que existir otros mecanismos. Entre estos
mecanismos se demostrd hace unos afios que el NO tiene un papel relevante. La
plaqueta es una célula que contiene la maquinaria energética necesaria para generar NO
ya que expresa la enzima NOS de tipo endotelial o segin la nomenclatura, NOS3.

No todos los pacientes sometidos a tratamiento con aspirina se benefician por
igual de este farmaco. Es también conocido que casi un 20 % de los pacientes que
toman aspirina presentan plaquetas que no son inhibidas por ella. Incluso, si los
pacientes son diabéticos, este porcentaje crece hasta casi un 40 %.

Existen muchos mecanismos que han intentado explicar por qué las plaquetas de
algunos pacientes no son suficientemente inhibidas por aspirina. Entre estos
mecanismos destacan desde el cumplimiento del tratamiento hasta factores genéticos o
la existencia de moléculas circulantes que impiden la accién de aspirina sobre las
plaquetas. Sin embargo, en esta tesis hipotetizamos que entre estos mecanismos podria
encontrarse una incapacidad en la produccion de NO por parte de las plagquetas
resistentes a aspirina que no existiria en las plaguetas que son plenamente inhibidas por

este farmaco.
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3. OBJETIVOS

Los objetivos de esta tesis fueron:

1. Analizar si las plaquetas resistentes a aspirina tienen una capacidad diferente de
generar NO con respecto a plaquetas sensibles.

2. Determinar si el nivel de expresion de NOS3 es diferente en las plaquetas
sensibles y resistentes a aspirina.

3. Determinar si existe una causa genética que explique una diferente expresion de
NOS3 en las plaquetas sensibles y resistentes a aspirina.

4. Determinar si podria existir una diferente capacidad de fosforilacion de la NOS3
en las plaquetas sensibles y resistentes a aspirina.

5. Analizar si la estimulacion in vitro de las plaquetas es diferente si estas son
sensibles y resistentes a aspirina y su posible asociacion con su capacidad de
generar NO.

6. Determinar si la estimulacion in vitro de plaquetas sensibles y resistentes a
aspirina induce una diferente fosforilacion en la NOS3 vy si este fendmeno se

puede asociar con un grado diferente de estimulacion plaquetaria.
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4. METODOLOGIA

4.1. INCLUSION DE PACIENTES

Para realizar el estudio, se incluyeron 50 pacientes con isquemia coronaria
establecida, los cuales fueron reclutados. Los pacientes estaban sometidos a tratamiento
con 100 mg de aspirina desde al menos 9 meses antes y no tenian otro tratamiento
antiplaquetario ni antiinflamatorio. Estos pacientes fueron clasificados en dos grupos,
un grupo resistente a aspirina (n=24) y por otra, un grupo sensible a aspirina (n=26). La
resistencia a aspirina se evalué basandose en la funcionalidad plaquetaria de acuerdo
con el test PFA-100. La ocurrencia de un evento cardiovascular agudo al menos durante
los nueve meses previos se consideré como criterio de exclusion. Por otro lado, como
hemos sefialado, también se excluyd a aquellos pacientes que estuviesen bajo
tratamiento con otros farmacos antitromboticos o con antiinflamatorios no esteroideos
durante los treinta dias previos a la inclusion, o bajo terapia de nitratos. Otros criterios
de exclusion de los pacientes fueron: la existencia de trombocitopenia, anemia 0 unos

niveles plasmaticos de creatinina iguales o superiores a 2mg/dL.

4.2. OBTENCION DE LAS MUESTRAS

Las muestras de sangre se obtuvieron por venopuncion antecubital en tubos con
citrato, por la mafiana, de 2 a 4 horas después de la toma de la dosis de aspirina. Se
descartaron los 3 0 4 mL iniciales de sangre, con el objetivo de reducir la activacion
plaquetaria espontanea (Figura 19). Ademas, se recogieron 5 mL adicionales de sangre
en tubos con EDTA para el aislamiento tanto de plasma como de globulos blancos

sanguineos.

Figura 19. Tubos de citrato para la

recogida de las muestras sanguineas
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El estudio que ha dado lugar a esta tesis doctoral se desarrollé de acuerdo con la
Declaracion de Helsinki. La Declaracion establece unos principios basicos, tanto
el respeto por el individuo (Articulo 8) como su derecho a la autodeterminacién y el
derecho a tomar decisiones informadas (consentimiento informado) (Articulos 20, 21 y
22). En este sentido, se incluye también la participacion del propio paciente en la
investigacion, tanto al inicio como durante el curso de la misma. Por ende, el deber del
investigador solo es hacia el paciente (Articulos 2, 3 y 10) o el voluntario (Articulos 16
y 18) y, mientras exista necesidad de llevar a cabo una investigacion (Articulo 6), el
bienestar del sujeto ha de ser dominante sobre los intereses de la ciencia o de la
sociedad (Articulo 5). Las consideraciones éticas deben venir siempre del analisis
precedente de las leyes y regulaciones (Articulo 9). En este sentido, todos los pacientes
incluidos dieron su consentimiento para formar parte del estudio. Por otro lado, el
estudio fue aprobado ademas por el Comité Local de Etica del Hospital Clinico San
Carlos de Madrid.

4.3. IDENTIFICACION DE LA RESISTENCIA A ASPIRINA

Como ya se ha mencionado con anterioridad, los pacientes resistentes a aspirina
se identificaron mediante la utilizacién del ensayo PFA-100 (Dade Behring W.
Sacramento, USA). Este test se ha usado para predecir la recurrencia clinica en
pacientes con tratamiento con aspirina (231). Este sistema emplea cartuchos con
membrana recubierta de colageno infundida con 10 pg de epinefrina (232,145). La
sangre que previamente se ha obtenido en los tubos con citrato es aspirada a través de
una aguja que la somete a unas elevadas condiciones de flujo (5000 a 6000 s™) a través
de una pequefia apertura de 150 um presente en la membrana de cada uno de estos
cartuchos. Por tanto, al infundir la sangre en el cartucho se produce una oclusion del
poro, que transcurre en el denominado TC. En este sentido, este TC es un indicador de
la funcion plaquetaria en la muestra de sangre total obtenida. De acuerdo con las
especificaciones ofrecidas por el fabricante, un rango de 94 a 103 segundos con
cartuchos de epinefrina define la presencia de plaquetas resistentes a aspirina (233,151).
En las plaquetas sensibles a aspirina el TC es mayor. Una vez transcurridos 300

segundos, el proceso finaliza de forma automatica.
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Es importante sefialar que, como se ha podido ver en otros estudios (232,145),
para descartar el efecto de no adherencia al tratamiento en la falta de respuesta de las
plaquetas a aspirina, el test PFA-100 se realizé en el momento de la inclusion y una
hora después de que el paciente recibiese una dosis adicional de 100 mg de aspirina. Por
esta razon, sélo aquellos pacientes que mostraron un TC similar en ambas mediciones

se consideraron para el estudio.

4.4 AISLAMIENTO DE PLAQUETAS Y EVALUACION DE LA PUREZA

Las muestras de sangre total obtenidas en tubos de citrato se centrifugaron a
1000 rpm durante 15 minutos a una temperatura establecida de 20° C. EIl PRP obtenido
tras la centrifugacion fue recuperado y dividido en alicuotas que contenian 1,25x10°
plaquetas. ElI volumen final fue posteriormente ajustado a 500 uL con medio RPMI-
1640 sin rojo fenol. Las plaquetas fueron entonces incubadas a 37° C durante 20
minutos con agitacion continua mediante barra magnética a 1000 rpm. Tras la
incubacion, se centrifugaron los PRPs a 2500 rpm a 4° C, lo que permitié obtener y
separar un sobrenadante y un pellet de plaquetas. Hasta la realizacion de las
determinaciones bioquimicas y de biologia molecular, sobrenadantes y pellets

permanecieron almacenados y congelados a -80° C.

La pureza de las plaquetas en las muestras de PRP fue evaluada mediante
ensayos de citometria de flujo. Para este propdsito, el PRP fue incubado con anticuerpos
monoclonales conjugados con isotiocianato de fluoresceina dirigidos contra CD61 (130-
081-501, Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA), CD45 (5450-PE100T, BioCytex,
Marseille, France) y CD235-A (340947, Becton-Dickinson, San Jose, CA, USA), que
identifican plaquetas, leucocitos y eritrocitos, respectivamente. Las muestras fueron
analizadas en un citometro de flujo (FACSCalibur, Becton-Dickinson, San Jose, CA,
USA).

45.NITRITOS Y NITRATOS LIBERADOS DESDE LA PLAQUETA

Una de las determinaciones bioquimicas a las que se sometieron las muestras fue

la cuantificacion de la concentracion conjunta de nitratos y nitritos liberados por la
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plaqueta al medio RMPI 1640 sin rojo fenol en el que fueron previamente incubadas.
Por esta razén, la medida se realiz6 en los sobrenadantes plaquetarios que se habian
obtenido y almacenado. Para ello se utilizd un ensayo colorimétrico (78001, Cayman
Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Este ensayo tenia una sensibilidad de 2,5 umol/L vy, a su vez, los coeficientes de

variacion intra e inter-ensayo eran 2,7 y 3,7%, respectivamente.

4.6. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE EXPRESION DE NOS2, NOS3 Y
NOS3 FOSFORILADA EN SERINA 1177 MEDIANTE WESTERN-BLOT.

La cantidad de enzimas NOS2 y NOS3, asi como la fosforilacion en el residuo
Ser 1177 de la NOS3, se determind mediante Western blot. Para este propdsito, las
plaquetas fueron inicialmente homogenizadas en un buffer que contenia Tris/HCI 25
mM con un pH de 7,8, sacarosa 0,25 M y EDTA 1 mM, todo ello solubilizado en un
tampén Laemmli que contiene 2-mercaptoethanol. A continuacion, las proteinas
obtenidas de esta forma se cargaron en varios geles al 10% de poliacrilamida en
presencia de SDS para crear unas condiciones desnaturalizantes. La cantidad de proteina
plaquetaria total que se cargd en el gel para su separacion electroforética fue de 20 g,
valor que se estimé mediante el reactivo BCA (Pierce), método basado en una
modificacion del método de Lowry: Pierce, Rockford, IL, USA; Pierce, Illinois). De
forma paralela, se cargaron geles que servirian para la determinacion del nivel de

expresion de la proteina -actina, utilizada como control de carga.

Una vez hubo finalizado la electroforesis, las proteinas separadas en los distintos
geles de poliacrilamida se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Immobilion-P;
Millipore) que tiempo después fueron blogueadas con una solucién de albumina al 5%
en tampon PBS-Tween, manteniéndose asi durante toda la noche a 4° C. Transcurrido el
tiempo de bloqueo, se procedio a la incubacion de estas membranas con anticuerpos
monoclonales dirigidos contra la enzima NOS3 (sc-653, Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Santa Cruz, CA, USA, dilucién 1:500), NOS2 (sc-8310, Santa Cruz Biotechnology,
USA, dilucion 1:1500), la forma fosforilada NOS3-Ser 1177 (804-396C100 Alexis
Biochemical, California USA, dilucion 1:1000) y B-actina (A-5441, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA, dilucién 1:1000), respectivamente.
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Tras las incubaciones de las membranas de nitrocelulosa con sus anticuerpos
correspondientes, se procedié al revelado con los anticuerpos secundarios conjugados
con peroxidasa de rabano. En este sentido, los anticuerpos secundarios utilizados fueron
los siguientes: anti-conejo 1gG (1:2500 para NOS3 y NOS2) y anti-ratén 1gG (1:1500
para NOS3 Ser 1177 y 1:7500 para B-actina). La existencia de sefial de expresion
proteica se revel6 mediante el empleo de reactivos potenciadores de luminiscencia
(ECL; GE Healthcare, Little Chalfont Buckinghamshire, UK) y fue detectada mediante
un equipo transiluminador (Gel Logic 440 Imagin System, Kodak, USA). Tras el
revelado y deteccion, la expresion de las proteinas fue cuantificada a traves de un
analisis por densitometria (Quantity One Software, Bio-Rad). Para determinar el peso

molecular de las proteinas en estudio se utilizaron proteinas marcadas.

4.7. DETERMINACION DE LA ALTERACION GENETICA T-786 — C EN EL
GEN NOS3

Se extrajo el ADN genomico de las células blancas de los sujetos sometidos a
estudio, siguiendo una técnica de rutina que empleamos a diario en nuestro laboratorio
(234). La region 5 -flanqueante del gen NOS3 fue amplificada mediante PCR. La
secuencia de los cebadores que se emplearon para el desarrollo de esta reaccion fue:
delantero: 5-GTGTACCCCACTCGCATTTC-3; reverso: 5-
GGGACACAAAAGAGCAGGAA-3’. Esta PCR se realiz6 bajo unas condiciones
especificas: una desnaturalizacién inicial a 95°C durante 5 minutos seguida de 40 ciclos
de desnaturalizacion de 30 segundos a 95°C, un anillamiento de 1 minuto a 52°C y una
extension de 1 minuto a 72°C. Terminada la PCR, los productos se purificaron
utilizando un kit comercial (Ultra Clean PCR Clean-up ADN purification Kit, Carlsbad,
CA) y se secuenciaron con quimica Big-Dye terminator en ambas direcciones de la
secuencia utilizando un secuenciador ABI PRISM 310 Automatic ADN (Applied
Biosystems, Foster City, CA).
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4.8. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE ADMA EN EL PLASMA DE
LOS SUJETOS INCLUIDOS

Los niveles de ADMA en el plasma se determinaron utilizando un kit comercial
ELISA (Diagnostika GMBH, Hamburg Germany) siguiendo punto por punto las
recomendaciones del fabricante. Este ensayo tiene una sensibilidad de 0,05 pumol/L. Los

coeficientes de variacion inter e intraensayo eran de 9,4 % y 6,0 %, respectivamente.

4.9. INDUCCION IN VITRO DE LA AGREGACION PLAQUETARIA EN
RESPUESTA A COLAGENO

El PRP fue obtenido de un subgrupo nuevo adicional de pacientes sensibles
(n=10) y resistentes (n=10) a aspirina. EI PRP fue sometido a agregacion in vitro
inducida por colageno, un agente inductor de la agregacion plaquetaria inhibible por
aspirina. La agregacién plaquetaria se registrd gracias a un lumiagregémetro
(Aggrecorder, dos canales). EI PPP se utilizé como control de transmision del 100% de
luz. El volumen de PRP, conteniendo 1,25 X 10° plaquetas, se ajusté a 600 pL con PPP
y se incubd en el agregdometro a 37°C durante 20 min con agitacion continua mediante
iman (1000 rpm). Después de este tiempo, se retird una alicuota (100 pL) para
determinar la concentracion de nitrito+nitrato. Esta alicuota se centrifugé a 2500 rpm
durante 10 min a 4°C. Posteriormente, se congelaron separados los sobrenadantes y los
pellet a -80°C.

Los 500 pL restantes de PRP se estimularon con unas concentraciones
submaximas de colageno (0.5, 1.5 and 3.5 pg/mL) de forma acumulativa durante 20
minutos. Estas concentraciones fueron elegidas habiéndonos basado en una observacion
previa que mostraba ese diferente grado de cambio en la transmisién de la luz entre las
plaquetas respondedoras a Aspirina y las no respondedoras (125). Después de la
incubacion con colageno, el PRP recuperado se centrifugd a 2500 rpm durante 10 min a
4° C y el sobrenadante y pellet se congelaron a -80° C con el fin de determinar el
contenido en nitrato+nitrito 'y NOS3 fosforilada en el residuo Ser 1177,

respectivamente.
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4.10. ANALISIS ESTADISTICO.

Los valores aparecen expresados como la media + EEM (Se utilizd un test de
Mann-Whitney para poder comparar las variables continuas entre los dos grupos

experimentales.

La asociacion ajustada entre los parametros bioguimicos con la respuesta de la
plaqueta a aspirina se analizé a través de un modelo de regresion logistica condicional
con la resistencia a aspirina como variable dependiente y el tratamiento con IECAS

como covariable.

Las correlaciones se realizaron mediante un analisis de Pearson. El analisis
estadistico se ejecutd con el programa informatico SPSS 15.0. Un valor p <0,05 fue
considerado estadisticamente significativo.
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5. RESULTADOS

La tabla 2, que se muestra a continuacion en esta tesis, resume las caracteristicas
clinicas de los pacientes con plaquetas resistentes y sensibles a aspirina. Sélo aquellos
pacientes con valores extremos de TC para cada una de las dos condiciones de respuesta
aspirina se incluyeron en el estudio. TC es el tiempo necesario para la oclusion de la
apertura del poro en el cartucho de PFA-100 y es un indicador de la funcién plaquetaria.
El limite superior del test PFA-100 es 300 segundos. Los resultados de las variables
categdricas estan representadas como el numero de casos con respecto al total de
pacientes incluidos dentro de cada grupo experimental. La edad se representa como la
media = EEM. Los pacientes de ambos grupos mostraban edades similares. Del mismo
modo, la proporcion de hombres y mujeres era similar, con la salvedad de que las dos
unicas mujeres se incluyeron en el grupo resistente a aspirina. En este mismo sentido, se
mantenian unas proporciones semejantes tanto en la condicion de hipertension como de
hiperlipemia. Sin embargo, si se observé que el mayor porcentaje de individuos
diabéticos se hallaba en el grupo resistente. Los tratamientos farmacologicos
concomitantes, entre los que se consideraron la aspirina, los B-bloqueantes, inhibidores
IECAs, estatinas y diuréticos, también registraron valores semejantes en ambos grupos
de pacientes.
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Tabla 2. Caracteristicas clinicas y tratamiento farmacoldgico de pacientes con

plaguetas sensibles y resistentes a aspirina.

Sensibles a aspirina

Resistentes a aspirina

Parametro
(n=26) (n=24)

Edad (afios) 65,4+ 1,9 68,7+ 1,5
Género (Hombre/mujer) 26/0 22/2
Valores TC (s) > 300 1248+7,1
Hipertension n (%) 16 (61.5) 13 (54.1)
Hiperlipemia n (%) 15(57.7) 14 (58.3)
Diabetes mellitus n (%) 6 (23,1) 9 (37,5)
Tratamientos farmacolégicos concomitantes

Aspirina (%) 26 (100) 24 (100)

[S-bloqueantes (%) 18 (69,2) 18 (75,0)

Inhibidores ECA n (%) 15 (57,7) 6 (25,0)*

Estatinas (%) 26 (100) 24 (100)

Diuréticos (%) 7 (26,9) 7(29,1)

Los pacientes con plaquetas resistentes y sensibles a aspirina mostraron una

historia clinica de factores de riesgo cardiovascular similar. Sin embargo, si se observa

que un numero mucho mayor de pacientes con plaquetas sensibles a aspirina estuvieron

bajo tratamiento con IECAs en comparacion con aquellos con plaquetas resistentes a

aspirina. Otros tratamientos farmacoldgicos fueron similares entre los dos grupos

experimentales (Tabla 2).
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La pureza de las muestras de plaquetas se evalué mediante un citdmetro de flujo. La

Figura 21 ilustra un analisis de citometria representativo segin el tamafio y marcaje
positivo de CD61" (plaqueta marcada), CD45" (leucocito marcado) y CD235-A*
(eritrocito marcado). Los eritrocitos y leucocitos constituian menos del 0,05% de la

muestra de PRP y mas del 99,7% estaba constituido por plaquetas (Figura

20).
]
Eritrocitos +
] leucocitos
_—
L’“ E

Plaquetas

FSC-H 1

Plaquetas

CD61-PE

SSC-H
E Leucocitos
w
o
uw
T
o)
0
SSC-H

E Eritrocitos
w

(=9

o

u

o

o~

Q

Q

SSC-H

Figura 20. Analisis por citometria de flujo de plaquetas, leucocitos y eritrocitos en el PRP. A la izquierda, una

grafica representativa de citometria de flujo para detectar la poblacién plaquetaria segin tamafio y complejidad. A la

derecha, graficas representativas de citometria de flujo para detectar CD61, CD45 y CD235a en el PRP, marcadores

especificos de plaquetas, leucocitos y eritrocitos, respectivamente.
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5.1. PRODUCCION DE NITRITOS + NITRATOS Y EXPRESION DE NOS2 Y
NOS3 EN LA PLAQUETA

Se pudo observar que en los sobrenadantes procedentes de las plaquetas
sensibles a las plaquetas, la cantidad detectada de nitrato+nitrito tenia una tendencia a
ser mayor gue en aquellos que procedian de plaquetas aspirina-sensibles. Sin embargo,
esta tendencia no suponia una diferencia estadisticamente significativa (nitrito + nitrato
en umol/L: aspirina-sensible: 15,49+2,65, aspirina-resistente: 11,63+2,40; p=0,09). Este
hallazgo no se veia modificado tras el ajuste estadistico para tratamiento con IECAS,

puesto que el valor de p obtenido en el analisis estadistico fue de 0,315.

Por otra parte, se encontré una expresion de proteina NOS3 significativamente
mayor en las plagquetas sensibles a aspirina que en las plagquetas resistentes (Figura 21).
La mayor expresion de NOS3 en las plaquetas aspirina-sensibles era independiente del
tratamiento con IECAs puesto que la expresion de NOS3 permanecia mayor en las
plaquetas sensibles a aspirina que en las resistentes cuando la expresion de NOS3 fue
ajustada por el tratamiento con IECASs en el modelo de regresion lineal (p=0,049).

El andlisis de Pearson demostré una correlacién negativa entre los niveles de
expresion de la proteina NOS3 en las plaquetas y los valores de tiempo de coagulacién
en el ensayo PFA-100, obteniéndose un coeficiente de Pearson de -0,3 y un valor p de
0,048.

En las plaquetas, el nivel de expresion de la proteina NOS2 fue bastante debil y
no se encontraron diferencias entre los dos grupos en estudio (Figura 21). La expresion
de B-actina se utiliz6 como control de carga de proteina.
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Figura 21. Expresion de las proteinas NOS2 y NOS3 de las plaquetas de pacientes sensibles y resistentes a
aspirina. Las barras del grafico muestran el analisis densitométrico de todos los Western blots representados en

unidades arbitrarias (U.A.). Los resultados son la media £ EEM. * p<0,05 con respecto a ASA-sensible.

5.2. PRESENCIA DE LA ALTERACION -786 (T —C) EN EL GEN NOS3

La secuenciacion de nucledtidos en el gen NOS3 en la posicion -786 revel6 que
la mayoria de los pacientes mostraban homocigosis para el alelo CC y no existian
diferencias entre los pacientes con plaquetas sensibles y resistentes a aspirina (Tabla 3).
Ademas, como puede apreciarse en los datos recogidos en la tabla 3, se registré un
numero similar de pacientes sensibles y resistentes a aspirina que mostraban alelos TT y
TC en posicién -786 en el gen NOS3 (Tabla 3).
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Tabla 3. Secuencia nucleotidica en posicién -786 en la region flanqueante 5° del gen

NOS3.
Gen NOS3, mutacion -780 T>C
CC TC TT Total
Plaquetas resistentes a aspirina 1 7 3 24
(n=24)
Plaguetas sensibles a aspirina 14 7 5 26
(n=26)

5.3. EL CONTENIDO PLAQUETARIO DE NOS3 FOSFORILADA EN EL
RESIDUO Ser 1177

Existen diferentes estudios que han demostrado la asociacion existente entre la
fosforilacion en posicion Ser 1177 de la NOS3 y la mayor actividad de esta enzima. En
nuestro estudio, el contenido plaquetario de NOS3 fosforilada en el residuo Ser 1177
fue significativamente mayor en las plaquetas sensibles a aspirina en comparacion con
las plaquetas resistentes (Figura 22). Este hecho también fue evidente cuando el
contenido de NOS3 fosforilada en el residuo Ser 1177 se calculo como la relacion con
la cantidad total de NOS3 expresada en las plaquetas sensibles y resistentes a aspirina,
respectivamente (Figura 22). Tras el ajuste por tratamiento con IECAs, el nivel de
NOS3 Ser 1177 fue también significativamente mayor en las plaquetas sensibles a

aspirina que en las resistentes a aspirina, obteniéndose un valor p = 0,04.

El analisis de Pearson mostré una correlacion positiva entre los valores del
tiempo de coagulacion (TC) en el ensayo PFA-100 y el contenido plaquetario de NOS3
Ser 1177 (Coeficiente de Pearson: 0,546; p=0,035).
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Figura 22. Representacion del contenido en NOS3 fosforilada en el residuo Ser 1177.

5.4. NIVELES PLASMATICOS DE ADMA

Se pudo ver que, en plasma, los niveles de ADMA, inhibidor de la sintesis de

NO, no eran diferentes entre pacientes con plaquetas sensibles y resistentes a aspirina

(ADMA en umol/L: sensibles a aspirina: 0,28+0,02, resistentes a aspirina: 0,25+ 0,02;

pNS). La ausencia de diferencias en los niveles plasméaticos de ADMA también se

mantenia al realizar el ajuste estadistico por tratamiento con IECAs, obteniéndose un

valor p=0,456. Ademas, al realizarse el analisis de Pearson se demostrd la falta de

asociacion entre los niveles plasmaticos de ADMA vy los valores del tiempo de

coagulacién en el ensayo PFA-100, registrandose un coeficiente de Pearson de 0,086

con un valor p=0,557.
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5.5. CAMBIOS EN LA TRANSMISION DE LUZ, LIBERACION DE NITRATOS
+ NITRITOS Y CONTENIDO DE NOS3 FOSFORILADA EN EL RESIDUO Ser
1177 EN PLAQUETAS ESTIMULADAS POR COLAGENO

En la tabla 4 de esta tesis doctoral se recogen las caracteristicas clinicas de un
grupo adicional de pacientes que fueron reclutados. Estos pacientes tenian también
isquemia coronaria establecida, los cuales fueron reclutados con posterioridad. Tras la
obtencion de plaquetas de estos pacientes, éstas se clasificaron mediante el test PFA-
100, ya mencionado en ocasiones anteriores, en sensibles a aspirina (n=10) y resistentes
a aspirina (n=10). Los PRPs obtenidos de ambos grupos se estimularon in vitro con

concentraciones crecientes de colageno.
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Tabla 4. Caracteristicas clinicas y tratamiento farmacoldgico de pacientes sensibles y

resistentes a aspirina bajo estimulacion in vitro con colageno.

Sensibles a aspirina Resistentes a aspirina
Parametro
(n=10) (n=10)

Edad (afios) 65,6+ 1,5 69,1+ 1,2
Género (Hombre/mujer) 10/0 10/0
Valores TC (s) > 300 109,3+ 12,5
Hipertension (%) 6 (60.0) 4(40,0)
Hiperlipemia (%) 6(60.0) 5(50.0)
Diabetes mellitus (%0) 2 (20,0) 4 (40,0)
Tratamiento farmacoldgico

Aspirina (%) 10 (100) 10 (100)

B-blogueantes (%) 7 (70,0) 9 (90,0)

IECAS (%) 6 (60,0) 3 (30,0

Estatinas (%) 10 (100) 10 (100)

Diuréticos (%) 1(10,0) 2 (20,0)

En este sentido, en las plaquetas sensibles a aspirina, la adicion de cantidades
crecientes de colageno, de 0.5 hasta 3.5 pg/mL, no modifico el nivel de transmision de
luz en el agregémetro, lo que podria sugerir que no existio respuesta agregante por parte

de la plaqueta al colageno (Tabla 5).
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Tabla 5. Cambios en la transmision de luz y liberacidn de nitrato+nitrito en plaquetas

estimuladas por colageno. Los resultados se representan como la media + EEM. *

P<0.05 con respecto al basal correspondiente.

% Transmision de luz

Liberacion de
Nitrito+nitrato (umol/L)

Colageno 0,5 | Colageno 1,5 | Colageno 3,5 Colageno 3,5
Basal Basal
ug/ mL ug/ mL ug/ mL ug/ mL

Sensible

aspirina 0 0,88+ 0,51 0,59+ 0,35 0,88+ 0,58 13,04+2,38 | 22,11+ 4,01*

(n=10)
Resistente

aspirina 0 10,91+ 2,81* | 11,85+2,61* | 14,11+ 3,25* | 11,80+ 2,44 | 12,33+2,89

(n=10)

Sin embargo, en las plaquetas resistentes a aspirina, cantidades submaximas de
colageno redujeron la transmision de la luz en el PRP, sugiriendo que las plaquetas
resistentes a aspirina eran mas sensibles a colageno que las plaquetas sensibles (Tabla
5).

Como se habia observado con anterioridad, en ausencia de colageno, es decir, en
condiciones basales, la cantidad de nitratos+nitritos liberados desde las plaquetas
sensibles a aspirina no era diferente a la liberada por las plaguetas resistentes a aspirina
(Tabla 5). Durante la estimulacion con colageno a la concentracion de 3,5 pg/mL las
plaquetas aspirina-sensibles liberaban cantidades significativamente mayores de
nitratos+nitritos que las observadas antes de la adicion de este agente estimulante de
plaquetas (Tabla 5). Sin embargo, en las plaquetas resistentes a aspirina, la adicion de
coldgeno fracasaba a la hora de modificar la liberacion de nitratos+nitritos con respecto
a las mediciones realizadas antes de la adicion del mismo (Tabla 5).

En las plaquetas sensibles a aspirina, el coldgeno, a una concentracion de 3,5
pug/mL, aument6 de manera significativa (p=0,032) el contenido plaquetario de NOS3
fosforilada en el residuo Ser 1177 al compararlo con las cantidades observadas antes de

afiadir colageno (Figura 23). Sin embargo, como se puede apreciar en la Figura 23, en
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las plaquetas resistentes a aspirina, el colageno (3,5 pg/mL) aumento sélo ligeramente
el contenido plaquetario de NOS3 Ser 1177 fosforilada al compararlo con los niveles
observados antes de la estimulacion con colageno y no se observaba que alcanzase

significacion estadistica con respecto a la situacion basal sin colageno (p=0,568).

+ Colageno

Sensibles AAS
NOS3 Fosforilada (Ser''77)

Resistente AAS
NOS3 Fosforilada (Sert'’7)

B-actin

*
14000 -

12000 -
10000 -
8000
6000
4000 -

2000 - D
0 -

+ Colageno

[:| Sensible AAS
. Resistente AAS

Ser 177 (AU)

NOS3 Fosforilada

Figura 23. Representacion del contenido en NOS3 fosforilada en el residuo Ser 1177 antes y después de la

estimulacién con colageno.
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6. DISCUSION

En nuestro conocimiento, el trabajo de esta tesis doctoral muestra por primera
vez los diferentes hallazgos en relacién a la capacidad de las plaquetas de generar NO
en relacion a su respuesta a aspirina. Por ello, antes de comenzar la discusion de los
resultados, paso a identificar los hallazgos que he considerado més relevantes y que

permitiran al lector seguir mejor el desarrollo de la discusion.

1) Las plaquetas respondedoras a aspirina muestran cantidades mayores

de proteina NOS3 que las resistentes a la accion de este farmaco.

2) El contenido plaquetario de NOS3 fosforilada en el residuo Ser 1177,
una forma activa de la enzima NOS3 humana, fue mayor en las plaquetas

sensibles a aspirina que en las resistentes.

3) El mayor contenido de NOS3 Ser 1177 se asocia positivamente con la
respuesta funcional de las plaquetas a aspirina.

4) En condiciones basales, las plaquetas sensibles y resistentes a aspirina

producen cantidades similares de NO.

5) Durante la estimulacién in vitro con coldgeno de las plaquetas
sensibles a aspirina, la liberacion de NO y el contenido de NOS3 Ser 1177
fosforilada fue significativamente mayor que la observada en las plaquetas

resistentes a aspirina tras estimulacion con colageno.

6) El contenido aumentado de NOS3 Ser 1177 en las plaquetas sensibles
a aspirina estimuladas por colageno se relacionaba con la supresion de la

respuesta agregante a colageno.

7) En las plaquetas resistentes a aspirina, se mantuvo la existencia de

agregacion plaquetaria en presencia de colageno.

8) Durante esta agregacion por colageno de las plaquetas resistentes a
aspirina, ni la liberacién de nitratos+nitritos ni el contenido plaquetario de NOS3

fosforilada en el residuo Ser 1177 fueron significativamente modificados.
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6.1. Accidn reqguladora del NO sobre la actividad plaquetaria

Un ndmero elevado de estudios han demostrado que la aspirina estimula la
produccion de NO en diferentes tipos celulares, entre ellos, las plaquetas (85,170). Entre
todos estos estudios destacarian especialmente las incubaciones de PRP con una dosis
de 80 png de aspirina realizadas por Chakrabort et al, quienes demostraron que la
aspirina ademas de reducir la activacion plaquetaria también estimulaba la produccién
simultanea de NO en las plaquetas como consecuencia de la sintesis de prostaglandinas.
Por tanto, se describia que la inhibicion de la sintesis de prostaglandinas por
compuestos como el ibuprofeno o el acido salicilico, o la propia aspirina, resultaba en la
sintesis de NO por parte de las plaquetas (83,164). El papel del NO en el efecto
antiplaquetario de la aspirina ya habia sido previamente demostrado por nuestro grupo
de investigacion. En este sentido, demostramos como la aspirina estimula la produccién
de NO por los neutréfilos inhibiendo mediante el aumento de GMPc en la plaqueta la

agregacion de estas frente a estimulos como la epinefrina o la trombina.

Como vimos en la introduccion de esta tesis doctoral, la trombogénesis no solo
se debe al sistema de la coagulacion sanguinea y las plaguetas, sino que también existen
otros elementos celulares del microentorno vascular que participaban activamente en la
misma, entre ellos los neutrofilos. La existencia de una inactivacion plaquetaria por
accion de los neutrofilos ya se demostré en 1989 por Salvemini et al (235). Segun estos
autores, este efecto se debia a un mecanismo dependiente de NO y mediado por GMPc.
Por el contrario a lo aqui establecido, el grupo de Del Maschio describié un efecto
proactivante por parte de los neutréfilos. Segun los hallazgos de Lopez-Farré et al, se
demostré que estos datos contradictorios se deberian, a la luz de los resultados
obtenidos en sus experimentaciones, a la presencia o ausencia de aspirina en el medio
de incubacion de las plaquetas y a las relevantes diferencias en las condiciones de
experimentacion, entre ellas el lavado de plaquetas o PRP y la pre-estimulacion de
neutrdfilos con citocalasina B. En este sentido, los resultados de Salvemini et al
concordarian con los de Lopez-Farré et al.

Como ya se ha mencionado con anterioridad, el NO sintetizado por las plaquetas
desempefia un papel muy importante como regulador de la actividad plaguetaria puesto

que es capaz de inhibir la agregacion plaquetaria y el reclutamiento de plaquetas al
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trombo en crecimiento (165,166). Es comprensible que al leer estas lineas nos hagamos
varias preguntas que exigen respuesta, entre ellas: ¢;De qué manera se relaciona el NO
con la funciéon de la plaqueta? (Cémo afecta funcionalmente a la plaqueta y al

reclutamiento plaquetario?

En primer lugar, se ha demostrado que existen otros agentes agregantes, como el
ADP y el acido araquiddnico, que activan la sintesis de NO, puesto que la agregacién
plaquetaria inducida por estos agentes es también reducida por la L-arginina. Ademas,
los inhibidores de la formacién de NO, todos ellos antagonistas competitivos de la L-
arginina, como el L-NMMA, L-NAME y L-NIO (236-238) potencian la agregacion
inducida por estos agentes plaquetarios. Los inhibidores de la NOS son similarmente
efectivos a la hora de potenciar la agregacion inducida por acido araquidonico y ADP
pero menos que la trombina. Este perfil de agregacion plaquetaria inducida por el NO
enddgeno se correlaciona bien con el efecto observado por el NO exdgeno en la accién
agregante de todos estos agentes, en orden de potencia, acido araquidénico = ADP >
trombina > A23187 (239). Estos resultados muestran que los agentes agregantes
estimulan una via comun, la cual permite la sintesis de NO a partir de L-arginina. La
estimulacion plaquetaria con agentes agregantes resulta en un aumento de 100 veces
mayor la concentracién de Ca?* citosélico (240). Puesto que la sintesis de NO es Ca**-
dependiente, es probable que este fuerte incremento en la concentracién de Ca®* active

la enzima y dispare la sintesis de NO.

La formacién de NO en las plaquetas se acompafia a su ves de la estimulacion de
la enzima guanilato ciclasa soluble y de un incremento intraplaquetario de los niveles de
GMPc (172). Sin embargo, el incremento en los niveles de GMPc produce el secuestro
de Ca?* (241), reduciendo los niveles de Ca®* libre para la agregacion. La plagueta
contiecne NOS3, como bien han demostrado numerosos estudios previos
(165,166,242,243) y el NO producido inhibe la agregacion de plaguetas mediante el
aumento de los niveles de GMPc citoplasmatico, contribuyendo de una manera
importante a las propiedades antitrombogénicas de endotelio. En este sentido, Camilletti
et al desarrollaron un estudio en el cual el objetivo fue investigar en las plaquetas la
produccién de NO los niveles citosélicos de Ca**, tanto en pacientes con hipertension
esencial como en sujetos sanos. De esta manera, en el estudio se incluyeron 36 sujetos

en los que se investigd la produccion de NO (21 pacientes tenian hipertension esencial y
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15 sujetos eran normotensos). La actividad de la NOS se evalué mediante la medicion
de los niveles de nitrito por la reaccién de Griess en el sobrenadante de las plaquetas
sometidas a ultrasonidos. Los niveles de Ca** citosélico se midieron en las plaquetas
intactas utilizando la sonda fluorescente Fura 2-AM. Asi, se encontraron mayores
niveles de NO en las plaquetas de individuos normotensos en comparacion con las
plaguetas de pacientes hipertensos (p <0,0001). Del mismo modo, los niveles de NO en
mujeres hipertensas fueron significativamente mayores que en los hombres hipertensos
(P <0,001). Las mujeres y los hombres hipertensos tenian niveles mas bajos de nitrito de
que mujeres y hombres normotensos (p <0,001 y p <0,002, respectivamente). Por otro
lado, se registraron mayores niveles citosélicos de Ca’* en las plagueta de pacientes
hipertensos que en los normotensos (p <0,001).

En base a otros estudios existentes en la literatura cientifica, se ha caracterizado
que el NO derivado de la plaqueta esta involucrado en el proceso de reclutamiento
plaquetario. Siguiendo la trayectoria de los distintos estudios, actualmente se sugiere
que los efectos del NO derivado de la plaqueta podrian ser mas consistentes con
regulacion paracrina de la regulacion plaquetaria, algo que concuerda con la existencia
con el hallazgo de mayores niveles de selectina P sobre la superficie de las plaquetas de
una poblacion expuesta a niveles reducidos de NO derivado de la plaqueta. En este
sentido, Freedman et al (166) desarrollaron un experimento en el que comparaban
simultaneamente dos poblaciones diferentes de plagquetas para poder estudiar los efectos
del NO derivado de la plaqueta sobre el reclutamiento plaquetario. En consonancia con
otros estudios similares (244,245), la medida de la produccion de NO en plaquetas
activadas se corresponderia con el efecto del aminoacido L-arginina y los inhibidores de
la enzima NOS. La cantidad de NO producida por una plaqueta activada es superior a 5
x 10" moles, aunque la produccién de NO bajo la accion de diferentes agonistas podria
variar dependiendo de las condiciones de concentracién de Ca** como consecuencia de
su movilizacion, ya que la produccion de este gas es Ca**-dependiente (245). Estudios
previos (166) han concluido que la inhibicién de la produccion de NO derivado de la
plaqueta incrementa la agregacion plaquetaria y la secrecion en una poblacion de

plaquetas susceptibles de ser reclutadas.

En nuestros resultados, a pesar de que los niveles de expresion de enzima NOS3

eran mayores en las plaquetas sensibles a aspirina que en las plaquetas resistentes a
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aspirina, la capacidad de las plaguetas sensibles a aspirina para producir NO,
determinada como el contenido de nitratos + nitritos en los sobrenadantes plaquetarios,
no era significativamente distinta con respecto a la de las plaquetas resistentes a
aspirina. Esto sugiere que en condiciones de reposo, la capacidad de producir NO por

las plaquetas sensibles a aspirina se atenua.

6.2. ;A qué se debe la atenuacién de la via del NO en las plaguetas sensibles a

aspirina en comparacion con las plaguetas resistentes a aspirina?

Como bien indica el titulo de este apartado, la primera cuestion que hay que
comentar sobre los resultados obtenidos en este trabajo de tesis es, ¢por qué la actividad
del NO parece estar atenuada en las plaquetas sensibles a aspirina por comparacion
frente a las resistentes a aspirina? Hay muchos factores involucrados en la regulacién de
la actividad de la enzima NOS3 y, entre ellos, se ha demostrado que el ADMA, del que
ya hemos hablado previamente en la introduccidn de esta tesis doctoral, es un inhibidor
enddgeno de la actividad de esta enzima (168). En este sentido, la disfuncién de la via
endotelial L-arginina-NO es un mecanismo comun por el cual muchos factores de riesgo
cardiovascular median sus efectos deletéreos en la pared vascular. Vallance et al (215)
describieron primeramente el ADMA como un inhibidor endégeno de la enzima NOS
en el endotelio favoreciendo la disfuncion de este 6rgano. Y, como ya se ha descrito en
el apartado de introduccién de esta tesis doctoral, desde su descubrimiento en 1992, el
papel de esta molécula en la regulacion de la sintesis del NO endotelial ha ido
despertando una atrayente atencion. En el presente trabajo de tesis doctoral se
observaron en plasma niveles similares de ADMA entre pacientes con plagquetas
sensibles y resistentes a aspirina, lo que disminuye la posibilidad de que la diferente
produccion de NO entre plaquetas sensibles y resistentes a la aspirina se deba a la

presencia de diferentes concentraciones de ADMA en el PRP.
6.2.1. La paradoja de la L-arginina

Ya hemos mencionado previamente en la introduccion de esta tesis doctoral la
accion que desempefia la L-arginina y los curiosos efectos contradictorios que muestra
cuando se administra a mayores dosis durante un tiempo prolongado. Por tanto, la
paradoja de la L-arginina se resume en lo siguiente: La suplementacién con un exceso
de L-arginina, mas frecuentemente en el agua de bebida, reduce el empeoramiento en la

vasodilatacion dependiente del endotelio en ratones con hipercolesterolemia y
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aterosclerosis (246-249). Ademas, la suplementacion con L-arginina también
incrementa la inhibicién de la agregacion plaquetaria dependiente del endotelio (250),
inhibe la adhesion de los monocitos (251) y reduce la proliferacion del musculo liso
vascular (252). Por ende, estos hallazgos en estudios in vivo contrastan de una forma
bastante marcada con otros experimentos en los que la adicion de L-arginina a anillos
arteriales aislados in vitro no afecta a la vasodilatacion dependiente del endotelio (253).
Segun estudios previos, la evidencia experimentos in vitro con la enzima NOS3 clonada
y purificada en un sistema libre de células con las concentraciones optimas de todos los
cofactores sugiere que la constante de Michaelis-Menten (Km) para esta encima es de
aproximadamente 3 pumoles/L (254). Por el contrario, la concentracion de L-arginina
circulante en plasma tanto en individuos sanos como con enfermedad cardiovascular
tiene un rango desde 40 a 10 umol/L (255). En otras palabras, es del orden de 15 a 30
veces mayor que la Km de la NOS3. Incluso en un estudio segun el cual la
concentracion de L-arginina en plasma se veia reducida bajo condiciones de
hipercolesterolemia, la concentracion de L-arginina media era de 78 umol/L, comparada
con los 111 pmol/L en individuos control normocolesterolémicos (256). En este sentido,
estos datos sugieren que bajo concentraciones fisioldgicas de L-arginina, la enzima
NOS3 deberia estar saturada de sustrato, y la adicion de L-arginina exdgena no deberia
afectar la actividad de la enzima. Por estas razones, esta evidente discrepancia ha
recibido el curioso nombre de “paradoja de la L-arginina™ y, con el fin de explicar esto,
el grupo de Boger et al planted la hipotesis de que la presencia en plasma de un
inhibidor competitivo de la NOS3 podria ser el responsable de esta paradoja (257),

como ya hemos mencionado anteriormente.

A pesar de todo el conocimiento existente acerca del ADMA, en nuestro estudio,
niveles similares de ADMA fueron observados entre pacientes con plaquetas sensibles a
aspirina y plaquetas resistentes a aspirina. Ello disminuye la posibilidad de que la
produccion de NO en plaquetas sensibles y resistentes a aspirina pueda estar relacionada

con la presencia de niveles diferentes de ADMA.
6.2.2. Accion reguladora del mecanismo de fosforilacion de NOS3

La fosforilacion de NOS3 es otro factor importante de regulacién de la actividad
de la enzima. En el presente estudio, en las plaquetas sensibles a aspirina se encontraron

cantidades mayores de NOS3 fosforilada en el residuo Ser 1177 que en las que eran
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resistentes a la accion del farmaco. Ademas se observo una clara asociacion positiva
entre la respuesta plaquetaria a aspirina y el contenido de NOS3 fosforilada en Ser 1177

en las plaquetas.

Es un hecho bien conocido que cuando la proteina NOS3 se fosforila en el
residuo Ser 1177, el flujo de electrones a través del dominio reductasa se ve reducido vy,
consecuentemente, también se reduce la produccion de NO (258). En efecto, la
activacion de NOS3 en las plaquetas se ha relacionado con la fosforilacion de NOS3 en
el mencionado residuo Ser 1177. Sin embargo, en nuestros experimentos, las plaquetas
sensibles a aspirina, mostraron un mayor contenido de NOS3 fosforilada en la Ser 1177
que las plaquetas resistentes, pero su aparente capacidad de producir NO no era

significativamente diferente entre ellas.

Teniendo en cuenta que la importancia de la fosforilacion en la regulacion de la
actividad NOS3 esta bien aceptada, hay que sefialar la que se produce en el residuo Ser
1177 de la enzima, siendo una de las mejor establecidas actualmente (259). En la
plaqueta de hecho, es el centro de fosforilacion Ser 1177 de NOS3 el unico establecido
e identificado unido a la mayor actividad de la enzima. A diferencia de esto, en las
celulas endoteliales, en la NOS3 se han descrito otros sitios de fosforilacion e incluso
algunos de ellos asociados con la reduccion de la actividad de la NOS3 (260). Por lo
tanto, podria ocurrir también que en las plagquetas sensibles a aspirina otros sitios de
fosforilacion en la proteina NOS3 puedan contrarrestar la fosforilacion en el residuo Ser
1177y, en Gltima instancia, atenuar la actividad NOS3. Ademas, dado que una compleja
variedad de proteinas y cofactores que interaccionan con NOS3 est&n involucrados en la
regulacién de la actividad de la enzima NOS3, con los presentes experimentos no se
puede descartar que alguno de ellos estuviesen involucrados en la atenuacion de la
actividad de la NOS3 plaquetaria en las plaquetas sensibles a aspirina. Por tanto, se
necesitan mas trabajos experimentales especificos para obtener una clara respuesta a

todos los interrogantes.

6.3. Alteraciones genéticas en el gen NOS3: Mutacion T-786—C en la regién

promotora del gen

T-786

Se ha demostrado que la mutacion —C en el promotor del gen NOS3

reducia la expresion de NOS3 (170). En relacion a esto altimo, existe un estudio previo
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desarrollado por Nakayama et al en el que se llevo a cabo la deteccion e identificacion
de posibles mutaciones y la secuenciacion de la region 5' flanqueante del promotor del
gen NOS3, realizandose para ello un analisis por PCR-SSCP en extractos de ADN
obtenidos de 11 pacientes tipicos con espasmo coronario asi como 11 sujetos control.
En 4 de los 11 pacientes con espasmo coronario, se descubrio la presencia de bandas
variantes en los productos de PCR de los fragmentos F7, F9 y F14, pero no se

encontraron bandas variantes en los 9 sujetos control.

El mismo grupo secuencié posteriormente los fragmentos sustituidos y no
sustituidos, identificando asi 3 mutaciones puntuales: Una mutacion T a C en la
posicion nucleotidica -786, una mutacion A a G en posicién -922, y una mutacion T a A
en posicion -1468. Estos resultados fueron posteriormente confirmados mediante la
secuenciacion completa del gen NOS3 desde la posicion -1533 a +44. La secuencia del
gen de sujetos con bandas variantes fue virtualmente idéntico al de los sujetos control

excepto por las tres substituciones descritas.

A través del examen realizado en la relacién entre estas mutaciones y el espasmo
coronario, el grupo de Nakayama et al, buscé dichas mutaciones en 174 pacientes con
espasmo coronario y en 161 sujetos control, comprobandose que estas mutaciones
siempre aparecian vinculadas entre si y con mayor frecuencia en los pacientes con
espasmo coronario que en los sujetos control. EI mismo grupo describid, por una parte,
un efecto supresor de la trascripcion del gen NOS3, exclusivamente a través de la
mutacion T3 — C y, por otra parte, que bajo condiciones de hipoxia se incrementaba
la actividad del promotor del gen NOS3. Esta reduccién en la trascripcion del gen
NOS3 se corresponde con la menor produccion de NO en pacientes portadores de la

mutacion T~

— C. En este sentido, gracias a estos estudios previos se ha podido
sugerir con sumo acierto que la presencia de alelos mutantes del gen NOS3 reduce la
produccion endotelial de NO en las arterias coronarias, hecho que predispone a los

pacientes para padecer espasmo coronario.

En el estudio de esta tesis doctoral, mas de las mitad de los pacientes con
isquemia coronaria estable mostraban homocigosis para CC en -786 en la region
flanqueante 5' del gen NOS3, lo que concuerda con los resultados obtenidos en trabajos
previos que demostraban que la mutacién T7% — C en el promotor de NOS3 estaba
asociado con isquemia coronaria estable y espasmo coronario (168). Sin embargo, la
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distribucion de alelos en el sitio -786 en el promotor de NOS3 no revelaba diferencias
entre pacientes con plaquetas sensibles y resistentes a aspirina, descartandose esta
alteracion genética como contribuyente de la diferente expresion de NOS3 entre ellos.

Ademas de estos factores genéticos, existen otros factores que pueden regular la
expresion del gen NOS3. Entre ellos, existen factores inflamatorios que han demostrado
su rol en la alteracién de la expresion del gen NOS3 (261). Uno de estos factores podria
ser la proteina C reactiva, un reactante de fase aguda que se considera un importante
marcador de inflamacion sistémica, ya que se ha encontrado elevado en pacientes con
isquemia aguda, infarto de miocardio y angina inestable. La interrelacion entre la
proteina C reactiva y aspirina merece una consideracion especial. Segun Ridker et al, el
efecto de aspirina en la prevencion de un infarto de miocardio era mayor entre los
hombres con unas concentraciones basales superiores y su beneficio se veia
considerablemente reducido con concentraciones decrecientes de este marcador
inflamatorio. Asi, aunque los efectos antiplaquetarios de aspirina puedan ser
modificados por la inflamacion, se sugiere la posibilidad de que el beneficio de aspirina
pueda deberse a sus efectos antiinflamatorios. Sin embargo, pese a estas observaciones,
no esta del todo claro que la resistencia a aspirina pueda estar asociada con la
inflamacion sistémica. En este sentido, aunque algunos trabajos han postulado una
posible relacién entre la inflamacién y la respuesta plaquetaria a aspirina, entre los que
se encuentra un estudio protedmico en plasma realizado por nuestro propio grupo (262).
En este punto, es interesante recordar que los mecanismos relacionados con el NO
pueden constituir un mecanismo de retroalimentacion negativo regulador de la
expresion del gen NOS3. Ademas, a titulo especulativo, la capacidad atenuada para
producir NO por las plaquetas sensibles a aspirina puede producir por si sola la

expresion de NOS3 en las mismas.

Con el presente disefio experimental no es posible descartar que la modulacion de
la expresion de la proteina NOS3 en las plaquetas pueda estar ocurriendo en las
plaguetas maduras puesto que éstas contienen un numero determinado de ARNSs
mensajeros. Sin embargo, también es posible que la distinta expresion de NOS3 pueda
ser la consecuencia de la formacion de diferentes tipos de plaquetas producidas a partir
de los megacariocitos. De acuerdo con esto, nuestro grupo ha descrito que otras
proteinas plaquetarias constitutivas, como aquellas relacionadas con el metabolismo

energético, el estrés oxidativo y los procesos de supervivencia celular, muestran

95



Discusion

también un diferente nivel de expresion en las plaquetas sensibles a aspirina con
respecto a las plaquetas resistentes. De esta manera, se precisan mas estudios que
permitan analizar los mecanismos que promueven la mayor expresion de la proteina

NOS3 en las plaquetas sensibles a aspirina.

6.5. Diferente respuesta a aspirina de plaguetas resistentes y sensibles tras

estimulacién con colageno

Tal y como se ha mencionado anteriormente, los hallazgos presentados en esta
tesis doctoral pueden antojarse algo complejos a la hora de explicar por qué la
capacidad de producir NO por las plaquetas sensibles a aspirina no es significativamente
diferente a la de las plaquetas resistentes, pese a que el mayor contenido en NOS3
fosforilada en el residuo Ser 1177 se asocie positivamente con la respuesta funcional a
aspirina por parte de la plaqueta. La pregunta que nos surgio entonces es si estas

diferencias tendrian realmente su importancia cuando la plaqueta fuese activada.

El colageno es un conocido estimulador de la activacion plaquetaria que, a su
vez, es susceptible de ser inhibido por aspirina. El coldgeno también promueve la
sintesis de NO, seguramente para limitar la activacion plaquetaria. Durante la
estimulacion con colageno de las plaquetas sensibles a aspirina, la fosforilacion en el
residuo Ser 1177 de la enzima NOS3 se incrementd con respecto a aquellas plagquetas
gue se encontraban en reposo. Sin embargo, durante la estimulacién con colageno de
plaquetas resistentes a aspirina, solo se produjo un ligero incremento de los niveles de
fosforilacion de NOS3 en el residuo Ser 1177. Ademas, en respuesta a colageno, las
plaquetas resistentes a aspirina no producian tanta cantidad de nitratos+nitritos como las
sensibles a aspirina. Por otro lado, las plaquetas sensibles a aspirina presentaban abolida
Su respuesta agregante a concentraciones submaximas de colageno, mientras que las
plaquetas resistentes a aspirina eran mas sensibles a la activacion por colageno. De
acuerdo con esto, trabajos previos han demostrado una respuesta mas sensible a

colageno por las plaquetas resistentes que las sensibles a aspirina (125).

En condiciones de reposo, el menor contenido de NOS3 fosforilada en el residuo
Ser 1177 y el menor incremento observado despueés de la estimulacion por colageno en
las plaquetas resistentes a aspirina podria estar en concordancia con la mayor

susceptibilidad de las plaquetas de ser activadas. Ademas, estos hallazgos pueden
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revelar la alteracion de la produccion de NO como un nuevo mecanismo que permita
explicar la mayor susceptibilidad de las plaquetas resistentes a aspirina a ser activadas,
lo que podria contribuir al riesgo aumentado de desarrollar episodios cardiovasculares
relacionados con procesos trombdticos, hecho que ya ha sido asociado con la

resistencia plaquetaria a aspirina (163).
LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Evidentemente, es necesario hacer hincapié en una serie de consideraciones y
limitaciones de los experimentos que han dado lugar a esta tesis. Al igual que en
diferentes trabajos previos, la principal limitacion del presente estudio podria ser la
metodologia empleada para clasificar los grupos sensibles y resistentes a aspirina. Sin
embargo, el andlisis PFA-100 ha sido extensamente empleado para determinar la
respuesta plaquetaria a aspirina. En este sentido, diferentes meta-analisis han
demostrado la asociacion existente entre las plaquetas resistentes a aspirina con un
mayor riesgo de sufrir episodios cardiovasculares empleando un dispositivo de analisis
PFA-100. Sin embargo, los resultados aqui observados deberian estar asociados
solamente con la clasificacion de resistencia y sensibilidad a la aspirina en relacion con
el test de PFA-100 como significado de clasificacion de la respuesta plaquetaria a
aspirina. Un paciente podria mostrar resistencia a aspirina debido a un reducido
cumplimiento de la terapia con aspirina. De hecho, se sabe que hasta un 40 % de los
pacientes con enfermedad cardiovascular no cumplen el tratamiento con aspirina (118).
En este sentido, administramos una dosis adicional de aspirina para confirmar el
resultado del ensayo PFA-100 y sélo se incluyeron en el estudio aquellos pacientes que
mostraban un rango TC similar en respuesta a epinefrina en el momento de la inclusion

y una hora después de la administracion adicional de 100 mg de aspirina.

Ademas, el tratamiento con IECAs podria ser considerado como un factor de
confusion porque mas pacientes con plaquetas sensibles a aspirina se encontraban bajo
este tratamiento. Sin embargo, el efecto de los IECAs en los resultados aqui recogidos
podria descartarse ya que el tratamiento con IECA se usé como covariable en el modelo

de regresion lineal.

Otro punto importante es la pureza de las plaquetas en el PRP. En este sentido, el

contenido de plaquetas en el PRP podria estar contaminado con otras células presentes
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en la sangre, sobre todo leucocitos y eritrocitos. De esta manera, segin su trabajo,
Gambaryan et al informaron sobre una falta de expresion de enzima NOS3 en las
plaquetas humanas, sugiriendo que en otros estudios que demostraban la presencia de
NOS3 en las plaquetas humanas, los hallazgos se debian a una potencial contaminacion
por eritrocitos y leucocitos (163). Sin embargo, otros autores también han sugerido que
la contaminacidn de las preparaciones de plaquetas por otras células es irrelevante para
contabilizar la actividad NOS plaquetaria puesto que en la mayor parte de los casos el
NO era sintetizado por las muestras plaquetarias en respuesta a agonistas fisioldgicos de
la plaqueta, agonistas a los cuales ni los eritrocitos ni los leucocitos respondian.
Ademaés, diferentes grupos han demostrado que los eritrocitos humanos aunque
contienen NOS3 carecen de actividad catalitica para producir NO. No obstante, los
resultados obtenidos en los experimentos de citometria de flujo demostraron que la
presencia de eritrocitos y leucocitos es muy baja y similar a aquella que nuestro mismo
equipo habia descrito previamente en otros articulos (263) al igual que otros autores
(264) y que en ningun caso pueden justificar que los resultados aqui obtenidos sobre el
NO y su relacién con la respuesta plaquetaria a aspirina pudieran deberse a la presencia

de estas otras células.

Otro de los puntos principales que necesita aclaracion en este estudio es
probablemente que, bajo condiciones de reposo, las plaquetas sensibles y resistentes a
aspirina liberaban cantidades similares de nitratos+nitritos mientras que la fosforilacién
de la enzima NOS3 en el residuo Ser 1177 fue significativamente mayor en las
plaquetas sensibles a aspirina. Como se ha mencionado anteriormente, la actividad
NOS3 esta regulada por muchos cofactores y no s6lo mediante fosforilacion. Entre estos
factores que regulan la fosforilacion de la NOS3 se encuentra la localizacion celular de
NOS3 en invaginaciones del plasmalema plaquetario, llamadas caveolas, donde NOS3
interacciona con caveolinas atenuando la activacion de la misma (263). A su vez, a
titulo especulativo y basandonos principalmente en los resultados observados durante la
estimulacion por colageno, es posible que en las plaquetas resistentes a aspirina el ciclo
de activacion de la enzima NOS3 pueda estar interrumpido en més de un paso, algo que
seria mas evidente durante la activacion plaquetaria, siendo el ligero incremento en la
fosforilacion de NOS3 en Ser 1177 en las plaguetas resistentes después de la

estimulacidn con colageno un reflejo de ello.
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CONSIDERACIONES FINALES

Si bien existen diversos meta-analisis que han demostrado que los pacientes
resistentes a aspirina presentan mayor riesgo de padecer eventos cardiovasculares
importantes clinicamente adversos, no se conocen realmente muchos mecanismos
moleculares implicados en el sindrome de resistencia a aspirina. Se han desarrollado
numerosos estudios segun los cuales se relacionaba la diferente respuesta funcional de

la plaqueta a aspirina con la actividad de la enzima NOS.

En nuestro equipo de trabajo se han seguido estudiando los posibles mecanismos
moleculares relacionados con la resistencia a aspirina, habiéndose realizado importantes
hallazgos, entre ellos unos mayores niveles de tres isoformas de DBP en las plaguetas
de pacientes resistentes a aspirina que reduce la capacidad de la aspirina de inhibir la
sintesis de TxA,. También describimos como en el contenido de algunas proteinas
asociadas al metabolismo energético y al estrés oxidativo, las plaquetas sensibles y
resistentes son diferentes. Continuando esa linea de investigacion, el presente estudio
pone de manifiesto nuevos datos sobre los mecanismos moleculares que puedan estar

potencialmente asociados al sindrome de resistencia a aspirina

En nuestro conocimiento, este es el primer estudio en el que se ha
correlacionado la resistencia plaquetaria a aspirina con el contenido plaquetario de
NOS3 fosforilada en Ser 1177, teniendo en cuenta que este mecanismo de fosforilacion
es uno de los principales en la regulacién postranscripcional de la enzima NOS3 para la
sintesis de NO. Una pregunta que nos podemos hacer pero a la que aun no le podemos
dar respuesta es en qué momento del desarrollo de la plaqueta se comienzan a producir
las diferencias moleculares aqui descubiertas entre plaquetas resistentes y sensibles a
aspirina. ¢Existe ademas algin condicionante genético diferente de la mutacion que
nosotros hemos estudiado que pueda estar implicado de forma genética en esa diferente
respuesta funcional a aspirina por la plaqueta de determinados individuos? ;Se deberia
quizas a modificaciones en el desarrollo del megacariocito antes de la formacion de la
plaqueta? ¢Podria llegar a emplearse ese mayor contenido en NOS3 fosforilada en Ser
1177 como un buen biomarcador de resistencia plaquetaria a aspirina o incluso como

potencial diana terapeutica?
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Como final de esta tesis, en el grafico siguiente se resumen las aportaciones
nuevas al conocimiento de los mecanismos asociados a la resistencia plaquetaria a

aspirina producidas por el trabajo de esta tesis doctoral (Figura 24).
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PLAQUETA RESISTENTE A PLAQUETA SENSIBLE A
ASPIRINA ASPIRINA

Respuesta agregante Inhibicion de la respuesta
plaquetaria a colageno plaquetaria a

Figura 24. Reumen de los principales hallazgos de esta tesis doctoral. En presencia de colageno, las plaquetas sensibles a aspirina aumentan el contenido de NOS3 fosforilada en Serina 1177,
lo que se asocia a un aumento en la produccion de NO y a la inhibicién de la capacidad agregante plaquetaria por coladgeno. Sin embargo, en las plaquetas resistentes a aspirina, el colageno no
modifica ni los niveles de NOS3 fosforilada en Serina 1177 ni la produccién de NO manteniéndose una respuesta agregante plaquetaria al colageno.
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7. CONCLUSIONES DEL ESTUDIO
Las conclusiones de este trabajo de tesis doctoral son:

1. Las plaquetas sensibles a aspirina presentan unos niveles mayores de expresion
de la enzima NOS3 en comparacion con las plaquetas resistentes a aspirina, lo
que condiciona la diferente capacidad de generacion de NO.

2. La respuesta funcional de la plaqueta a aspirina condiciona la formacién de
enzima NOS3 fosforilada en el residuo Ser 1177 en la plaqueta, ya que las
plaquetas sensibles a aspirina contienen niveles mayores de esta forma
fosforilada de la enzima que las resistentes. En este sentido, existe una clara
asociacion entre la respuesta plaquetaria a aspirina y el contenido plaquetario de
NOS3 fosforilada en el residuo Ser 1177.

3. Ladiferente expresion de la enzima NOS3 entre plagquetas sensibles y resistentes
a aspirina no es debida a una alteracion genética en el promotor del gen que
codifica la enzima.

4. Durante la estimulacién de plaquetas con un agente proagregante plaquetario
como el colageno es cuando se hace mas evidente la diferencia en la capacidad
de generacion de NO entre plaquetas sensibles y resistentes a aspirina.

5. En las plaquetas resistentes a aspirina, la estimulacion con coldgeno no modifica
la liberacion de nitratos + nitritos (como medida de NO), ni el contenido
plaquetario de NOS3 fosforilada en el residuo Ser 1177.

6. Como consecuencia de la estimulacion con colageno las plaquetas sensibles a
aspirina aumentan el contenido de NOS3 fosforilada en Ser 1177, mientras que
el contenido de esta forma fosforilada activa de NOS3 no se vio modificada en
las plaquetas resistentes a aspirina tras la estimulacion con colageno.

7. Existe una asociacion positiva entre la capacidad de inhibicion de la aspirina
sobre la agregacion plaquetaria, el contenido plaquetario de NOS3 fosforilada en
Ser 1177 y la capacidad de formacion de NO por la plaqueta.
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