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1. INTRODUCCION

1.1. BIOLOGIA DE LA PARED ARTERIAL

1.1.1. Anatomia de la pared arterial

La pared arterial posee una estructura comun en todo el arbol arterial,

estando conformada por un tejido conectivo organizado en el que se incluyen

células y una matriz de fibras dispuestas en tres capas: la intima, la media y la

adventicia (Fig. 1.1).

Capa adventicia Caps media Capa intima

Figura 1.1.Anatomia de la pared vascular. Estructura de las capas intima, media y

adventicia.

1.1.1.1. Capa intima
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La capa intima es la capa mas interna de la arteria y se extiende desde la luz
del vaso hasta la lamina elastica interna. Esta compuesta por el endotelio, una capa
subendotelial de tejido conjuntivo y una capa elastica o fenestrada.

El endotelio estd constituido por una serie de células poligonales, ovaladas o
fusiformes, que se encuentran en contacto directo con el torrente sanguineo. La
superficie luminal es lisa y regular (Clark 1976). Esta capa constituye un
revestimiento continuo con propiedades antitrombéticas debido a la existencia de
una capa de glicoproteinas o glucocalix cubriendo dichas células endoteliales (Levi
1999). El glucocalix, ademas, reduce la fricciéon del flujo sanguineo y sirve como
barrera para evitar la pérdida de liquido a través de la pared vascular. En los
procesos inflamatorios el glucocalix de las células se rompe para permitir el acceso
de los leucocitos y puede ser el origen de lesiones ateroscleréticas (Smith 2003).
Las células endoteliales (CE) se encuentran tipicamente alineadas en la direccién
del flujo sanguineo y las uniones entre ellas son de gran importancia como fuerza
mecanica y para la permeabilidad de la capa. De hecho, existen zonas de unién
firme entre las células, la zona occludens(uniones herméticas) y la zona adherens
(uniones adherentes). Estas uniones herméticas constituyen un barrera de
transporte entre las células y ayudan a mantener la polaridad de la membrana
(Levy 1999).

Inmediatamente externa al endotelio se encuentra la lamina basal, que
actia como soporte mecanico y para la regeneracién de las CE. Esta membrana
posee un papel fundamental en la permeabilidad vascular, estd involucrada en la
formacién del trombo y constituye un barrera para la migracion celular (Kramer

1984). La lamina basal estd formada por glicoproteinas, moléculas de adhesién
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como la laminina y la fibronectina, proteoglicanos y microfibrillas de colageno tipo
IV y V (Wight 1989). La capa reticular subyacente al endotelio esta compuesta por
colageno tipo [ y Il producido por las CE y las células musculares lisas (CML).
Durante el funcionamiento normal, la monocapa de endotelio se encuentra
en un estado quiescente y las uniones célula-célula inhiben la proliferacién, lo que
resulta en un bajo indice mitético y contribuye a la estabilidad e integridad de la

pared vascular (Sidawy 1997).

1.1.1.2. Capa media

La capa media se extiende desde la ldmina elastica interna hasta la
adventicia. Estd constituida por CML, elastina y fibras de colageno perfectamente
ordenadas(Dobrin 1999). Las capas de CML forman grupos de células con una
orientacion similar, rodeados por una lamina basal comun en intima relacién con
un entramado de fibras de colageno tipo III. Este sistema altamente integrado

implica que un elemento no puede extenderse sin extension de otro.

1.1.1.3. Capa adventicia

La adventicia se extiende desde la lamina elastica externa hasta el tejido
conectivo perivascular contiguo. Esta capa contiene los vasa vasorumy estructuras
nerviosas, que proporcionan nutricion a la adventicia y contribuyen a la regulaciéon
de la funcién de la CML de la capa media, respectivamente. Las fibras vasomotoras
inducen vasodilatacion mediante receptores [3 adrenérgicos y vasoconstriccion

mediante o adrenérgicos. El estimulo nervioso se transmite a las CML mas
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externas mediante uniones neuromusculares y, posteriormente, la sefal es
transmitida a las mas internas por sefiales eléctricas entre células adyacentes (Fig.

1.1).

1.1.2. Principales tipos celulares

1.1.2.1. Células endoteliales

La superficial arterial en contacto con el torrente sanguineo, o superficial
luminal, estd cubierta por el endotelio, como se ha indicado con anterioridad. Las
CE son muy activas metabdlicamente, desempenando un importante papel en
muchas funciones fisioldgicas como el control de tono vasomotor, adhesion de
determinados tipos celulares, el balance hemostatico, permeabilidad, proliferacién
y la inmunidad innata y adaptativa.

Para mantener la fluidez de la sangre, las CE expresan una serie de factores
que mantienen los mecanismos de formacién del trombo controlados mientras se
mantenga la integridad de la pared. El caracter antitromboético del endotelio se
debe en parte a su superficie aniénica proporcionada por la alta proporcién de
hepardn sulfato y condroitin sulfato. Las células previenen la agregacién
plaquetaria a través de la actividad ADP-asa de la superficie, la sintesis de
prostaglandinas y la liberacién de 6xido nitrico (NO). El normal funcionamiento de
este sistema permite un balance entre los mecanismos pro- y antitrombéticos a

favor de la anticoagulacion.

1.1.2.2. Células musculares lisas
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La principal funcién de las CML consiste en mantener una presién y flujo
normales en los vasos sanguineos mediante el control del calibre de los mismos
por contraccién y relajacion. Son responsables de la remodelacion vascular y del
tono vascular mediante la sintesis de moléculas como la endotelina, de la
proliferacién, de la migracién y de la expresion proteica. Sintetizan componentes
como el colageno, la elastina, glicoproteinas y proteoglicanos, que contribuyen a la
elasticidad de la pared vascular. Estos cambios ocurren en respuesta a situaciones

cronicas, como la arterioesclerosis.

1.2. ARTERIOESCLEROSIS: UNA ENFERMEDAD INFLAMATORIA CRONICA

1.2.1. Estrés oxidativo. Disfuncion endotelial

Diferentes estudios han asociado al estrés oxidativo en la patogenia de
muchas enfermedades cardiovasculares, como la hipertension, la arteriosclerosis y
la insuficiencia cardiaca congestiva. Esta situacion es causada por un desequilibrio
entre la produccién de especies de oxigeno reactivo (del inglés ROS), que incluyen
los radicales libres de oxigeno y los peréxidos, y la capacidad de detoxificar
rapidamente los reactivos inmediatos o reparar el dafio resultante. Durante el
metabolismo aerobio se generan constantemente pequefias cantidades de ROS,
incluyendo radicales hidroxilo, aniones superoéxido y peréxido de hidrégeno, como
respuesta a estimulos internos y externos. Estas minimas concentraciones de ROS
pueden ser indispensables en muchos procesos, como el sistema de sefales

intracelulares (proliferacién celular, apoptosis...), la inmunidad y la defensa contra
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organismos. Todas las células mantienen un entorno reductor gracias a enzimas
que sostienen este estado reducido a través de un constante aporte de energia
metabolica. Las fuentes de ROS incluyen componentes de la cadena de transporte
de electrones mitocondrial: xantina oxidasa, ciclooxigenasa, lipooxigenasa,
hemooxigenasa, NADH/NADPH oxidasa y NO sintasa. Altas dosis o una eliminacién
inadecuada de ROS dan lugar a una situacién de estrés oxidativo, que puede causar
graves disfunciones metabdlicas y dafios en macromoléculas biolégicas. Por ello, es
necesario que se mantenga un estricto equilibrio en los niveles sistemas
antioxidantes enzimaticos y varios tipos de mediadores (factores de crecimiento,
prostaglandinas y NO). Entre las enzimas antioxidantes destacan la
superoxidodismutasa, la glutatién peroxidasa y catalasa y el glutation.

La produccion de ROS es una alteracién comUnmente asociada a la
arteriosclerosis. Bajo una situaciéon de estrés oxidativo, la vida media del NO se
reduce y la formacién del anién peroxinitrito induce una peroxidacién lipidica,
disrupcion de las membranas celulares, la sefializacién y la supervivencia celular
(Rubanyi 1986).

La disfuncién endotelial se considera una de las primeras manifestaciones
de las enfermedades cardiovasculares, en especial la arteriosclerosis. Como se ha
mencionado con anterioridad, el endotelio no es una mera capa de células que
recubre la pared luminal de los vasos sanguineos, sino una estructura altamente
especializada, metabdlicamente activa, que regula la interacciéon de las células y las
proteinas circulantes con las células de la propia pared, ejerciendo un papel clave
como sensor y transmisor de sefiales. Diversos factores pueden producir una
modificacion en las funciones del endotelio y provocar lo que se ha denominado

disfuncion endotelial.

20



La disfuncién endotelial puede definirse como un desequilibrio en la
biodisponibilidad de sustancias activas de origen endotelial que predispone a la
inflamacién, la vasoconstriccion y al incremento de la permeabilidad vascular y
que puede facilitar el desarrollo de arterosclerosis, agregaciéon plaquetaria y
trombosis (Badimén 2002, Badimén 2003).

El endotelio permite un trafico selectivo de macromoléculas, pero cuando se
produce este desequilibrio se observa una pérdida progresiva para controlar el
paso de determinadas macromoléculas hacia el interior, como el fibrinégeno y las
proteinas de baja densidad (LDL). Este incremento en la permeabilidad parece
vinculado con un proceso de contraccién celular mediado por calcio y con una
desorganizacidn del citoesqueleto celular (Badimoén 2006).

El paso de LDL a través del endotelio se produce a favor de gradiente de
concentracion mediante un proceso de transcitosis no mediado por receptor. Se
cree que la desorganizacion de las fibras de actina y la inhibicién de la fosfatasa de
la cadena ligera de la miosina es el efecto que facilita este transito (Zhao 1997).

La disfuncién endotelial implica una alteracién profunda de su patréon de expresion
génica, lo que conlleva la inducciéon de genes que, en condiciones fisiolégicas,
estarian reprimidos y la inhibiciéon de otros expresados en condiciones normales.
En este sentido, se produce una diferente modulacién de la expresion proteica de

las células endoteliales.

1.2.2. Arteriosclerosis: formaciéon y progresion de la placa de ateroma

1.2.2.1. Inicio de la arteriosclerosis. Adhesion leucocitaria
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El inicio y progresion de la arteriosclerosis estan caracterizados por la
acumulacién de monocitos y linfocitos-T en la pared arterial. La activacion del
endotelio conlleva la expresion/secrecién de citoquinas, como la interleuquina 1
(IL-1), los factores de crecimiento derivados de las plaquetas (PDGF), el
fibroblastico basico (bFGF) y los factores quimiotacticos (proteina 1 quimiotactica
para monocitos [MCP-1]), y la exposicion de proteinas de superficie que actian
como moléculas de adhesion (CAM) para receptores especificos de leucocitos
circulantes (Cybulsky 1991). Los grupos de moléculas mas importantes de CAM
implicados en este proceso son las selectinas (denominadas asi por su similitud
con la familia de las lectinas) y la superfamilia de las inmunoglobulinas. Mientras
que las selectinas median en la adhesién transitoria de los leucocitos con el
endotelio, las inmunoglobulinas median en una unién mas sostenida. Dentro de las
selectinas destaca el papel de la P-selectina, la cual parece estar involucrada en
procesos iniciadores de aterogénesis, ya que esta sobreexpresada en placas de
ateroma humanas (Vora 1997). Dentro de las inmunoglobulinas destaca la VCAM-1
(molécula de adhesién vascular-1), una molécula de adhesiéon endotelial-
leucocitaria que parece ser una de las principales moléculas para la adhesién
temprana de leucocitos al endotelio arterial en lugares de iniciacién de la placa de
ateroma (Libby 2002). Distintos estudios en animales muestran que la VCAM-1 se
expresa temporalmente en sitios de formacién de lesiones ateromatosas, como
ocurre en conejos alimentados con una dieta rica en colesterol y en ratones
deficientes en apolipoproteina E (Iliyama 1999).

El proceso de adhesiéon comienza con el deslizamiento de los leucocitos por
la superficie endotelial, la posterior adhesion y, finalmente, la transmigracion. La

fase de rodamiento y adhesion es el resultado de una interaccién especifica entre
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los leucocitos y las moléculas de adhesiéon expresadas por el endotelio. El evento
desencadenante de la expresion de receptores linfocitarios en las CE es la
acumulacién de lipoproteinas oxidadas de baja densidad (LDLox). Estas LDLox
parecen ser uno de los factores proinflamatorios mas importantes durante los
procesos arteriosclerdticos (Farmer 2002). El efecto proinflamatorio de las
moléculas de LDLox implica la apariciéon de peréxidos y otra serie de radicales
libres. Las LDLox junto con aldehidos de cadena pequefia y citoquinas
proinflamatorias como la IL-1 son capaces de producir una alteraciéon profunda en
el patrén de expresion génica de las CE, lo que conlleva la induccién de genes que
en condiciones fisiolégicas estarian inhibidos (Fig. 1.2). En los ultimos afios se han
acumulado evidencias que subrayan la relevancia del factor de transcripcién
nuclear kB (NF-kB) como comuin denominador en la expresién coordinada de
genes inducidos por estas moléculas proinflamatorias (Hajjar 1997). EI NF-kB
posee un papel fundamental en el desarrollo de la respuesta inflamatoria e
inmunitaria, controlando la transcripcién de genes que codifican para multitud de
moléculas como interleuquinas (IL-1, IL-6 e IL-8), el TNF-q, factores estimuladores
de la formacién de colonias de granulocitos/macréfagos (G-CSF, M-CSF, GM-CSF),
varias moléculas de adhesion (ICAM-1, VCAM-1)(Collins 2001), antigenos de clase

I1 y anticuerpos (Bourcier 1997).
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DISFUNCION ENDOTELIAL

Funcién vasodilatadora
Funcién vasoconstrictora
Activaciéon endotelial

INFLAMACION ‘

LDLox >

Activacién NF-kB
peroxinitritos, radicales libres

Aldehidos de cadena pequeii H Citoquinas proinflamatorias

Figura 1.2. Esquema de los procesos iniciadores de la aterogénesis.

1.2.2.2. Disregulacién del tono vascular

El NO, sintetizado por el endotelio, es una de las molécula que puede
clasificarse como ateroprotectora, ya que posee un efecto vasodilatador,
antiagregante plaquetario, inhibidor de la proliferacién de las CML, antioxidante e
inhibidor de la expresion de las CAM (IL-1 e interferén y [INF-y] (De Caterina
1995)) y de la adhesion de monocitos a la pared arterial. A nivel transcripcional, el
NO induce la expresion de IkB, el inhibidor endégeno de NF-kB, inhibiendo los
efectos proinflamatorios de NF-kB. Por ello, al ser una molécula clave en
numerosos procesos homeostaticos locales, cuando se produce una alteracion en
su produccion se favorece el desarrollo de lesiones arterioscleréticas. Como
veremos mas adelante, moléculas como la endotelina antagonizan en
determinadas circunstancias el efecto del NO.

La traduccién mdas temprana de un endotelio disfuncionante es la

disminucién de la capacidad vasodilatadora, como se ha demostrado en pacientes
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con diversosfactores de riesgo cardiovascular (Zeiher 1991). Se piensa que la
oxidaciéon de moléculas de LDL puede ser modulada por el NO y sus productos. A
su vez, las LDLox pueden inhibir la produccién de NO por diferentes mecanismos:
1) disminucién de la actividad de la 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS), como
se ha demostrado en estudios in vitro (Liao 1995);

2) aumento de la degradacién del NO (Martinez-Gonzalez 2001);

3) aumento de la fraccion de eNOS unida a caveolina (por tanto, insensible a la
regulacion por calcio-calmodulina (Feron 1999)).

La importancia in vivo de estos mecanismos de diminucién del NO se demuestra
por la menor expresion de la eNOS en lesiones arterioscleréticas (Oemar 1998).

En condiciones de flujo laminar, las CE estdn sometidas a un estrés continuo
que promueve una actividad continua de la eNOS, produciendo una sintesis basal
de NO. Diferentes autores afirman que esta produccién basal de NO protegeria al
endotelio ante estimulos aterogénicos. Por el contrario, en aquellas zonas en las
que existe un flujo turbulento, como en las bifurcaciones arteriales, se produciria
una alteraciéon en la actividad de la eNOS, predisponiendo a estas zonas a la
formaciéon de una lesion arteriosclerética. Esta teoria podria explicar por qué las
zonas de ramificaciéon arterial estan mas predispuestas a la formacién de placas de

ateroma (Gimbrone 1997).

1.2.2.3. Migracion de los leucocitos

Como se ha mencionado con anterioridad, la actividad inflamatoria
desencadenada por la acumulacién de LDLox estimula en las CE la produccién de

distintas moléculas proinflamatorias, como la ICAM-1, VCAM-1, P-selectina o E-
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selecina. El rodamiento representa la interaccién entre los leucocitos y las
selectinas, con la consiguiente adhesién, en la que toman parte las
inmunoglobulinas (ICAM yVCAM). La sobreexpresién de las CAM, junto con la
induccién de sustancias quimioatrayentes como la MCP-1, facilita la uniéon y la
migracion de los monocitos al espacio subendotelial (Holvoet 2006). La
consecuencia final es una acumulacién de monocitos en la pared vascular
secundaria a la situacién proinflamatoria. Otras moléculas de adhesién
importantes incluidas en los monocitos incluyen integrinas, la Mac-1
(CD11b/CD18) o el antigeno muy tardio 4 y la molécula celular 1 de adhesién a
plaquetas/endotelio.

Otras moléculas de la superfamilia de la C-X-C quimioquinas, como la IL-8,
el factor de crecimiento regulador de oncogenes (GRO), el IFN-yo el factor
plaquetario 4 (PF4), son ampliamente reconocidas como predominantes
quimioatrayentes de neutréfilos y/o linfocitos(Hoch 1996). Boisvert et al
(Boevister 1998) demostraron que la IL-8 posee un papel fundamental en la
localizacion de los macréfagos en las lesiones arteriosclerdticas y su progresion.

Estudios previos han demostrado la presencia de linfocitos T CD4+ e IFN-y
tanto en lesiones arterioscleréticas humanas como de ratén(Hannson 1991). El
IFN-y posee un papel critico en la modulacién de la respuesta inmune estimulando
la produccién de citoquinas proinflamatorias (IP-10, MIG, I-TAC y citoquinas CXC),
moléculas de adhesion en las células endoteliales, CML y macréfagos. El IFN-y
también estimula la expresion de moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad clase II en las CML, activando a mas linfocitos T y macréfagos
y produciéndose asi un feed-back positivo. Por tanto, una vez reclutados, los

linfocitos pueden perpetuarse y amplificar la respuesta inflamatoria inicial.

26



1.2.2.4. Transformacion de los leucocitos y acumulacion de lipidos

En los ultimos anos, el importante papel de la inflamaciéon en la
arteriosclerosis se ha centrado en el sistema inmune. La inmunidad innata
representa el primer paso en la respuesta inflamatoria y estd basada en los
macrofagos y las células dendriticas (Gordon 2002). Una vez los monocitos
reclutados pasan al espacio subendotelial de la pared arterial adquieren las
caracteristicas morfoldgicas de los macréfagos y posteriormente sufren una serie
de cambios que les llevan a la formaciéon de células espumosas. En el desarrollo de
la arteriosclerosis, los receptores mas importantes para la inmunidad innata son
los llamados receptores scavenger y los toll-like receptors (TLR)(Anderson 1997).
Rosenfeld et al (Rosenfeld 1992) demostraron la expresion de mRNA y la
presencia de factor estimulante de colonias de macroéfagos (M-CSF) en lesiones
ateroscleroticas en humanos y conejos. El M-CSF es una glicoproteina expresada
por distintos tipos celulares como monocitos y macréfagos, CE, fibroblastos y
linfocitos(Rambaldi 1997, Rajavashisth 1990, Sieff 1988, Hallet 1991) y constituye
una de las principales moléculas en la transformacién de los monocitos. En un
primer tiempo, los receptores scavenger SR-A y CD-36 son los responsables del
reclutamiento de las LDLox y la transformacién de los macréfagos en células
espumosas (Steinberg 2002). Ademas, se produce la activacién del NF-xB, lo que
desencadena un potente ciclo quimioatrayente de monocitos y formacién de
macrofagos/células espumosas (MCP-1, leucotrieno LTB4). El M-CSF aumenta la
expresion de receptores scavenger SR-A, citoquinas y factores de crecimiento,

promoviendo la diferenciacién y proliferacion de las células espumosas(Clinton
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1992). Junto con el incremento de SRA se produce un aumento en la expresion de
CD36, lo que favorece la internalizacién por los monocitos de las lipoproteinas
modificadas como ésteres de colesterol de compartimentos celulares. Finalmente,
estos macroéfagos cargados de lipidos se denominan células espumosas y son
caracteristicos de las lesiones arterioscleréticas. A su vez, estos macréfagos
modificados producen citoquinas que activan a las CML circundantes, resultando

en formacién de coldgeno y fibrosis (Libbi 2002) (Fig. 1.3).

Estria de Grasa

Figura 1.3. Etapas de la formacion de la placa arteriosclerética. 1 y 2, entrada de
las lipoproteinas en el espacio subendotelial y oxidacion. 3, 4 y 5, liberacién de
factores de crecimiento y citoquinas que promueven la diapédesis de monocitos y
su diferenciacion en macréfagos. 6, formaciéon de células espumosas por la
internalizaciéon de lipoproteinas modificadas y oxidadas. 7, establecimiento de la
estria grasa por la acumulacién de células espumosas (Modificado de Faxon et al

(Faxon 2004)).

El factor estimulante de colonias de granulocitos-macroéfagos (GM-CSF)
también puede promover la inflamacién en las lesiones arterioscleroéticas, ya que
ayuda a la supervivencia de fagocitos mononucleares que contienen

mieloperoxidasa (MPO). La MPO es una enzima que da lugar a un aumento de un
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acido prooxidante, el acido hipocloruro, el cual es una importante fuente de estrés
oxidativo e inflamacién en la placa de ateroma humana(Sugiyama 2001).

Schonbeck et al (Schénbeck 2000) demostraron la implicaciéon del CD40 y
su ligando CD40L (CD154) tanto en los estadios iniciales de la arteriosclerosis
como en el desarrollo de lesiones avanzadas. El CD40 ligando no sélo esta presente
en los linfocitos B, sino también en los monocitos, macréfagos y CE, sugiriendo una
amplia funcién in vivo. Henn et al (Henn 1998) demostraron la expresién de
CD40L en las plaquetas a los pocos segundos de su activacién in vitro y durante la
formacién del trombo in vivo. Del mismo modo que el TNF-a y la IL-1, el CD40L en
las plaquetas induce la secrecién de quimioquinas por las CE y la expresiéon de
moléculas de adhesion para el reclutamiento y extravasacion de leucocitos en la
zona de la lesion. Estos resultados indican que las plaquetas no sélo estan
implicadas en la hemostasia, sino directamente en la iniciacién de la respuesta
inflamatoria en la pared arterial.

La inmunidad adaptativa es mucho mas especifica que la innata, pero puede
tardar de dias a semanas hasta estar completamente desarrollada. Se basa en la
generacion de receptores de linfocitos T y B e inmunoglobulinas que reconocen
antigenos en la placa de ateroma. La inmunidad adaptativa constituye la base de
grandes avances en el futuro cercano, como la inmunizacién y el desarrollo de

farmacos inmunosupresores.

1.2.2.5. Progresion de la placa de ateroma

Sélo las CE, los macréfagos y algunas células T participan en el desarrollo de la

estria grasa, la lesiéon arteriosclerética mas temprana y asintomatica. La exposiciéon
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continua a factores de riesgo crea un ambiente proaterogénico que produce un
incremento mayor de la quimiotaxis de monocitos y por tanto una mayor
acumulacién de lipidos en la placa. En el progreso de la enfermedad, la respuesta
inmunoinflamatoria se asocia a una respuesta inmunoproliferativa mediada por
las CML, que son las encargadas de la reparacion del dafio arterial. Como ocurre
habitualmente, el estimulo se mantiene durante el curso de anos, con lo que la
respuesta reparadora puede hacerse muy voluminosa, ir invadiendo el lumen de la
arteria y, finalmente, producir un cuadro de isquemia del territorio afectado
(Kragel 1989). Sin embargo, las CML y la matriz extracelular de coldgeno que
producen confieren estabilidad a las placas, protegiéndolas contra complicaciones
como la rotura y trombosis (Schwartz 2000).

Cuando se produce la descamaciéon de CE vasculares las plaquetas se adhieren a la
lesién, activandose y degranulando sustancias fibrogénicas, como el PDGF,
promoviendo la proliferaciéon de CML y la acumulaciéon de matriz extracelular
(Ross 1976). El PDGF aumenta la sintesis de coldgeno y con ello se favorece un
aumento de la capa fibrosa de la placa de ateroma. Los leucocitos infiltrados en la
lesién y las CE también pueden producir PDGF. Las plaquetas también son capaces
de sintetizar factor de crecimiento transformante 3 (TGF- B), el cual también
fomenta la proliferaciéon de CML y la produccién de colageno intersticial.

Durante la progresion de la arteriosclerosis, las CE, los macrofagos y las CML van
muriendo por apoptosis o necrosis. La apoptosis contribuye a la accion del factor
tisular (TF) y a la trombogenicidad del core lipidico de la placa (Tedgui 2001).

La calcificacion focal en las placas de arteriosclerosis es muy comuin y se
incrementa con la edad (Hoffman 2003). En los procesos de mineralizacién estan

implicadas las CML vasculares (Demmer 1995), debido a su capacidad para
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producir osteopontina, una proteina involucrada en la formacién de hueso y la
mineralizacién (Demmer 1999). Miembros de la familia del factor transformante

también pueden favorecer la mineralizacion de la placa (Bostrom 1993).

1.2.2.6. Rotura de la placa de ateroma

La rotura de una placa de ateroma, y la consiguiente trombosis, es la responsable
del inicio de muchos sindromes isquémicos agudos. Existen dos mecanismos que
independientemente o en conjuncién determinan la rotura de la placa. El primero
estd relacionado con fuerzas fisicas y acontece mas frecuentemente cuando la capa
fibrosa es mas fina y cuando estd mas intensamente infiltrada por células
espumosas. El segundo mecanismo se relaciona con la actividad intraplaca de los
macrofagos y mastocitos, que degradan la matriz extracelular por fagocitosis o
liberacién de enzimas proteoliticas (por ejemplo, metaloproteasas). Por tanto, se
ha considerado que la composicion y el estado de la placa, mas que el grado de
estenosis, son los principales responsables de la enfermedad aterotrombotica
(Fuster 1992, Badimé6n 1999, Gonzalez-Pacheco 2006).

En las dltimas décadas se han observado importantes avances en el estudio
de los eventos isquémicos agudos, considerandose un factor muy importante el
estudio de la lesion precursora de la trombosis. La interrupcion del flujo sanguineo
en la arteria enferma puede producirse por tres mecanismos distintos(Virmani

2002), como se observa en la Figura 1.4.
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Figura 1.4. Proceso de desarrollo de la placa de ateroma, tipos de placas y sus

complicaciones.

Primero, 1a erosion de la placa, definida como la formacién aguda de trombo
en contacto directo con la matriz de proteoglicanos en un area carente de
endotelio. Finalmente, esto provoca la adhesién y activacién plaquetaria y
promueve, por tanto, la formacién del trombo (Faggiotto 1994)

Segundo, la trombosis o hemorragia intraplaca. Existe una exuberante
formacién de microvasos en las placas de ateroma, probablemente inducida por el
mismo proceso inflamatorio (De Boer 1999). Una hemorragia intraplaca produce
un aumento en la deposiciéon de fibrina y hemosiderina y la trombosis in situ
conduce a la generaciéon de trombina, que, junto con el fibrin6geno adherido,
puede estimular la migracién y progresion del musculo liso. La trombina produce
activacion plaquetaria estimulando la liberacion de factores de crecimiento
contenidos en los granulos a-plaquetarios, como PDGF y TGF-f.

Y en tercer lugar, la rotura de la capa fibrosa de la placa, que es el
mecanismo mas comun de interrupcién del flujo sanguineo y desarrollo de un

evento isquémico agudo. Estas placas poseen una escasa capa (incluso ausencia)
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de CML y un ntcleo necrético cubierto por una fina capa fibrosa infiltrada por
macrofagos activados, que producen metaloproteinasas de matriz. Se trata de
placas vulnerables con alto riesgo de rotura.

También estan asociados fendmenos de apoptosis en la rotura de la placa de
ateroma. Cai et al (Cai 1997) demostraron que la apoptosis regulada por FAS/APO
1 estd involucrada en el desarrollo de lesiones arteriosclerdticas avanzadas y que
probablemente determine el acimulo de masa en los vasos enfermos. La apoptosis
dentro de la placa de ateroma compromete a todas las lineas celulares, pero con un
gran predominio de los macréfagos (Kochx 1998). Estas células apoptoéticas
favorecen el reclutamiento de otras células inflamatorias y, por tanto, también
contribuyen a todo el proceso inflamatorio. Mallat et al (Mallat 2001) demostraron
la intima asociacion entre apoptosis e inflamacién, coexistiendo ambos procesos
en areas de rotura de la placa. Estos mismos investigadores también encontraron
niveles elevados de microparticulas de membrana procedentes de células
apoptéticas en la placa arteriosclerética (Mallat 1999) y cantidades elevadas de
microparticulas de membrana con potencial procoagulante en sangre periférica.

Cuando se produce la rotura de la placa, queda expuesto el core lipidico,
altamente trombogénico por su contenido en TF. Por tanto, el TF es un elemento
clave en la iniciacion de la cascada de la coagulacién, siendo esencial en la
trombosis que sigue a la disrupcion de la placa. La actividad es muy dependiente
de la presencia de la fosfatidilserina, un fosfolipido aniénico que se redistribuye en
la superficie de la membrana celular durante la muerte por apoptosis, confiriendo
un potencial trombogénico a la célula apoptética (principalmente los macréfagos).
La mayoria del TF expresado dentro de la placa de ateroma se ha encontrado en

areas de alta densidad de células apoptoéticas y de microparticulas. Ademas de
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activar la cascada de la coagulacién, el TF activa consecuentemente a las plaquetas
circulantes y a losleucocitos, tanto neutréfilos como monocitos (Ott 1996) , que
interactdan llevando a la formacién del trombo.

Ademas, moléculas de CD40-L unido a las plaquetas son capaces de
incrementar ain mas el estado proinflamatorio y protrombético. Incluso en
ausencia de fisuras en la placa, las citoquinas proinflamatorias (IL-1, IL-6 y TNF-a)
pueden potenciar las propiedades procoagulantes de las CE y de los neutréfilos y
contribuir asi a las complicaciones tromboéticas de la placa de

ateroma(Papanicolau1998).

1.3. Endotelina

1.3.1 Bioquimica

En los humanos la endotelina es la molécula vasopresora mas potente y de
accién mas duradera (Hillier et al. 2001; Maguire and Davenport 2002), siendo 100
veces mas potente que la noradrenalina (Yanagisawa et al. 1988; Luscher and
Barton 2000). Se libera en respuesta a situaciones de estrés teniendo una accion
paracrina y autocrina (Kedzierski and Yanagisawa 2001) desarrollando diferentes
acciones fisioldgicas.

La concentraciéon plasmatica de ET-1 es extremadamente baja en
condiciones normales, si bien localmente en la pared vascular es 100 veces mayor,
lo que sugiere fundamentalmente un efecto paracrino.

La ET-1 es la isoforma biolégicamente mas activa y supone el 80%

aproximadamente de la ET total (Yanagisawa y Masaky 1989, Ergul 2011). La ET-1
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es un péptido de 21 aminodcidos con un terminal C-hidrofébico y 2 puentes de
cisteina en el terminal N. Dos péptidos estructuralmente relacionados que difieren
en 2y 6 aminodacidos, se denominan ET-2 y ET-3, respectivamente.

La ET-1 es producida diferentes células en distintos tejidos. Asi se ha
comprobado que es producida por el tejido vascular endotelial y por el muisculo
liso, por los miocitos cardiacos, por las células epiteliales respiratorias, neuronas,
islotes pancreaticos, fibroblastos y macroéfagos (Luscher and Barton 2000;
Kedzierski yYanagisawa 2001).

La ET-2 es expresada en el ovario y en las células epiteliales intestinales,
relacionandose con la ovulacidn, la termorregulacién y la homeostasis intestinal.
En diferentes estudios se ha relacionado con la enfermedad inflamatoria intestinal
(Ko etal. 2006, 2007; Chang et al. 2008).

La ET-3 se encuentra en las células endoteliales, en las neuronas cerebrales,
en las células del epitelio tubular renal y en el epitelio intestinal. Esta implicada en
la liberacién de factores vasodilatadores, incluyendo NO y prostaciclina
(Kedzierski and Yanagisawa 2001).

Los precursores de la endotelina son procesados por dos proteasas para dar
lugar a las formas maduras.

Las preproendotelinas son fraccionadas en los sitios dibasicos por endopeptidadas
para dar lugar a unas formas intermedias inactivas denominadas big-endotelinas
(bigETs) o proendotelinas (figura 1.4). El procesamiento estd mediado por
metaloproteasas, denominas enzimas convertidoras de la endotelina (ECEs)

(Kedzierski and Yanagisawa 2001).
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Figura 1.4. Modificaciones post-traduccionales de las diferentes formas de ET.
1.3.2. Regulacion de la expresion de ET-1

Aunque la ET-1 puede ser sintetizada por diferentes tipos celulares como
los miocitos, las células musculares lisas vasculares, los fibroblastos o células

epiteliales, la mayoria se sintetiza en el endotelio [Yanagisawa 1988, Miyauchi

1999].

La ET-1 es sintetizada como un precursor molecular de 212 aminodcidos,
que es fragmentado para originar la forma bioactiva de 21 residuos. La protedlisis
se realiza fundamentalmente por las enzimas convertidoras de la endotelina (ECE-

1y ECE-2).

En cultivo de células endoteliales, la ET-1 se libera continuamente a través
de una via regulada fundamentalmente por transcripcién génica. La estimulacién
de células en cultivo produce un rapido aumento de la ET-1, lo que sugiere que ET-

1 es almacenada y secretada por exocitosis (Macarthur 1994). La ET-1 ha sido
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localizada en los cuerpos de Weibel-Palade, reservorio intracelular de las células

endoteliales (Rondaij 2006).

Diversos estudios experimentales han demostrado un control
transcripcional en la sintesis de ET-1. El ARNm de la ET-1 estd regulado por
diferentes factores biolégicos y farmacolégicos. El transforming growth factor-[3
(TGF- ), el factor de necrosis tumoral-a (TNM- «), la trombina, la bradikinina, la
angiotensina II, los grucocorticoides y la hipoxia aumentan los niveles de ARNm de
ET-1. Por el contrario, factores vasodilatadores como el péptido natriurético

auricular, el NO y fArmacos como las estatinas reducen dichos niveles [Stow 2011].
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Figura 1.5. Organizacion del gen de la ET-1

La figura 1.5 muestra esquematicamente la organizacién del gen de la ET-1.
Dicho gen estd localizado en el cromosoma 6 (Inoue 1989). El gen contiene 5
exones que codifican el precursor preproendotelina-1. El gen de la ET-1 esta bajo
el control del promotor TATA-box. Un activador funcional, la proteina 1 (AP-1),
que se une a c-Fos/c-Jun ha sido identificada en células endoteliales (Lee 1991). La

regulacion de AP-1 es compleja y ocurre a diferentes niveles. Se ha propuesto que
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el sitio AP-1 media la respuesta trascripcional a la trombina, bradiquinina y
angiotensina II (Emori 1992, Imai 1992). La hipoxia induce la expresion de ET-1 en
las células endoteliales y podria ser la causa primaria de la vasoconstriccién y del
engrosamiento de la pared vascular observada en enfermedades como la
hipertensiéon pulmonar (Hieda 1990, Kourembanas 1991). El factor isquemia
inducible-1 (HIF-1) se une al gen en la posiciéon -124/-119, siendo crucial para
estimular la respuesta a la hipoxia [Hu 1998]. La citoquina factor de crecimiento
transformante-f3 (TGF- 8) es uno de los mas potentes reguladores de los niveles de
ET-1. TGF- Bincrementa el ARNm de la ET-1 en las células endoteliales [Kurihara

1989].

Factores mediadores de la inflamacién como el TNF-«a y el interferon-Y,
aumentan la expresion de ET-1 [Wort 2009]. Se ha demostrado que el factor TNF-
a o los productos finales de la glicaciéon (AGEp) aumentan la expresion del gen de

la ET-1 mediante la activacién del factor nuclear kB (NF-kB).

La expresiéon de ET-1 también depende de la estabilidad del ARNm. El estrés
oxidativo parece estar implicado en la sintesis de ET-1 en este punto. Se ha
comprobado en estudios recientes que la enzima glicolitica gliceraldehido 3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH) interacciona directamente con el gen de la ET-1
lo que implica una rapida degradacién del gen del ARNm [Rodriguez Pascual

2008].

Por tanto, podemos afirmar que la produccién de ET-1 esta controlada tanto
a nivel transcripcional como post-trasncripcional en funciéon de diferentes
estimulos. La expresion de la ET-1 en el endotelio frente a dichos estimulos puede

estar implicada en la patogénesis y en el mantenimiento de enfermedades
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vasculares.

1.3.3. Efectos fisiologicos y fisiopatoldgicos

En la figura 1.6 se detallan algunas de las acciones fisiolégicas principales
de la ET. En el sistema vascular, la endotelina via activacion de los receptores ET-A,
ejerce un tono basal vasoconstrictor y contribuye al desarrollo de la enfermedad
vascular en la arteriosclerosis y en la hipertension (Schiffrin 1999; Barton 2000).
Se ha observado que la estimulacion de la liberaciéon de ET-1 con agentes como la
trombina, esta fuertemente incrementada en sujetos de edad avanzada comparado
con el endotelio de ratas jovenes, un mecanismo que podria estar implicado en la
fisiopatologia del tono vasomotor en la edad avanzada (Goel 2010). Asi mismo, la
endotelina contribuye a la contractilidad miocardica (Maguire and Davenport
2002), al cronotropismo (Kedzierski and Yanagisawa 2001), y es arritmogénica
(Proven et al. 2006). También interviene en la remodelacién miocardica que se

produce en la insuficiencia cardiaca (Sakai et al. 1996).

Pulmonary Hypertension

Atherosclerosis Arterlal Hypertension
Heart Failure < . =P Renal Disease
Cancer AIIograft Rejection

Diabetes/Insulin Resistance
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Figura 1.6. Situaciones fisiopatoldgicas en las que interviene el sistema endotelina

(Barton 2008)

En el pulmon, el sistema endotelina regula en tono bronquial (Uchida et al.
1988) y la proliferaciéon vascular en el arbol bronquial que esta implicada en el
desarrollo de hipertension arterial pulmonar (Rubin et al. 2006). A nivel renal, la
endotelina también controla la excrecién de sodio y agua y el equilibrio acido-base
de forma fisiolégica (Kohan 2006) y, de forma patoldgica, acelera el desarrollo de
glomerulosclerosis (Hocher et al. 1997; Remuzzi et al. 2002; Chatziantoniou and
Dussaule 2005). En el cerebro, la endotelina modula los centros
cardiorrespiratorios (Kedzierski and Yanagisawa 2001). Ademads, el sistema
endotelina influye en la fisiologia del sistema inmune (Nett et al. 2006) y esta
implicado en la homeostasis de la glucosa (Berthiaume et al. 2005; Lteif et al.
2007).

La obesidad, que se asocia frecuentemente a la hipertensiéon, es una
condiciéon que se encuentra frecuentemente junto a diabetes y resistencia a la
insulina, interviniendo en la activacion del sistema renina-angiotensina-
aldosterona (Barton et al. 2003). Estudios recientes sugieren que la proteinuria en
los diabéticos esta directamente asociada con la activacion de la ET-1 (Zanatta et
al. 2008) a través de los receptores ET-A.

El tono vascular asi como la actividad de la insulina son en gran medida
endotelina dependientes (Traupe et al. 2002; Cardillo et al. 2004; Lteif et al. 2007;
Mundy et al. 2007). Ademds la endotelina juega un papel importante en la

adipogénesis y la lipolisis (Bhattacharya and Ullrich 2006; van Harmelen et al.
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2008), por lo que el bloqueo de la endotelina podria jugar un papel importante en
la prevencion de enfermedades cardiovasculares, asi como para el tratamiento de
estados asociados a la obesidad, como la resistencia a la insulina (Berthiaume et al.

2005).

1.4. RECEPTORES DE ENDOTELINA

1.4.1 Generalidades

La ET-1 media sus diferentes efectos a través de dos diferentes subtipos de
receptores ET-A y ET-B (Davenport 2002). Consisten en 2 dominios
transmembrana asociados a la proteina G (Figura 1.7). El receptor ET-A muestra
una afinidad sub-nanomolar por ET-1 y ET-2 y 100 veces menor afinidad por ET-3
(Kedzierski and Yanagisawa 2001). Se considera que ET-A es el receptor principal
que media las funciones de vasopresion y de factor de crecimiento. Sin embargo, el
receptor ET-B tiene equivalente afinidad nanomolar por los 3 tipos de endotelina.
ET-B inhibe el crecimiento celular y la vasoconstricciéon en el lecho vascular y
funciona ademas como un receptor de aclaramiento de ET-1, fundamentalmente
en el pulmén (Luscher and Barton 2000).

Los receptores ET-A estan localizados fundamentalmente en las células
musculares lisas de la pared vascular y es responsable de la respuesta contractil y
vasopresora de la ET-1 (Ergul 2000).

El papel de los receptores ET-B en la regulacién vascular es mas compleja.
Por ejemplo, los receptores ET-B localizados en el endotelio vascular median la

vasodilatacion a través de la liberacién de factores relajantes como el NO y la
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prostaciclina (PGI2). Este subtipo de receptor sin embargo también puede
condicionar vasoconstriccién cuando los receptores estan localizados en las células
musculares lisas, igual que los receptores ET-A. Este fenémeno se observa en
determinadas situaciones como la diabetes mellitus (Ergul 2011).

En consecuencia, el efecto contractil global de la ET-1 depende
fundamentalmente del tipo de receptor predominante, bien ET-A y ET-B en las

células musculares lisas, bien ET-B en las células endoteliales.

ETg ET,
S Endothelium
v
Vasodilation (NO and PGs)
Clearance of ET-1/ET receptors
Angiogenesis PreproET L
ET 1

Vasoconstriction
Proliferation
Cardiac hypertrophy

Fibroblast

Smooth muscle cell/cardiomyocyte

Figura 1.7. Resumen de la accion de la ET sobre los receptores ET-A y ET-B.

Algunos estudios han sugerido que los receptores ETB pueden ser
vasculoprotectores (Murakoshi 2002, Chuquet 2002, Sachidanandam 2007):
* Los bloqueantes selectivos de los receptores ETB aumentan el dafio
cerebral isquémico (Chuquet 2002).
* La deficiencia de receptores ET-B aumenta el dafio neuronal hip6xico in
vivo (Siren 2002).
* Los bloqueantes ET-B estdn implicados en la hiperplasia que se observa

tras el dafio intimal que se produce en la ligadura de la carétida (Murakoshi
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2002).

* El receptor ET-B esta implicado en el aclaramiento de la endotelina. El
bloqueo de este subtipo de receptor provoca una aumento de la ET-1 en
animales y en humanos (Webb 1997). Ademads, la activacion de este
receptor ET-B en las células endoteliales condiciona un feedback negativo

sobre la sintesis de ET-1 (Sanchez 2002).

Por tanto, cualquier descenso en la actividad de los receptores ET-B
resultaria en un aumento de la sintesis de endotelina ET-1, una disminucién de su
aclaramiento, una disminucién de la producciéon de NO y de PGI2, todo lo cual

resulta en una activaciéon opuesta de la actividad ET-A.

Estos estudios demuestran en consecuencia un efecto favorable de la
activacion de los receptores ET-B en condiciones fisiolégicas. Sin embargo, el
situaciones patoldgicas como la diabetes, la activacién de los receptores ET-B

puede condicionar respuestas contrarias (Ergul 2011).

1.4.2. Bloqueantes de los receptores de la endotelina.

Pocos afios después del descubrimiento de la endotelina fueron clonados
los receptores y poco después se obtuvieron los bloqueantes selectivos de dichos
receptores (Arai et al. 1990; Eguchi et al. 1992). En 2002 bosentan fue el primer
bloqueante de los receptores de la endotelina aprobado por la FDA para el
tratamiento de los pacientes con hipertension arterial pulmonar (Channick et al.

2001; Rubin et al. 2002).
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1.4.2.1 Tipos.

Los tres tipos de bloqueantes de los receptores de la endotelina se resumen en

la tabla 1.1:

Bloqueantes selectivos ET-A sitaxentan, ambrisentan, atrasentan, BQ 123,
zibotentan

Bloqueantes selectivos ET-B BQ-788, A192621

Bloqueantes con efecto dual A-B | bosentan, macitentan, tezosentan

Tabla 1.1. Farmacos bloqueantes de receptores ET-A y/o ET-B. En cursiva los dos

Unicos aprobados para uso clinico.

1.4.2.2 Efectos.

Endothelin-1

| ETAR|\/|ET receptor blockade | [ETeR|

Haemodynamic effects: Haemodynamic effects:
BP ¥ Vasodilation ¥

Salt and water retention ¥ NO production ¥
Proteinuria W ET-1clearence W

Salt and water retention A

Non-haemodynamic effects:

ROS ¥

Inflammation ¥ Non-haemodynamic effects:
?

Fibrosis ¥

Hypertension, proteinuria
Diabetic micro-and macrovasccular ¢
complications

Figura 1.8. Efectos hemodinamicos de la activaciéon de ET-A y ET-B
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La figura 1.8 muestra los efectos hemodindmicos del bloqueo de receptores
de endotelina. El bloqueo de ET-A reduce la presién arterial, la retencion de sal y
agua, la proteinuria, la produccién de ROS, la inflamacién y la fibrosis. El bloqueo
ETB reduce la vasodilatacion mediada por NO, el aclaramiento de ET-1 lo que
condiciona vasoconstriccion y retencion hidrosalina (Karin 2012).

Los efectos metabdlicos de la endotelina han sido evaluados en modelos
animales de resistencia a la insulina:

* En ratas con diabetes tipo 2, el antagonismo del receptor ET-A disminuyd
en metabolismo de la glucosa lo suficiente como para inducir
hiperglucemia (Balsiger 2002).

* El antagonista ET-A y ET-B bosentan, disminuye la accién de la insulina en
modelos de ratén con deficiencia de insulina (Said 2005).

* El atrasentan, bloqueante selectivo ET-A, redujo la velocidad de liberacion
de la insulina tras la ingesta en ratas con resistencia a la insulina

(Berthiaume 2005).

1.5. DIABETES MELLITUS Y ENDOTELINA

Han sido descritos niveles elevados de endotelina en diferentes estados de
resistencia a la insulina, incluyendo la diabetes tipo 2 (Caballero 1999, Mangiafico
1998), obesidad (Irving 2001, Piatti 1999 y Ferri 1997) y sindrome de ovario
poliquistico (Diamanti-Kandarakis 2001). En diversos estudios se ha comprobado
que en obesos y diabéticos, una mayor actividad de la ET-1 se ha asociado a un

descenso en la vasodilatacién endotelio-dependiente que caracteriza los estados
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de resistencia a la insulina.

Es conocido que parte de la accién metabélica de la insulina depende de la
redistribucién del flujo sanguineo (Barén 1995, Vincent 2003), regulada a través
de la estimulacién de NO en el endotelio (Steinberg 1994, Vincent 2003). La
endotelina por tanto podria antagonizar el efecto vascular de la insulina,

inhibiendo la sintesis de NO.

Numerosos estudios sugieren que la endotelina puede contribuir a la
resistencia a la insulina y a la disfuncién vascular. In vitro, la exposicién celular
mantenida a ET-1 induce resistencia a la insulina (Ishibashi 2001, Jiang 1999).
Estudios moleculares han demostrado que este efecto se debe a la accién de la ET-
1 a diferentes niveles. Por una parte se ha comprobado un descenso en la
estimulacion de la 3-fosfatidinositol kinasa (PI3-kinasa) por el receptor substrato
(IRS)-1 (Ishibashi 2001), asi como una alteracién en la interaccién entre el 4-5

fostatidilinositolbifosfato (PIP2) y el citoesqueleto de actina (Strawbridge 2005).

Se admite generalmente que la estimulacién de la 3-fosfatidilinositol kinasa
es imprescindible para que se produzca el transporte de la glucosa a través de la
membrana celular. El IRS-1 es uno de los principales sustratos del receptor de la
insulina. Cuando se encuentran fosforilado produce un aumento de la actividad

PI3-kinasa (Czech 1999).

Niveles elevados de PKC han demostrado alterar la fosforilacién del
receptor de la insulina, lo cual estd implicado en la reduccién del trasporte de
glucosa transmembrana y a un descenso de la sensibilidad a la insulina (Chin

1993).
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En diferentes estudios se ha observado la interaccién de la ET-1 y la
insulina a nivel de la sefial de la insulina. Tras la unién de la ET-1, el receptor ET-A
activa la fosfolipasa CpB. Esta a su vez aumenta la formacién de inositoltrifosfato y
diacilglicerol, lo que condiciona un aumento del Ca?* intracelular y la activacion de
la proteinkinasa C (PKC) (Imamura 1999). En los adipocitos y en las células
musculares de la pared vascular, la ET-1 aumenta la resistencia a la insulina a
través de un mecanismo PKC dependiente. Asi mismo se ha comprobado que la
endotelina disminuye la accién de la insulina a través de la interaccién de la sefal
en la membrana celular que incluyen al PIP2 y a la interaccién con la actina del
citoesqueleto, influyendo negativamente en la estructura del citoesqueleto lo que

podria reducir la accién de la insulina (Lteif 2007).

En estudios in vivo con ratas, la inyeccion intraperitoneal de ET-1 se ha
comprobado que induce un aumento de la glucosa enddégena y de los niveles de
insulina, asi como un descenso de la respuesta a la insulina (Juan 1996). En este
sentido, la ET-1 administrada en humanos induce resistencia a la insulina

(euglucemia-hiperinsulinemia) (Ottosson-Seeberger 1997).

La accién global de la insulina sobre el musculo esquelético depende
parcialmente de la capacidad de producirse vasodilataciéon en respuesta a la
insulina (Vincent 2003, Scherrer 1994). Con esta vasodilatacién se redistribuye el
flujo sanguineo segin las necesidades metabdlicas. Esta acciéon vascular de la
insulina estd reducida en estados de resistencia a la insulina (Cleland 1999,
Steinberg 1994). Se ha comprobado el aumento endégeno de ET-1 contribuye a la
disfuncién vascular en la diabetes y en la obesidad. A partir de estos estudios se

postula que el antagonismo de la endotelina podria aumentar la vasodilatacién
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mediada por insulina y la mejorar la accién de la insulina en los tejidos periféricos.

La disfuncién endotelial es un aspecto destacado de la enfermedad vascular
y juega un papel importante en la micro y macroangiopatia diabética (Versari
2009). Asi mismo se considera que la disfunciéon endotelial es un precursor en el
desarrollo de la arteriosclerosis. En ratones que expresan prepro-ET-1 muestran
dafio endotelial y disminucién de la vasodilataciéon en asociaciéon con un aumento
de la produccién de ROS y de la inflamacién vascular (Kohner 1995, Pang 1997).
En modelos animales de disfuncién endotelial (Barton 1998) se ha comprobado
que el bloqueo de los receptores de la ET-A mejoran el dafio endotelial

dependiente de NO.

En los estadios iniciales, el desbalance entre el aumento de
vasoconstrictores como la ET-1 y la disminucién de la actividad de NO debida a
estrés oxidativo de la hiperglucemia, resultan en una disminucién de la relajacién
vascular. Esta situacion crénica finalmente condiciona dafio estructural, trombosis
y el depdsito de plaquetas en la pared vascular (Kalani 2008, Lam 2001). La ET-1
no sé6lo actiia como vasoconstrictor, si no que ademas estimula la proliferacién de

células musculares lisas vasculares, promueve la fibrosis y la inflamacion.

Se ha sugerido que alteraciones en el sistema endotelina juegan un papel en
el desarrollo de hipertension y de dafio endotelial, lo que contribuye al desarrollo
de la arteriosclerosis. Ademas, se ha observado un aumento de la expresion de los
receptores ET-A y ET-B en células de la pared vascular enferma, como son en las
células msculares lisas, los macroéfagos y las células espumosas (Ihling 1996,

Lerman 1991).
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La ET-1 y la enzima convertidora de endotelina (ECE) también se expresan
en las placas humanas y los nivel de ET-1 aumentan en funcién de la progresion de
la enfermedad arteriosclerosa (Winkles 1993, Minamino 1997). Estudios en
modelos animales han demostrado regresiéon de las placas de ateroma con el
bloqueo de los receptores de ET-1. En un estudio de Watson et al (Watson 2010),
se comprobd que con el bloqueante de ET-A avosentan se producian cambios anti-

arteriosclerosis, asociado a reduccion del estrés oxidativo y de la inflamacién.

Todas estas propiedades hacen que la ET-1 se postule como uno de los

factores que mas importante papel juegan en el desarrollo de las complicaciones

vasculares de la diabetes.
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Figura 1.9. Efectos vasculares de la ET-1 en situacion de normalidad y en la

diabetes mellitus.
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Diferentes lineas de investigacion sugieren que el sistema endotelina juega

un papel importante en el dafio vascular que se produce en la diabetes:

Los niveles en plasma de endotelina-1 estan elevados en pacientes con
diabetes tipo 1y 2 (Collier 1992, Takahashi 1990).

Se ha observado una correlacién positiva entre los niveles de ET-1 y las
complicaciones diabéticas. Los niveles de ET-1 estdn mas elevados en los
pacientes diabéticos con microalbuminuria, niveles elevados de
hemoglobina glucosilada y retinopatia (Collier 1992, Kawamura 1992).

En estados de resistencia a la insulina, existe un disbalance entre los efectos
insulin-dependientes sobre el NO y la liberacion de la ET-1 en el endotelio,
condicionando dafio endotelial. Estudios clinicos han demostrado que el
bloqueo de los receptores ET-A tiene efectos beneficiosos sobre la
resistencia a la insulina y a la disfuncién vascular (Weil 2011).

En humanos, los bloqueantes de los receptores de ET-A y ET-A y B reduce la
tensidn arterial en pacientes tipo 2 y aumenta el flujo arterial en antebrazo
(Cardillo 2002)

In vitro se ha comprobado que la hiperglucemia y la hiperinsulinemia
condicionan una regulacién al alza de la ET-1 (Harris 2005, Takeda 1991).
Se ha comprobado que el antagonismo del receptor ET-A aumenta la
microcirculacién a nivel de la piel en pacientes con diabetes tipo 2
(Settergren 2008)

En un estudio piloto realizado en pacientes diabéticos con isquemia critica
de los miembros inferiores, se ha demostrado que la infusién local de
receptores ET-A aumentan la tension de oxigeno en el piel, sugiriendo un

aumento del flujo sanguineo capilar (Kalani 2008).
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1.6 ENDOTELINA Y ENFERMEDAD ARTERIAL PERIFERICA (EAP)

1.6.1 Papel potencial de la ET-1 en la EAP

1.6.1.1 Niveles elevados de ET-1 en pacientes con EAP

Algunas evidencias que sugieren que la ET-1 esta implicada en la
arteriosclerosis incluyen los niveles elevados de ET-1 en pacientes con
arteriosclerosis sintomatica como la cardiopatia isquémica y el ictus (Yasuda 1990,
Alioglu 2002). Ademas, se ha comprobado que los niveles de ET-1 correlacionan
positivamente con el nimero de sectores afectos (Lerman 1991). Con respecto a la
EAP, niveles elevados de ET-1 se han observado en la arteriopatia periférica, tanto
en claudicantes como en pacientes con isquemia critica (Mangiafico 1999, de Haro
2010). Ademas, niveles elevados de ET-1 se han asociado con un peor prondéstico

en cuanto a riesgo de mortalidad cardiovascular (Newton 2005).

1.6.1.2. Niveles elevados de ET-1 y de los receptores de endotelina en arterial

humanas enfermas.

En las células musculares lisas de la media asi como en el endotelio de
arterias con placas de ateroma, se han encontrado niveles elevados de ET-1, de su
mARN y de los receptores de ET-1. Los receptores ET-A fueron encontrados

fundamentalmente en las células musculares lisas y los ET-B en el endotelio

(Dashwood 1998).
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Esta misma distribuciéon de receptores se ha comprobado en arteria femoral de

pacientes con isquemia critica (Dashwood 2010)

1.6.1.3 Papel de la ET-1 en arterias enfermas.

En estudios in-vivo se ha comprobado que la infusiéon de ET-1 en la arterial
femoral de perros se acompafia de un aumento inicial del flujo sanguineo, seguido
de una reduccién gradual posterior (Miura 2001). En humanos, la infusién de ET-1
reduce el flujo de sangre en las piernas de voluntarios sanos (Wray 2007). En
sujetos de edad avanzada el antagonismo de la endotelina result6 en un mayor
incremento del flujo de sangre que en sujetos mas jovenes, sugieriendo que la ET-1
juega un papel importante en el tono vascular en funciéon de la edad (Thijssen
2007).

La activacion de la ET-1 estd asociada a factores de riesgo cardiovascular
como hipertensién, hiperlipidemia y diabetes (Cardillo 2002). Ademas de actuar
como un potente vasoconstrictor, la ET-1 actia antagonizando los efectos de NO
contribuyendo a la disfuncién endotelial (Iglarz 2007). Dicha disfuncién endotelial
promueva la adhesion leucocitaria, trombosis, inflamacién y proliferacién celular,
lo que condiciona la formacién de la placa de ateroma. Una vez formadas, estas
placas son una fuente de mas ET-1 lo que de forma paracrina da lugar a la

progresion de la enfermedad (Dashwood 2002)

1.6.2. ET-1 y daiio microvascular
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Ademas de la macroangiopatia, también en la EAP se produce una
alteracion en la microcirculacién. Se ha demostrado en biopsias musculares de
pacientes con isquemia critica un aumento de la ET-1 y de su unién con los
receptores ET-Ay ET-B (Tsui 2003).

En un modelo en ratas, se ha comprobado que en un flap musculocutaneo
isquémico, el bloqueo del receptor ET-B produce un incremento del flujo vascular

arteriolar asf como una reduccion en la necrosis de dicho flap (Wettstein 1997).

En humanos, el efecto del bloqueo del receptor ET-A a nivel de la
microcirculacién ha sido estudiado en pacientes con diabetes tipo 2. La infusién de
bloqueantes de los receptores ET-A, mejoraron la microcirculaciéon a nivel de la
piel (Settergren 2008). Este grupo demostré en pacientes con isquemia critica no
revascularizable, que la infusién de bloqueantes ET-A, se asoci6é a un aumento de la
tensidn transcutanea de oxigeno y de la presion en el pie, lo que es indicativo de

una mejor perfusién tisular (Kalani 2008).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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HIPOTESIS.

Como se ha comentado anteriormente en la introduccién, la endotelina
juega un papel importante en el tono vasomotor en condiciones fisiolégicas a
través del efecto fundamentalmente paracrino sobre los receptores ET-A y ET-B,
tanto a nivel del endotelio como de las células musculares lisas de la capa media.

Sin embargo, en condiciones patolégicas como en la diabetes mellitus, la
endotelina parece estar involucrada en el desarrollo de la enfermedad vascular
debido a una diferente expresiéon de los receptores ET-A y ET-B, asi como a una
aumento de su sintesis y liberacién local, inhibiendo la accién de moléculas
vasodilatadoras como el 6xido nitrico. Ademas de actuar como un potente
vasoconstrictor, la ET-1 actiia antagonizando los efectos de NO contribuyendo a la
disfuncién endotelial. Dicha disfuncion endotelial promueva la adhesién
leucocitaria, trombosis, inflamacién y proliferacién celular, lo que condiciona la
formacién de la placa de ateroma. Una vez formadas, estas placas son una fuente
de mas ET-1 lo que de forma paracrina da lugar a la progresién de la enfermedad.
Por otra parte también es conocido que la ET-1 aumenta la resistencia a la insulina
y el paso transmembrana de la glucosa, lo que podria perpetuar el efecto
pernicioso de la ET-1 en la diabetes mellitus.

A partir de lo anterior por tanto cabe pensar que en los pacientes diabéticos
existe un estado de “hiperactividad” de la ET-1 lo que podria condicionar un dafio
endotelial mediado por inflamacién vascular y por estrés oxidativo. Asi mismo
cabria pensar que el bloqueo selectivo de los receptores de la ET-1, ET-A y ET-B,
podria revertir al menos parcialmente los efectos nocivos de la diabetes mellitus

en el dano vascular.
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Los principales OBJETIVOS de la presente tesis son:

1. Analizar en pacientes diabéticos claudicantes, en pacientes diabéticos con

lesiones tréficas y en controles no diabéticos:

* el nivel de expresiéon de ET.
* niveles plasmaticos metabolitos del 6xido nitrico (NO).

* laexpresion de moléculas implicadas en la inflamacién (IL-6, IL-10).

2. Analizar si modifica y como modifica el antagonista bosentan la respuesta

inflamatoria y la sintesis de la molécula vasodilatadora NO, en los mismos

grupos de individuos.

3. Determinar si existen diferencias en la expresion de receptores ET-A y ET-B

en leucocitos, en los mismos de sujetos.
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PACIENTES Y METODO
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4. PACIENTES Y METODO

En la presente tesis se han realizado experimentos in vitro con el
objetivo de estudiar las diferencias en la expresion de proteinas plasmaticas
en pacientes diabéticos con enfermedad arterial periférica en diferentes
estadios clinicos (claudicantes y pacientes con isquemia critica), en
comparacién con controles no diabéticos. También se ha estudiado la
expresion de los receptores ET-A y ET-B en células mononucleares en los 3
grupos de pacientes, asi como la expresion de ET-1 en células mononucleares
incubadas in vitro por el bloqueante de los receptores ET-A y ET-B bosentan.

Ademads, se han analizado las posibles diferencias en el proteoma
plasmatico en los 3 grupos de pacientes, en una situaciéon basal sin bosentan

comparado con los plasmas incubados in vitro con bosentan.

4.1. SELECCION DE PACIENTES

Se seleccionaron 3 grupos de sujetos. En la consulta de Cirugia Vascular,
se seleccionaron los pacientes diabéticos con claudicacién intermitente. Los
pacientes con isquemia critica (dolor en reposo y/o lesiones troéficas) se
seleccionaron a partir de los ingresos en el S2 de Cirugia Vascular. Por ultimo,
los controles no diabéticos fueron seleccionados de pacientes del S° de
Urologia con patologia benigna prostatica y del S2 de Cirugia General
portadores de hernia inguinal, con el fin de tener una muestra de controles de

similar sexo y edad que los casos.
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Los participantes fueron informados del estudio y firmaron un consentimiento

especifico.

4.2. DETERMINACIONES DE PROTEINAS MEDIANTE PROTEOMICA

Para llevar a cabo este analisis se utiliz6 la proteémica, que es una
nueva tecnologia que permite analizar la expresion de multiples proteinas a la
vez en una Unica muestra. En un estudio proteémico es necesario integrar una
serie de tecnologias, como la electroforesis bidimensional (2-DE), el andlisis de
la imagen, la espectrometria de masas (MS) y la bioinformatica, como se

muestra a continuacion .

4.2.1. Electroforesis bidimensional

La 2-DE es la base fundamental para el desarrollo de los mapas de
expresion proteica o proteomas. Esta técnica permite separar las proteinas en
dos dimensiones: el peso molecular y el punto isoléctrico. Esta separacion
bidimensional de las proteinas da lugar a un mapa de expresién proteica en el
que cada proteina y sus isoformas estan distribuidas en la coordenada formada
por el peso molecular y el punto isoeléctrico. Esta coordenada es unica para

cada proteina, es decir, es el documento de identidad de la misma (Figura 4.1.).
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Figura 4.1. Esquema representativo de los diferentes pasos necesarios para
desarrollar un estudio protedémico desde la homogeneizacién de la muestra, la
separacion de las proteinas que contiene y su identificacion mediante

espectrofotometria de masas. PM: Peso molecular.

4.2.1.1 Material utilizado

Tampodn de rehidrataciéon

kit Pierce® BCA Protein Assay

Geles de gradiente de pH inmovilizado (IPG) (Bio-Rad ReadyStripTM).

Sistema PROTEAN® IEF cell (Laboratorios Bio-Rad)

Geles de electroforesis de poliacrilamida y dodecil sulfato sédico (SDS- PAGE)
al 10%

Sistema PROTEAN® II XL (Laboratorios Bio-Rad)

Kit Silver Stain Plus (Laboratorios Bio-Rad)

Escaner UMAX POWERLOOK I1I

Software ScanMagic V 4.5

Programa Quantity One 4.2.3 (Laboratorios Bio-Rad)
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4.2.1.2 Preparacion de las muestras

Las muestras de sangre se recogen en tubos con EDTA como anticoagulante y
se centrifugan a 2500 rpm durante 15 minutos. Pasado el tiempo de
centrifugacion, la fase roja queda en la parte inferior del tubo y el plasma
queda en la parte superior. Dicho plasma es recogido cuidadosamente con una
pipeta Pasteur y lo depositamos en un tuo Eppendorf. Posteriomente se
procede al lisado de la muestra en una solucién tampén (rehydratation buffer)
que contiene un agente desnaturalizante (urea), un detergente (CHAPS y
anfolitos) y un agente reductor (ditiotreitol) en las concentraciones que se

exponen a continuacién (Tabla 4.1):

UT@Q...cuiureereereeresessesssssssessessessesss s sss s ssssssssssssssns 8 mol/1
CHAPS W/ Vetetrersessesssesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesasssssens 2%
1D U0 (0] 0 (/=) L] VOO 40 mmol/I

Anfolitos Bio-Lyte (Laboratorios Bio-Rad, Hercules, Cal)...0.2%

Azul de bromofenol W/ V... 0.01%

61



COMPONENTE FUNCION CONCENTRACION
Urea Desnaturaliza y solubiliza 8 M/1

las proteinas

Solubiliza las proteinas y
Detergente (CHAPS) ayuda a mantenerlas en 2%

solucion durante la

rehidratacion y 2-DE

Agente reductor Rompe los  puentes 40 mM
(ditiotreitol) disulfuro en las proteinas
Anfolitos Ayudan a solubilizar las 0.2%

proteinas y a mantener el
gradiente de pH entre 0.2-

2%

Tabla 4.1. Componentes, funciéon y concentracién de la soluciéon de

rehidratacion.

Posteriormente, las muestras de plasma se centrifugaron a 6000 rpm durante

10 minutos y el sobrenadante se congel6 a -80 °C hasta su analisis.

4.2.1.3.Primera dimension

La concentracion de proteinas se estimé utilizando el kit Pierce® BCA Protein
Assay. Se trata de una formulacién basada en el acido bicinconinico (BCA),
compatible con detergentes, para la deteccién colorimétrica y cuantificacion de
las proteinas totales.

El principio del método del acido bicinconinico (BCA), patentado por Pierce

Biotechnology (Rockford, 1L, USA), es similar al procedimiento de Biuret, en
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cuanto que ambos se basan en la formacién de un complejo Cu2+-proteina bajo
condiciones alcalinas, seguido de la reducciéon del Cu2+ en Cul+ 251. La
cantidad de reduccién es proporcional a la proteina presente. El BCA forma un
complejo azul parpura con el Cul+ por proteinas en medios alcalinos, de modo
que permite monitorizar la reducciéon de Cu2+ por las proteinas a un maximo
de absorbancia de 562 nm y de este modo cuantificar las proteinas. La
estructura macromolecular de la proteina, el nimero de uniones peptidicas y la
presencia de cuatro aminoacidos en particular (cisteina, cistina, triptéfano y
tirosina) han sido descritos como los responsables de la formacién de color con
BCA. La concentracion de proteinas se determina en referencia generalmente a
una proteina estandar comun, como la albimina bovina.

El ensayo BCA es mas sensible y aplicable que los métodos de Biuret o de
Lowry. Ademas, tiene menos variabilidad que el método de Bradford. Entre
otras caracteristicas del ensayo BCA encontramos:

Método colorimétrico, se lee a 562 nm.

Compatible con la mayoria de los detergentes i6nicos y no iénicos.

Mas rapido y facil que el método de Lowry.

Todos los reactantes son estables a temperatura ambiente durante 2 afios.

El rango de trabajo varia de 20 a 2000 pg/ml.

El complejo de color es estable.

Adaptable a microplacas.

Menor variacién proteina-a-proteina que con los métodos de tincion.

Es aplicable a un amplio rango de concentraciones de proteinas.

La concentraciéon de proteinas se determind con referencia al estandar, la

albumina bovina (Fig. 4.2).
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Figura 4.2. Ejemplo de curva de comparaciéon de concentraciéon de proteinas
frente a la albimina bovina. BSA: albumina de suero bovino. BGG:

gammaglobulina bovina. Fuente: internet.

La cuantificacién de las proteinas se realiz6 siguiendo los pasos que se indican
a continuacién:

1. Preparacion de las diluciones estdndar de BSA (albiumina de suero bovino).
Las diluciones de BSA se prepararon a partir de ampollas de BSA de 2.0 mg/ml,

segun el siguiente esquema (Tabla 4.2):

VOLUMEN DE VOLUMEN/FUENTE CONCENTRACION
DISOLVENTE DE BSA FINAL BSA

A 700 ul 100 ul del estandar 250 ug/ml

B 400 ul 400 ul del vial A 125 ug/ml

C 450 ul 300 wl del vial B 50 ng/ml

D 400 wl 400 ul del vial C 25 ug/ml

E 400 ul 100 ul del vial D 5 ug/ml

F 400 wl 0 0 ug/ml (blanco)
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Tabla 4.2. Diluciones de BSA indicando el volumen de disolvente, la relacién
volumen/fuente de BSA y la concentracion final de BSA. BSA: albimina de

suero bovino.

2. Preparacioén del reactivo de trabajo BCA

Se empled como reactivo el kit Pierce® BCA Protein Assay. Para determinar el
volumen total de reactivo de trabajo se emple6 la siguiente férmula: (x
estdndar + X muestras problema) x (no duplicados) x (volumen de reactivo de
trabajo por muestras= 200 pl)= volumen total. El reactivo de trabajo se
prepara mezclando 50 partes de reactivo A (carbonato sddico, bicarbonato
sédico, acido bicincininico y tartrato sédico en hidréxido sédico 0.1 M) con una
parte de reagente B (sulfato ciprico 4%).

e Se pipetearon 25 pl de cada estandar o muestra problema por triplicado en
pocillos

e Se afiadieron 200 pl de reactivo de trabajo a cada pocillo y se mezcl6 la placa

en un agitador durante 30 segundos.

Se tapé la placa y se incub6 a 37 2C durante 30 minutos

e Se dej6 enfriar hasta temperatura ambiente

e Se midi6 la absorbancia a 562 nm

e Seresté la absorbancia de la muestra blanco al resto de muestras

e Se prepar6 la curva estandar: en el eje de ordenadas la medida de
absorbancia; en el eje de abscisas, la concentraciéon conocida de BSA. A
continuacidn, en esta curva se interpolan los valores obtenidos en el resto de

muestras problema.
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Para la primera dimension de la 2-DE se cargaron muestras de 250 pg de
proteina total en tiras de geles de gradiente de pH inmovilizado (IPG) con un
pH de 3 a 10 (Bio-Rad ReadyStripTM). El foco isoeléctrico se realiz6 con el
sistema PROTEAN® IEF cell (Laboratorios Bio-Rad) durante tres dias y a
temperatura ambiente (20 ©C). Este sistema esta diseflado para llevar a cabo la
primera dimensién y consiste en una fuente de alimentaciéon programable con
una plataforma Peltier que mantiene la temperatura constante para asegurar la
reproducibilidad. Dicho sistema permite acomodar 12 tiras de 17 cm para
realizar el foco isoeléctrico. Puede ser programado completamente para una
rehidratacién pasiva o activa (50 V). Las especificaciones técnicas se listan en

la Tabla 4.3.

RENDIMIENTO

Voltaje 50-10000 V, incrementos de 10 V
Corriente 0-2.4 mA, incrementos de 1.0 uA
Potencia 0-24 W
PLATAFORMA Peltier

Capacidad 24 tiras de 7 cm o 12 toras de 11,17,18 0 24 cm.
Temperatura de operacion 10-25 °C
Dimensiones 28 x30x 14 cm

Tabla 4.3. Especificaciones técnicas del sistema PROTEAN® IEF cell

(Laboratorios Bio-Rad).

Como se ha publicado con anterioridad los geles fueron rehidratados
activamente a 50 V durante 60 horas, seguido de rapidas subidas lineales de

tensién y voltaje, limitados por una corriente maxima de 50 pA por gel252.
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4.2.1.4. Segunda dimension

En la segunda dimensién las proteinas de las tiras se separaron segiin su peso
molecular en geles de electroforesis de poliacrilamida y dodecil sulfato sédico
al 10% (SDS-PAGE) utilizando el sistema PROTEAN® II XL (Laboratorios Bio-
Rad). Esta unidad proporciona una gran area de separacion de las proteinas, lo
que permite analizar muestras con mayor carga y, finalmente, también obtener
una mejor resoluciéon respecto a los formatos de gel mas pequefios. Las

especificaciones técnicas se incluyen en la Tabla 4.4.

SISTEMA PROTEAN® 1T XL

Nuimero de geles 1-4

Tamaiio del gel 18.3 x 20 cm (altura x longitud)

TAMANO del PLATO

Interno 20 x 20 cm
Externo 20 x 22.3 cm
Longitud del espaciador 223 cm
Volumen superior de tampon 350 ml
Volumen inferior de tampén 1.2L

TIEMPOS para el SDS-PAGE

Sin enfriamiento 5h

Con enfriamiento 35h

Tabla 4.4. Especificaciones técnicas del sistema PROTEAN® II XL

(Laboratorios Bio-Rad).

4.2.1.5. Tincion
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Posteriormente, lo geles fueron fijados en una solucién con etanol y acido
acético en agua destilada durante 20 minutos. Después se utilizé una solucién
de sensibilizacion compuesta por acetato sédico y tiosulfato sédico en agua
destilada y se lavaron dos veces de 10 minutos con agua destilada. Entonces los
geles fueron tefiidos con plata utilizando el kit Silver Stain Plus (Laboratorios
Bio-Rad), de acuerdo con las instrucciones del fabricante, durante 25 minutos.
El Silver Stain Plus es un sistema rapido y sencillo para detectar proteinas en
los geles de poliacrilamida tras la electroforesis. Esta tinciéon con plata es muy
sensible, pudiendo detectar incluso cantidades de nanogramos de proteinas. El
kit Silver Stain Plus contiene los siguientes componentes:

e Concentrado potenciador del fijador

e Solucién de complejo de plata, que contiene NH4NO3 y AgNO3

e Acido  tungstosicilico, = compuesto por silicio 'y  tunsgteno
(H4[Si(W3010)4]-H20) y que a 20 2C es completamente soluble

e Formaldehido

e Carbonato de sodio (Na2C03) como agente acelerador de la tincién

Para la correcta tincién de los geles los contenedores se limpiaron con 50%
de acido nitrico después del detergente de laboratorio. Ademas, las superficies
de los geles estuvieron completamente sumergidas y se evitaron temperaturas
superiores a 25 2C. Los geles teflidos se lavaron dos veces con agua destilada
durante 5 minutos cada vez. Es muy importante destacar que la tincién con
plata utilizada fue compatible con posteriores pasos de MS. El siguiente paso

fueron dos lavados con agua destilada de un minuto de duracién cada uno para
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seguidamente aplicar la solucién de revelado compuesta de carbonato sédico y
formaldehido en agua destilada. Una vez que los geles alcanzaron el grado de
tincién deseado se paré el proceso mediante el empleo de una solucién con

EDTA (4cido etilendiaminotetraacético) en agua destilada.

4.2.2 Adquisicion de imagenes y analisis

Los geles tefiidos fueron escaneados utilizando un escaner UMAX
POWERLOOK III operado por el software ScanMagic V 4.5. El andlisis de la
imagen se realizé utilizando el programa Quantity One 4.2.3 (Laboratorios Bio-
Rad) (Fig. 4.3). Dicho software permite la adquisiciéon, cuantificacién y analisis
de gran variedad de datos, incluyendo muestras tefiidas adquiridas mediante
sistemas de geles. Las imagenes fueron configuradas, marcadas vy,
posteriormente, editadas. A la intensidad del volumen de cada punto le fue

sustraida la intensidad correspondiente al fondo.

-~ o

- - R e
- ———

e come

Figura 4.3. Ejemplo de pantalla de analisis con el programa Quantity One.
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La identidad de cada punto de realizé por comparacién con la base de datos
Swiss Prot (ExPASy). La densidad de los puntos estudiados mas importantes se
confirmé con MS.

En el mapa proteémico del plasma se analizaron densitométricamente y se
fueron identificados. Los spots en los que se observaron diferencias

significativas se identificaron con MS.

4.3. ESPECTROMETRIA DE MASAS

La EM es una tecnologia analitica esencial en el contexto de la proteémica
actual debido a su alta capacidad de analisis, su sensibilidad y su precisién en

la determinacién de masas moleculares proteicas.

4.3.1. Material utilizado

e Agua Milli-Q™ (Merk Millipore)

e Acetonitrilo (CH3CN) al 100%

o Sistema SpeedVac® (Thermo Scientific)
e Ditioeritritol (C4H1002S2)

e Bicarbonato amoénico (NH4HCO3)

e Jodoacetamida (C2H4INO)

e Tripsina (Promega®)

e Acido trifluoroacético (TFA, CF3COOH)
e Puntas mmol-18 Zip (Millipore)

e Matriz de a-ciano 4-hidroxi-trans-cinamico (Sigma)
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e Placa de MALDI (Pro MS MALDI Genomic Solutions)
e 4700 Proteomic Analyzer (Applied Biosystem)

e C(Calibradores estandar (Applied Biosystem)
4.3.2. Método

Para la identificacion de las proteinas de interés, los puntos se extrajeron
manualmente de los geles utilizando un punzoén para biopsias. La identificacién
de cada proteina se llevé a cabo extrayendo el mismo punto de interés en tres
geles diferentes. La tincion de plata fue solubilizada y eliminada y los puntos
fueron lavados tres veces con agua Milli-Q™ (Merk Millipore). Para esta técnica
se recomienda usar agua ultrapura, teniendo las siguientes caracteristicas: un
nivel de resistividad de 18,2 MegaOhmios.cm a 25 2C y un nivel de carbonato
orgdanico total inferior a 10 ppb. Los sistemas Milli-Q™ constan de varias etapas
de purificacion, cada una de ellas disefiada para eliminar una determinada

gama de contaminantes. Se utilizé el midulo Gradient A10 (Tabla 4.5).

‘ ESPECIFICACIONES

Resistividad (MQ.cm) a 25 °C 18.2

Nivel de COT (valores tipicos) 1-5

Nivel de pirégenos (Eu/ml) NE
Bacterias (UFC/ml) <1
Particulas > 0.22 pm (P/ml) <1
Caudal (L/min) 1.5

Tabla 4.5. Especificaciones del agua producida por el sistema Milli-
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Q™ Gradient A10.

Después las muestras se incubaron con acetonitrilo (CH3CN), utilizado como
disolvente, al 100% durante 5 minutos y otros 30 minutos con Aacido
trifluoroacético (TFA, del inglés TriFluoroAcetic acid, con la formula CF3COOH)
al 5% y acetonitrilo al 50% y se secaron con un sistema SpeedVac (Thermo
Scientific).

Como se ha publicado previamente, las muestras se redujeron con
ditioeritritol (C4H1002S2) en bicarbonato amoénico (NH4HCO3) vy
posteriormente fueron alquiladas con iodoacetamida (C2H4INO), un inhibidor
irreversible de todas las cisteina peptidasas (mediante el mecanismo de
alquilacién de los residuos cataliticos de la cisteina), en bicarbonato aménico.
Finalmente, las muestras fueron digeridas con 12.5 ng/pl de tripsina
(Promega®) en 25 mM de bicarbonato de amonio (pH 8.5) a 37 2C durante
toda la noche.

La tripsina utilizada es una enzima peptidasa de origen porcino, modificada
mediante metilacién, que hidroliza especificamente los enlaces peptidicos del
extremo carboxilo de los residuos lisina (Lys) y arginina (Arg). Su actividad
maxima se establece a un pH entre 7 y 9 y se inactiva de forma reversible a un
pH de 4.

Tras la digestion, los péptidos se extrajeron del gel mediante una solucién
de 100 mmol/l de bicarbonato amoénico. Estos extractos se liofilizaron y
resuspendieron en TFA al 0.1%. Los péptidos se purificaron usando puntas

mmol-18 Zip (Millipore).
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Para la EM se mezclé 1 pl de los extractos purificados con 1 ul de matriz de a-
ciano 4-hidroxi-trans-cindmico (Sigma) en acetonitrilo al 50%. Un microlitro
de esta mezcla se cargd en una placa de MALDI (Pro MS MALDI Genomic
Solutions, del inglés Matriz-Assisted Laser Desorption/lonization) y se dejo

secar al aire a temperatura ambiente.

Los espectrometros de masas utilizados en el andlisis de proteinas o
péptidos pueden ser divididos basicamente en dos partes: la fuente de iones y
el detector. La fuente de ionizacion MALDI se asocia a un analizador de tiempo
de vuelo (TOF-Time of Flight) en el que los iones se separan en funcién de su
relacibn masa/carga tras ser acelerados en un campo eléctrico o a un
analizador TOF/TOF que proporciona un mejor enfoque de los iones y, por
tanto, mayor resolucién y precision masicas. En el primer TOF los iones son
acelerados a bajo voltaje, favoreciendo la fragmentaciéon metaestable. Mediante
un pulsador se selecciona un determinado ion padre y sus iones fragmento,
que son acelerados a un potencial mayor y separados en el segundo TOF.

La EM se realiz6 utilizando el aparato 4700 Proteomic Analyzer (Applied
Biosystem) y el andlisis se efectu6 en modo reflector positivo. Todos los
espectros de masas se calibraron usando una mezcla de calibradores estandar
(Applied Biosystem). Con el andlisis en modo MS obtuvimos un espectro de
masas denominado “huella peptidica” (Fig. 4.4), y algunos de los péptidos
observados se analizaron en modo MS/MS, como se ha publicado
anteriormente. El modo MS/MS obtiene espectros de fragmentacion de las 3-5

masas mayoritarias dentro de cada una de las huellas peptidicas. Los péptidos

73



con una relacién sefial-ruido mayor de 20 se consideraron en la base de datos
Mascot (MatrixScience, UK) para la identificacion de la proteina.

Para llevar a cabo dicha identificacion se utilizé la base de datos Mascot 1.9
(http://www.matrixscience.com) como algoritmo para comparar los péptidos

obtenidos por MS.

4700 MS/MS Precursor 1921.96 Spec#1[BP=549.3,908]
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Figura 4.4. Ejemplo de un espectro de masas obtenido mediante el analisis
por espectrometria de masas en tdndem. El eje de las ordenadas viene definido
por la relacién masa/carga de cada uno de los péptidos y por el porcentaje de
intensidad, que indica la cantidad relativa de iones que poseen esta relacién

carga/masa.

La base de datos Mascot (MatrixScience, UK) es una potente maquina de
busqueda para identificar proteinas de bases de datos primarias. Nos permitio
integrar todos los métodos de busqueda probados: la huella peptidica o los

fragmentos derivados del modo MS/MS.
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Tras analizar la mezcla de péptidos mediante MS obtuvimos un conjunto de
valores de masas moleculares que cruzamos con la base de datos Mascot. Para
cada entrada en la base de datos de proteinas la maquina simula la rotura de
los enlaces especifica de la tripsina utilizada en la digestién de las proteinas,
calcula las masas de los péptidos previstos y compara el conjunto de valores de
masas calculadas con los obtenidos de forma experimental. Para realizar la
busqueda se introdujo el espectro y después de un corto periodo de tiempo se

recibieron los resultados.

4.4. WESTERN BLOT. DOT BLOT

Se analizé mediante Western blot (WB) la expresién de receptores ET-A y
ET-B y la expresién plasmatica de ET-1 mediane dot blot, como se detalla a
continuacién.

El WB es una técnica analitica usada para detectar proteinas especificas en
una muestra determinada, como puede ser una mezcla compleja de proteinas
(un extracto tisular). Mediante la electroforesis en gel se separan las proteinas
atendiendo al peso molecular. Posteriormente las proteinas son transferidas a
una membrana adsorbente (tipicamente de nitrocelulosa o de PVDF) para
poder buscar la proteina de interés con anticuerpos especificos contra ella.
Finalmente, se detecta la unién antigeno-anticuerpo por quimioluminescencia.
De esta forma se puede estudiar la presencia de la proteina en el extracto y
analizar su cantidad relativa respecto a otras proteinas. La técnica dot blot es

similar a la WB excepto por el hecho de que las proteinas se identifican
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mediante complejos antigeno-anticuerpo con quimioluminescencia sin haber

separado previamente las proteinas mediante electroforesis.

4.4.1. Material empleado

* Papel de filtro

¢ Tampo6n Laemmli (1x)

* SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfato PolyAcrylamide Gel Eletrophoresis) al
15%

* PBS para lavado

* Acido bicinconinico (BCA)

* Azul de Coomasie

* Membrana de nitrocelulosa de polifluoruro de vinilideno (PVDF)
* Albtumina de suero bovino (BSA)

¢ Tampo6n TBS-T (Tris-Buffered Saline Tween 20)

* Anticuerpos primarios

* Anticuerpos secundarios

* Kit ECL plus (Amersham, cod. RPN 2132)

* Marcadores de peso molecular (Sigma®-Aldrich, St Louis, MI, USA)

4.4.2. Preparacion de las muestras

Los tejidos homogeneizados se solubilizaron en el tampén Laemmli, que
contiene 2- mercaptoetanol. El tampon Laemmli esta especialmente formulado

para la preparaciéon de muestras proteicas en los geles de poliacrilamida. La
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formulacion de dicho tampén es la siguiente, con un pH de 6.8,

aproximadamente:

* SDS (Sodium Dodecyl Sulfate)......c.cuwenes 4%
L €1 1T67=) o ) OO 20%
e 2-mercaptoetanol......eeenerneeneeneens 10%
* Azul de bromofenol........oreeneeens 0.004%
¢ M TriS-HClorereeeeeeeeerenennee 125 mM

El agente detergente SDS dota a todas las proteinas de carga positiva en un
intervalo regular, confiriendo a cada proteina la misma carga negativa total. De
esta manera podemos separar las proteinas por su tamafio y no por su carga. El
SDS también desnaturaliza las proteinas y sus subunidades para ayudar a la
separacion en base al tamafio y no a la forma. Al afiadir glicerol en el tampoén se
incrementa la densidad, consiguiendo que la muestra descienda hasta el fondo
y minimizando, por tanto, pérdidas de proteina en el tampén. El 2-
mercaptoetanol se utiliza para reducir los enlaces disulfuro intra e
intermoleculares y permitir una adecuada separacién no por forma sino por
tamarfio. A su vez, el azul de bromofenol sirve como indicador de la muestra de
proteinas, haciendo mas facil su visualizaciéon. El Tris, es un componente
habitual de los tampones y representa la abreviaciéon del compuesto organico
conocido como tris (hidroximetil) aminometano, con la férmula
(HOCH2)3CNHZ2. Posee una constante de disociacion (pKa) de 8.07 a 252C, lo

que implica que dicho tampén va a tener una gran efectividad para mantener
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un determinado rango de pH y asi simularemos las condiciones fisiolégicas del

cuerpo humano.

4.4.3. Electroforesis en gel

Las proteinas se separaron en geles desnaturalizantes de poliacrilamida o
SDS-PAGE al 15% (w/v). En cada pocillo se cargd la misma cantidad de
proteina (20 ug/pocillo), calculado mediante la reaccién colorimétrica basada
en la reaccién del BCA (Pierce) (Véase apartado 4.2.1.3 Primera dimension).
Para asegurarnos de que cargabamos la misma cantidad de proteinas en el gel,
se elabord otro gel paralelo con muestras idénticas que posteriormente se tifié
con azul de Coomassie (colorante derivado del fenilmetano,

C47H49N3Na07S2). La solucién de tincion contenia los siguientes

componentes:

*  Azul de COOMASSIE....cueveenvereerererereerrinsinsenns 05g
. Metanol.. s 250 ml
©  ACIAO ACALICO.mreerrerreeesseeeeessseeesessesesessseeees 50 ml

* Agua destilada hasta 500 ml.

Tras dos horas en contacto con la solucion se procedi6 a destefiir la membrana

con acido acético y metanol.

Transferencia y bloqueo de las proteinas

La transferencia de proteinas o blotting consiste en la inmovilizacién de
dichas proteinas sobre membranas sintéticas para, a continuacidén, detectarlas

mediante sistemas de tincién. En la técnica WB, después de la separacién
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mediante electroforesis en geles de poliacrilamida, se transfieren mediante la

aplicacion de un campo eléctrico perpendicular al gel.

Cualquier procedimiento de blotting consta de 5 etapas:

1. Inmovilizaciéon de las proteinas sobre la membrana mediante trasferencia
electroforética.

2. Saturacién de todos los lugares de unién de proteinas de la membrana no
ocupados con BSA, para evitar la unién no especifica de anticuerpos, que son
proteinas.

3. Incubacién del blot con anticuerpos primarios contra la/s proteina/s de
interés.

4. Incubacion del blot con anticuerpos secundarios, que actiian de ligando del
anticuerpo primario unidos a enzimas u otros marcadores.

5. Incubacién con los sustratos apropiados en aquellas bandas de proteinas
marcadas con enzimas para formar productos coloreados insolubles en el

lugar donde se encuentran las bandas de proteina.

El trabajo con proteinas fijadas sobre una membrana, en lugar de gel, tiene
una serie de ventajas: son mas rapidas de tefiir y destefiir, se detectan
cantidades menores de proteinas (pues se concentran en la superficie) y no se
diluyen en todo el espesor del gel. Ademas, las membranas son mas faciles de

manipular que el propio gel.

Las proteinas fueron transferidas por electrotransferencia semihiimeda
desde el gel de poliacriamida a una membrana de nitrocelulosa (Immobilion-

P®, Millipore), para lo que se utiliz6 un tampdn de transferencia (250 mM de
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glicina, 15% de metanol, 25 mM de Tris y agua destilada). Las membranas de
tipo Immobilion®-P presentan una gran adsorcién a las proteinas, por lo que
se evita la perdida de las mismas durante la transferencia. Su estructura es de
poro abierto, lo que facilita el acceso a las proteinas unidas o eliminar las que
no lo han hecho. Los poros tienen un diametro de 0.45 um, por lo que pueden
utilizarse en la mayoria de los WB, especialmente para proteinas de > 20 kD
(Fig. 4.5). Se sometieron a 20 V durante una hora. Posteriormente, las

membranas de nitrocelulosa fueron lavadas con metanol seguido de un tampoén

neutro (PBS), depositandose sobre el papel de filtro.

Figura 4.5. Imagen de una membrana de nitrocelulosa (Immobilion-P®,

Millipore).

Dado que la membrana necesita poder unirse a proteinas de forma
inespecifica, dichas membranas fueron bloqueadas (se bloquearon los lugares
de unién que quedaron libres tras la transferencia) durante toda la noche a 4
2C con un 5% (w/v) con BSA. En caso contrario, los anticuerpos empleados en
la deteccién, de naturaleza proteica, podrian unirse a ellos dificultando la
distincion del complejo antigeno-anticuerpo que se forma con la proteina que

se busca.

80



Deteccion de proteinas

Tras el bloqueo, las membranas fueron incubadas durante 12 horas a 4°C (o
2 horas a temperatura ambiente) con anticuerpos monoclonales especificos
unidos a una enzima que, en presencia de su sustrato, catalizé una reaccién
colorimétrica, haciendo patente la unién con el antigeno (la proteina) y su

localizacion.

Las membranas se lavaron con PBS al 0.5% de Tween (tres veces durante 5
minutos) para eliminar el anticuerpo primario no unido y, después, fueron
incubadas con anticuerpos secundarios durante una hora a temperatura
ambiente, que reconocian de forma especifica una regién concreta del

anticuerpo primario. (Fig. 4.6).

NH

+HO
NH
( hv
Anticuerpo N\ o =428 nm
PR primario - N/
. *HO*N,
4 7 4 "
!—.‘—4’ - ‘. ) .
; - NH, O
. i i Reaccion
NECUSIPO SoCERaIo quimioluminiscente
unido a HRP

Antigeno

Figura 4.6. Deteccién de proteinas mediante la técnica Western Blot. HRP:

peroxidasa de rabano.

Analisis
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Las proteinas se detectaron por quimioluminiscencia mejorada y se
evaluaron por densitometria. Para la deteccion de proteinas por
quimioluminiscencia se utilizé el sistema ECL® (Amersham Biosciences),
previo lavado con PBS. Consiste en un sustrato Lumigen® PS-3 que es
convertido en un éster de acridinio cuando es catalizado por la peroxidasa de
rabano. El éster reacciona con el peréxido en condiciones alcalinas y emite luz.
El kit incluye la Solucién A (sustrato que contiene el tampdn Tris) y la Solucién
B (sustrato del acridinio con dioxano y etanol). Las dos soluciones se mezclan

en una proporcion 40:1 (Fig. 4.7).

Figura 4.7. Esquema del proceso quimico de la quimioluminiscencia.

Inmediatamente después de la oxidacion se ley6 a 428 nm, con un maximo

de emisién entre 15 y 20 minutos después de iniciada la reaccién.

Para la quimioluminiscencia se requirié la incubacién de las membranas con
el sustrato (ECL o luminol), para la posterior emisién de luminiscencia al ser
expuesto al reporter que trae unido el anticuerpo secundario. La luz emitida

fue captada por una camara CCD, que tomé una imagen digital del WB.
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La imagen se analizé por densitometria para evaluar la cantidad relativa de
mancha y cuantificar el resultado en términos de densidad 6ptica (Quantity
One®, Laboratorios Bio-Rad). Dicho software permite la adquisicion,
cuantificaciéon y andlisis de gran variedad de datos, incluyendo muestras
tefiidas adquiridas mediante sistemas de geles. Las imagenes fueron

configuradas, marcadas y, posteriormente, editadas.

Se utilizaron marcadores de peso molecular (Sigma-Aldrich, St Louis, MI, USA)
para el cilculo de la masa molecular, para monitorizar el progreso en la
electroforesis y como control positivo para el andlisis. Existe una gran variedad

de marcadores de peso molecular para numerosas proteinas.

4.4. ELISA.

ELISA (acrénimo del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, ‘Ensayo
por Inmunoabsorcién Ligado a Enzimas’) es una técnica de inmunoensayo en
cual un antigeno inmovilizado se detecta mediante un anticuerpo enlazado a
una enzima capaz de generar un producto detectable como cambio de color. La
aparicion de colorantes permite medir indirectamente mediante
espectrofotometria el antigeno en la muestra. En el presente estudio se ha

empleado para determinar los niveles plasmaticos de interleukinas.

Los lectores ELISA son espectrofotémetros capaces de realizar lecturas
seriadas de cada uno de los pocillos de la placa ELISA. A diferencia de un
espectrofotometro convencional, con capacidad de leer todas las longitudes de

onda del ultravioleta y el visible de manera continua, los lectores de ELISA

83



disponen de sistemas de filtros que s6lo permiten la lectura de una o pocas
longitudes de onda; son la que se corresponden con las necesarias para

determinar la densidad 6ptica de los cromégenos mas comdinmente utilizados.

Tl oo |
TN .
Q"G‘fﬁ 0.8 f @)
8 X »
0’.0.6 088 ( §

Figura 4.8. Técnica de ELISA y microplaca de pocillos con identificacion de la

proteina problema.

Las cuatro fases de un ensayo ELISA son las siguientes:

e Conjugacion del anticuerpo o del antigeno con una enzima (peroxidasa,
fosfatasa alcalina...). El anticuerpo conjugado a la enzima se emplea en los
ensayos directos e indirectos, sandwich, etc. El antigeno marcado se emplea
en ensayos de competicion de antigeno. Dicha unién anticuerpo-enzima o
antigeno-enzima ha de producirse durante un determinado periodo de
tiempo en aras de producir una solucién coloreada y que pueda ser valorada

visualmente o cuantificada por medio de un espectrofotémetro

84



(normalmente a una longitud de onda de 414 nm).

Union del antigeno (o del anticuerpo) a los pocillos. La union de
anticuerpos o antigenos se realiza con facilidad a la superficie de plasticos
tratados que tienen gran afinidad por proteinas. Asi, el procedimiento de
recubrimiento de los pocillos debe realizarse cuidadosamente. Si se usa
mucho antigeno, se pueden obtener falsos positivos. Por el contrario, si se

usa poco antigeno, el exceso dara lugar a una reaccion falsa negativa.

Formacion de una o mas capas de inmunocomplejos. En el caso del
antigeno unido a la placa, se puede detectar mediante un anticuerpo anti-
antigeno marcado (ELISA directo) o empleando un anticuerpo primario
anti-antigeno y un secundario anti-primario marcado (ELISA indirecto).
Este segundo método permite la amplificaciéon de la sefial al poderse unir
uno o mas anticuerpos secundarios a cada anticuerpo primario. En el caso
del anticuerpo unido a la placa, se incuba con una mezcla de antigeno y
antigeno marcado. Se ensayan diferentes relaciones de antigeno frio frente a
una cantidad fija de antigeno marcado. Es el ensayo de competicién del
antigeno. En esta etapa es muy importante controlar los factores tiempo y
temperatura de incubacién para evitar la aparicién de falsos negativos. En el
caso del tiempo, si es inferior a 15 minutos, no ocurrird la interaccion
antigeno-anticuerpo y el color no sera evidente al final del ensayo, dando un
falso negativo. Por su parte, si la temperatura de incubacién es muy baja, la
formaciéon del complejo antigeno-anticuerpo tampoco se completara en el
tiempo establecido, mientras que si es muy alta, las proteinas (antigeno y

anticuerpo) se desnaturalizan y, por tanto, disminuyen su capacidad para
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interaccionar, dando igualmente falsos negativos.

Revelado de la reacciéon enzimatica. Después de un lavado para eliminar
todas las moléculas marcadas no fijadas en forma de inmunocomplejos, se
afiade el sustrato enzimdatico en solucién. Se deja reaccionar y se lee la

densidad 6ptica mediante espectrofotometria.
4.5. KIT DE NITRATOS-NITRITOS.

La capacidad de liberacién de 6xido nitrico se ha realizado mediante Kkits de
Nitratos-Nitritos. La medida directa del NO es dificil debido a las propiedades

quimicas reactivas y a su corta vida media.

La concentracion de 6xido nitrico fue medida indirectamente a través de la
concentracién de nitritos (un producto de la degradacién del NO). Esta fue
determinada con el kit de ensayo colorimétrico de Griess, reactivo no
enzimdtico para 6xido nitrico de Oxford Biomedical Research que utiliza el

cadmio (Cd) para la conversion de nitrato en nitrito.

» Nitrate

Nitric Oxide Nitrate Reductase

P Nitrite

» Assay using
Griess Reagent

Figura 4.9. Determinacion indirecta de NO.
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5. ESTUDIO ESTADISTICO

Los datos densitométricos, tanto protedmicos como de los WB, se expresaron
en unidades arbitrarias de densitometria (UAD), que son valores relativos de
una unidad de medida mostrando el ratio de una determinada cantidad de
sustancia, intensidad u otras cantidades respecto a un valor de referencia. El
valor de referencia se establece en el laboratorio y sirve como referencia a
multiples medidas realizadas en un entorno similar. Dado que las UAD
expresan el ratio entre una medida y la referencia, son cantidades

adimensionales.

Los resultados se expresaron como media + desviacién estandar. El estudio
estadistico se realiz6 con el programa SPSS version 20.0 (SPSS Inc., CA, USA).

Se considero estadisticamente significativo un valor de p < 0.05.

Los test estadisticos empleados han sido el test de Wilcoxon cuando se han
analizado variables cuantitativas en grupos relacionadas, el test de Kruskal-
Wallis para analizar variables cuantitativas en grupos de mdas de dos
catergorias, el test de Chi-cuadrado cuando las variables analizadas han sido

cualitativas.

87



RESULTADOS
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6. RESULTADOS

Se han incluido un total de 45 sujetos, 15 en cada grupo de controles no
diabéticos, 15 en el grupo de diabéticos con claudicacién intermitente y 15 en el

grupo de pacientes que presentaron lesiones troficas.

6.1 Caracteristicas demograficas.

Las caracteristicas demogrdficas se recogen en las tablas 6.1 Y 6.2.

Sexo varén

Tabaco

DM

HTA

Estatinas

ARAII/IECA

100

40

33

11,4

22,3

73 76 0.09

100

100

86,4

100

40

80

100

88,3

76

35

0.001

0.000

0.004

0.000

0.66

Tabla 6.1. Caracteristicas demograficas. Variables cualitativas.

89



Edad 71(59-83) 65 (59-78) 73 (57-88)
Glucosa 96 (79-128) 140 (116-228) 123 (104-168) 0.13
col-Total 157 (110-298) 184 (164-215) 149 (120-167) 0.07
col-HDL 44 (39-57) 55 (42-68) 38 (30-49) 0.004
col-LDL 86 (78-102) 108 (99-157) 72 (59-90) 0.01
PCR 0,6 (0,4-1,2) 3,8 (1,3-5,2) 5,3 (2,2-7,8) 0.018

Tabla 6.2. Caracteristicas demograficas (II). Variables cuantitativas.

Aunque no se han observado diferencias significativas en edad y sexo entre
controles y los grupos de pacientes claudicantes y con lesiones tréficas, si se han
observado una mayor frecuencia de factores de riesgo cardiovascular en los
grupos G2 y G3. La hipertension arterial, el tabaquismo y la hipercolesterolemia
han sido mas prevalentes en los dos grupos de pacientes con enfermedad arterial
periférica. No se han observado diferencia en la prevalencia de dichos factores de
riesgo entre los grupos de claudicantes y de lesiones troficas.

El grupo de claudicantes ha presentado los niveles elevados de colesterol y ha
sido asf mismo el que ha presentado un mayor consumo de estatinas, mientras que
sélo el 11,4% del grupo control recibia tratamiento con estatinas, alcanzando la
direrencias la significacion estadistica.

Se ha determinado la PCR como marcador inflamatorio, comprobandose que ha

sido mayor cuanto mdas avanzada se encontraba la enfermedad y a su vez, en
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ambos grupos de pacientes con enfermedad arterial periférica con respecto al

grupo control, alcanzando también la significacion estadistica.

6.2. Niveles de ET-1, IL-6, IL-10:

Se ha observado un mayor nivel de ET-1 en los pacientes claudicantes que en el

grupo control, presentando los niveles mas altos el grupo de lesiones troficas (G1:

1729 u.a, G2: 277,1 u.a.y G3: 367,3 u.a., p:0,01). Figura 6.1.

450
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350

300

250

200

150

100

Unidades arbitrarias

50

Controles Claudicacion Lesion trofica

N=15 N=15 N=15

Figura 6.1. Niveles de ET-1

También se han comprobado diferencias significativas en los niveles de la
interleukina proinflamatoria IL-6 (G1: 45,8 pg/ml, G2: 16.4 pg/ml y G3: 9,8 pg/ml,
p:0,02) pero no en los niveles de la interleukina antiinflamatoria IL-10 (G1: 447,6

pg/ml, G2: 428,8 pg/mly G3: 326,8 pg/ml, p: NS). Figura 6.2.y 6.3
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Figura 6.2. Niveles de IL-6
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Figura 6.3. Niveles de IL-10

La administracién de bosentan ha reducido la respuesta inflamatoria mediada
por IL-6 en el grupo control, efecto contrario al observado en el grupo lesiones

tréficas en el que ha aumentado la capacidad de liberacién de IL-6 (figura 6.4). La
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IL-10 no ha variado en ninguno de los grupos de tratamiento tras la administraciéon

de bosentan (figura 6.5).
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- -Bosentan
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p<0.05

p<0.05
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Figura 6.4. Niveles de IL-6 tras administraciéon de Bosentan.
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Figura 6.5. Niveles de IL-10 tras administracion de Bosentan
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6.3. Liberacion de 6xido nitrico (NO):

La capacidad de liberacion de NO se ha comprobado que estaba reducida de
forma basal en el grupo de lesiones tréficas con respecto al grupo control. En
ambos grupos la administracion de bosentdn ha aumentado la capacidad de
sintesis y liberacion de NO de forma que el grupo de lesiones troéficas tras la
administracion de bosentan presenta los mismos niveles de NO que el grupo

control de forma basal (figura 6.5).

70
¥
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50 p<0.05 p<0.05 Bl -Bosentan
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)
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Controles Lesion trofica
N=15 N=15

Figura 6.5. Liberacion de NO basal y tras administracion de bosentan.

6.4. Expresion de receptores ET-Ay ET-B

Se ha observado que en ambos grupos de EAP existe un aumento de expresion
de los receptores ET-A y ET-B en leucocitos, con respecto al grupo control. Este
aumento ha sido mayor en el grupo de lesiones troéficas, tanto para los receptores

ET-A y ET-B. Cuando se analizado la ratio entre receptores ET-A/ET-B se ha
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comprobado que es menor de 1 en el grupo control, lo que indica que este grupo

son mas numerosos los receptores ET-B. La ratio se ha invertido en el grupo de

EAP, de forma que en el grupo de lesiones tréficas es 3 veces mas frecuente la

expresion de ET-A que ET-B.

Control
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4424,3 8982,67 10916,0 p<0.05
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DISCUSION
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7. DISCUSION

El sistema endotelina consiste en 3 péptidos de 21 aminoacidos (ET-1, ET-2 and
ET-3). ET-1 es la forma predominante en los vasos y ha demostrado jugar un papel

esencial en la fisiopatologia cardiovascular.

ET-1 tiene afinidad por dos tipos diferentes de receptores ET-A y ET-B. Ambos
receptores estan expresados en las células musculares lisas vasculares y su accién
media la vasoconstriccion. El receptor ET-B esta también expresado en las células
endoteliales y su activacion media la vasodilataciéon. También estd implicado en el

aclaramiento de la ET-circulante (Jandeleit-Dahm 2000).

El papel de la ET-1 como factor implicado en el desarrollo de la EAP es poco
conocido, si bien se sabe que su accién es fundamentalmente paracrina y
dependiente del tipo de receptor ET-A y ET-B sobre el que actte.

En el sistema vascular, la endotelina via activaciéon de los receptores ET-A,
ejerce un tono basal vasoconstrictor y contribuye al desarrollo de la enfermedad
vascular en la arteriosclerosis y en la hipertension (Schiffrin 1999; Barton 2000).
La obesidad, que se asocia frecuentemente a la hipertension, es una condicién que
se encuentra frecuentemente junto a diabetes y resistencia a la insulina,
interviniendo en la activacién del sistema renina-angiotensina-aldosterona
(Barton et al. 2003). Estudios recientes sugieren que la proteinuria en los
diabéticos estd directamente asociada con la activaciéon de la ET-1 (Zanatta et al.
2008) a través de los receptores ET-A.

En las células endoteliales la mayoria de los receptores de ET-1 con receptores
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ET-B los cuales parecen estar implicados en la liberacién de vasodilatadores como
las prostaglandinas y el NO (Rodriguez-Pascual). Este aspecto ha sido confirmado
recientemente en modelos de ratones en los que el endotelio no expresa ET-B
(Bagnall 2006, Kelland 2010). Estos estudios demuestran que la pérdida selectiva
de los receptores ET-B resultan en una exagerada respuesta hipertensiva a la
hipoxia resultado de la producciéon reducida de vasodilatadores. Los niveles
circulantes de ET-1 estdn aumentados en este modelo de ratones, lo que

demuestra que los receptores ET-B estan implicados en el aclaramiento de ET-1.

La relacion entre la formacion de la placa de ateroma y la ET-1 ha sido
ampliamente demostrada. Niveles elevados de ET-1 se han encontrado el placas de
ateroma, correlacionando con la severidad de la enfermedad (Rossi 1999, Lerman

2001).

Esto también ha sido demostrado en modelos animales en los que niveles elevados
de ET-1 inducen la expresion de genes implicados en el metabolismo lipidico y en
la formacién de la placa de ateroma (Simeone 2011). La formacién de dicha placa
de ateroma puede revertirse en estos modelos animales mediante la
administraciéon de bloqueantes de receptores de ET-A y ET-A/ET-B (Barton 1998,

Best 1999).

Debido al aumento de la actividad del sistema endotelina en la diabetes
mellitus hemos elegido para el presente estudio a pacientes diabéticos con EAP,
claudicantes y con lesiones troficas, comparandolos con sujetos no diabéticos
libres de la enfermedad. De esta forma pretendemos evaluar el sistema ET-1 en la
diabetes mellitus y en las diferentes fases de la arteriopatia periférica.

Ha sido demostrado (Cardillo 2002) que el bloqueo de los receptores de ET-A
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produce vasodilatacion en pacientes diabéticos pero no en controles sanos, lo que
sugiere que la actividad vasoconstrictora ET-A dependiente esta aumentada en la

diabetes.

Diferentes mecanismos podrian estar implicados en este aumento de la
respuesta presora ET-A dependiente, como un aumento de la biodisponibilidad de
ET-1 por el receptor ET-A o un aumento de la susceptibilidad vascular a los efectos
vasoconstrictores de la ET-1 que podria estar relacionada con un incremento en la

producciéon de ET-1.

En la DM por tanto parece existe un tono vasomotor mediado por ET-1 lo que
se pone de manifiesto al administrar antagonista ET-A intrarterial. En el sano no
modifica el flujo sanguineo, si bien en DM existe un aumento del flujo sanguineo

tras la administracién de dicho antagonista (Cardillo 2002).

El desencadenante inicial por el que los niveles elevados de glucosa alteran la
funcién vascular es el disbalance entre la biodisponibilidad de NO y la acumulacién
de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Creager 2003). De hecho, la generacion de
anion superoéxido (02) inducido por la hipeglucemia inactiva NO para formar
peroxinitratos (ONOO2), un potente oxidante que penetra facilmente en las
membranas fosfolipidicas. La nitrosilacién proteica inhibe la accién de proteinas
endoteliales como la eNOS (Hink 2001). Estos procesos son muy importantes ya
que la reduccién de biodisponibilidad del NO se ha asociado como un potente

predictor de eventos adversos cardiovasculares (Lerman 2005).

La sobreproduccién de ROS por la mitocondria es considerada como el nexo de

unién entre los niveles elevados de glucosa y la mayoria de los mecanismos
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implicados en el dafio vascular que se produce en la diabetes (Nisikawa 2000).

La hiperglucemia induce una elevacién crénica de diacilgligerol en las células
endoteliales con la subsecuente translocaciéon en membrana de las formas
habituales de PCK (protein-kinasa C) (a, 1 y $2) a isoformas no convencionales
(8). Una vez activada la PKC, es responsable de diferentes cambios estructurales y
funcionales en el lecho vascular, incluyendo alteraciones en la permeabilidad,
inflamacién, angiogénesis, crecimiento celular, expansion de la matriz extracelular
y apoptosis (Geraldes 2010). Una importante consecuencia de la activacién de la
PKC es la generacién de ROS. PKC afecta a la biodisponibilidad de NO de dos
formas. Por una parte, mediante la acumulacién intracelular de PKC y por otra

mediante el descenso en la actividad eNOS (Du 2001).

En nuestro estudio hemos comprobado como la liberacion de 02 esta
claramente reducida en el grupo de pacientes con lesiones troéficas, con respecto al
grupo de controles. Esto es congruente con lo anteriormente expuesto en
diferentes estudios y podria estar relacionado con una sobreproducciéon de ROS
que inhibirfa la accién de la proteina endotelial eNOS en pacientes con isquemia

critica.

El antagonista ET-A/ET-B bosentan ha demostrado en nuestro estudio un
aumento de la capacidad de sintesis y liberacién de NO tanto en los controles no
diabéticos como en los pacientes con lesiones troéficas, casi hasta triplicar los
niveles basales de NO. Esto podria deberse a un capacidad de bloqueo mayor para

los receptores ET-A que ET-B, resultando en un aumento de la actividad eNOS.

Algunas lineas de investigacion sugieren que el sistema endotelina puede
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contribuir al desarrollo de la enfermedad vascular en la diabetes. Los niveles de
ET-1 estan elevadas en los pacientes diabéticos (Takahashi 1990). Asi mismo, se ha
comprobado una correlacion entre niveles de ET-1 y la presencia de
complicaciones de la diabetes, como microalbuminuria y retinopatia (Haak 1992).
En modelos animales también se ha comprobado un incremento de la ET-1 en la

diabetes (Harris 2005).

El efecto de la ET-1 es complejo en la diabetes mellitus. En estudios realizados
en modelos de ratas con diabetes tipo II [Alabadi 2004] se ha comprobado una
hipersensibilidad a la accién de la ET-1 en arteria basilar junto con una reduccién
de la capacidad vasodilatadora. El bloqueo ET-A en estos animales restauré la
capacidad de vasorrelajacion. Este mismo grupo observé el efecto paradégico de
los receptores ET-B, de forma que en la diabetes existe un aumento de la
expresion de estos receptores en las células de musculo liso condicionando una
respuesta paradéjicamente presora. Este efecto dual de los receptores ET-B pudo

bloquearse con el bloqueante de los receptores ET-A y ET-B, bosentan.

También se ha comprobado la implicacion de la ET-1 en el remodelado
vascular observado en la diabetes. ET-1 estd asociada con el desarrollo de la placa
de ateroma via estimulacion del crecimiento de células musculares lisas, migraciéon
celular, remodelado de la matriz extracelular y aumento de la expresién de

factores de crecimiento (Rodriguez-Vita 2005).

Se ha observado que en pacientes diabéticos la acciéon de los ET-B estaria
alterada de forma que su sobreexpresion en las células musculares lisas de la
pared arterial tendria unos efectos similares de vasoconstriccion a los receptores

ET-A (Ergul 2011), por lo que en pacientes diabéticos el bloqueo ET-A y ET-B
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podria tener efectos mas beneficiosos que el bloqueo ET-A aislado. Basado en este
efecto paraddjico de los receptores ET-B en la diabetes, hemos querido estudiar el
efecto del bloqueante bosentdn, antagonista de los receptores ET-A y ET-B.
Algunos estudios sugieren que la endotelina puede contribuir a la resistencia a la
insulina y a la disfuncién vascular. In vitro, la exposicién celular mantenida a ET-1
induce resistencia a la insulina (Ishibashi 2001, Jiang 1999). En estudios in vivo
con ratas, la inyeccién intraperitoneal de ET-1 se ha comprobado que induce un
aumento de la glucosa endégena y de los niveles de insulina, asi como un descenso
de la respuesta a la insulina (Juan 1996). En este sentido, la ET-1 administrada en
humanos induce resistencia a la insulina (sindrome euglucemia-hiperinsulinemia)

(Ottosson-Seeberger 1997).

En los estadios iniciales, el disbalance entre el aumento de vasoconstrictores
como la ET-1 y la disminucién de la actividad de NO debida a estrés oxidativo de la
hiperglucemia, resultan en una disminucién de la relajacién vascular. Esta
situacion croénica finalmente condiciona dafio estructural, trombosis y el depoésito
de plaquetas en la pared vascular (Kalani 2008, Lam 2001). En nuestro estudio
hemos comprobado que bosentan ha invertido este desequilibrio ET-1/NO, lo que
podria tener consecuencias favorables para los pacientes diabéticos con EAP. La
ET-1 no sélo actda como vasoconstrictor, si no que ademdas estimula la
proliferaciéon de células musculares lisas vasculares, promueve la fibrosis y la
inflamacién. Este efecto pro-inflamatorio de la ET-1 sin embargo no se ha asociado
en este trabajo a un aumento de IL-6 en los pacientes diabéticos, aunque si han
presentado mayores niveles de PCR en las formas mdas avanzadas de la

enfermedad. Hemos interpretado que la capacidad de liberar IL-6 tras la
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administraciéon de bosentan en los pacientes con lesiones tréficas podria reflejar la
recuperacién de la viabilidad de células biolégicamente inactivas en los pacientes

con formas mas avanzadas de EAP.

También hemos estudiado los niveles de la inteleukina anti-intiinflamatoria IL-
10 en los 3 grupos de pacientes, no observandose diferencias significativas entre
los grupos. La administracién de bosentdn tampoco se acompafié de diferente
expresion de IL-10 en ninguno de los pacientes. En estudios realizados en
pacientes con esclerodermia y ulceras digitales ya se han publicado resultados
similares en los que los niveles de IL-10 son independientes de bosentan (Bellisai

2011).

Algunas evidencias que sugieren que la ET-1 estd implicada en Ila
arteriosclerosis incluyen los niveles elevados de ET-1 en pacientes con
arteriosclerosis sintomatica como la cardiopatia isquémica y el ictus (Yasuda 1990,
Alioglu 2002). Ademas, se ha comprobado que los niveles de ET-1 correlacionan
positivamente con el nimero de sectores afectos (Lerman 1991). Con respecto a la
EAP, niveles elevados de ET-1 se han observado en la arteriopatia periférica, tanto
en claudicantes como en pacientes con isquemia critica (Mangiafico 1999, de Haro
2010). En el estudio de de Haro se comprobé un aumento de la ET-1
fundamentalmente en el grupo de claudicantes, lo que explic6 como un
agotamiento del endotelio en el grupo de lesiones troéficas. Sin embargo, en nuestro
estudio como en otros (Mangiafico 1999), los claudicantes han presentado una
menor actividad ET-1 que el grupo lesiones troéficas, lo que nos hace pensar que la
ET-1 puede ser un marcador de severidad y mal prondstico cardiovascular. En este

sentido se ha demostrado que niveles elevados de ET-1 se han asociado con un
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mayor riesgo de mortalidad cardiovascular (Newton 2005).

Se ha comprobado una correlaciéon entre los niveles de ET-1 y el nimero de

territorios vasculares afectados (coronario, ECV y EAP) (Lerman 1991).

La activacion de la ET-1 se produce por factores de riesgo cardiovascular como
la DM, la HTA y la hiperlipidemia (d’Uscio 2000). Este aumento de ET-1 produce
un efecto antagonista sobre el NO, contribuyendo a la disfuncién endotelial, que a
su vez promueve la adhesion leucocitaria, y la migracién celular originando la
placa de ateroma (Bohm 2002). Esta placa a su vez es fuente de mas ET-1,

perpetuando asi el dafio endotelial.

En las placas de ateroma humanas se ha comprobado una mayor sintesis y
liberacién de ET-1 asi como un mayor uniéon de ET-1 con receptores ET-A y ET-B
(Rossi 1999). En arterias femorales enfermas obtenidas de pacientes con isquemia
critica se ha observado un aumento de la uniéon ET-1 con ET-A y ET-B en las células

musculares lisas de la capa media (Dashwood 2011).

ET-1 podria estar implicada en el tono vasomotor que se observa en la edad
avanzada. Se ha comprobado que en adultos jévenes, la infusién de ET-1 se
acompafia de disminucién del flujo sanguineo (Wray 2007). Esta reduccion del
flujo se invierte cuando se administran antagonistas de los receptores de la
endotelina, si bien esta reduccion es atin mayores en adultos de edad avanzada que

en los jovenes.

Se han demostrado niveles elevados de ET-1 tanto en claudicantes como en
pacientes con isquemia critica (Mangiafico 1999). Este grupo también ha

demostrado que los pacientes con isquemia critica presentan niveles de ET-1 que
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los pacientes claudicantes, probablemente debido a una mayor activacién

mantenida del sitema ET-1 en las formas de enfermedad mas avanzadas.

Por otra parte, de Haro Miralles et al (de Haro 2010), si bien han demostrado
niveles mas elevados de ET-1 en pacientes con EAP que en controles, comprobaron
niveles de ET-1 mayores en claudicantes que en isquemia critica, lo que podria
implicar un dafio endotelial avanzado y por tanto una menor capacidad de

liberacién de ET-1.

Parece que la activacion del sistema endotelina podria ser sistémico debido a la
afectaciéon arterial, a veces asintomadtica, en otros territorios vasculares. En este
sentido Newton et al. comprobaron que los niveles elevados de ET-1 observados
en pacientes con isquemia critica se mantenian elevados después de la amputacién
(Newton 2008). Apoyaria la teoria de una activacion sistémicas del sistema ET-1 el
hecho de que los pacientes con niveles mas altos de ET-1 presentaron una mayor

mortalidad cardiovascular.

La ET-1 también estd implicada en el dafio observado en la microangiopatia. En
musculo de pacientes con isquemia critica se ha comprobado un aumento de la
expresion de ET-1 asi como de la unién ET-1 con los receptores ET-Ay ET-B en la
microcirculacién tisular (Tsui 2003). La participacién de la ET-1 en la
microangiopatia se ha demostrado en pacientes DM en los que la administracién
del antagonista de ET-A mejoro6 la perfusion tisular comprobado el los capilares del
lecho subungueal (Settergren 2008). Ademas, en pacientes con isquemia critica la
infusién del antagonista de ET-A BQ123 aument6 la tensién transcutdnea de
oxigeno en el pie, lo que indicaba un incremento en la perfusion tisular local

(Kalani 2008).
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Pocos afios después del descubrimiento de la endotelina fueron clonados los
receptores de ET-1 y los bloqueantes selectivos de dichos receptores (Arai et al.
1990; Eguchi et al. 1992). En humanos, el efecto del bloqueo del receptor ET-A a
nivel de la microcirculacién ha sido estudiado en pacientes con diabetes tipo 2. La
infusién de bloqueantes de los receptores ET-A, mejoraron la microcirculacion a
nivel de la piel (Settergren 2008). Este grupo demostré en pacientes con isquemia
critica no revascularizable, que la infusiéon de bloqueantes ET-A, se asocié a un
aumento de la tension transcutanea de oxigeno y de la presion en el pie (Kalani
2008). En este sentido pensamos que la administracién de bosentan a través del
bloqueo ET-A y ET-B podria frenar e incluso revertir la accién de la ET-1, lo que
podria acompanarse de un mejor prondstico para los pacientes con EAP incluso en

fases avanzadas.

La disfunciéon endotelial, término que define un status de menor reactividad
vascular acompafiado de inflamacién y trombosis, frecuentemente precede a las
manifestaciones de diferentes enfermedades cardiovasculares como la
arteriosclerosis. En estos pacientes se han observados niveles elevados de ET-1
que podrian estar implicados en la disfunciéon endotelial (Lerman 1991, Ferri
1997). Si esta accion esta mediada por los receptores ET-A o ET-B no es del todo
claro. Bloqueantes duales de ET-A/ET-B como bosentan, son capaces de revertir el
dafio endotelial en modelos humanos y animales (Iglarz 2007). El teérico efecto
beneficioso de los receptores ET-B que se observa en sujetos sanos se pierde en
condiciones patolégicas lo que implica una alteraciéon de la expresiéon en estas

situaciones. (Bohm 2002, Verhaar 1998).

Una observacion comuin en modelos animales con arteriosclerosis es que el
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tratamiento crénico con bloqueantes de los receptores ET-A se asocia a
vasodilatacion mediada por NO (Barton 2000). Este aumento de la vasodilatacién

NO dependiente puede ser bloqueado por antagonistas ET-B (Verhaar et al. 1998).

En nuestro estudio se ha comprobado un aumento en la expresion de
receptores ET-A leucocitarios en los pacientes con EAP, fundamentalmente en los
que presentaban lesiones troéficas. Sin embargo, también se han expresado en
mayor medida los receptores ET-B en los pacientes con lesiones troéficas, como se
ha comprobado que ocurre en la diabetes en otros estudios como el de Ergul
(Ergul 2011). Hemos comprobado una ratio ET-A/ET-B menor de 1 en los
controles. Esta ratio sin embargo se ha invertido, fundamentalmente en los
pacientes con EAP, lo que parece justificar que el estado pro-trombdtico mediado

por ET-1 podria explicarse por una sobreexpresion ET-A.
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8. CONCLUSIONES

Los niveles de ET-1 plasmatica, mayores en los pacientes con EAP que en
el grupo control y a su vez mayores en el grupo de pacientes con lesiones
tréficas que en el grupo de claudicantes, podria indicar que la ET-1 juega
un papel importante en el desarrollo y en la progresién de la arteriopatia
periférica en los pacientes diabéticos.

2. Se ha observado que en las formas mas avanzadas de EAP existe un descenso
de la capacidad de respuesta inflamatoria expresada por una reduccién de los
niveles plasmaticos de IL-6, probablemente secundario al dafio vascular que
caracteriza a la EAP.

3.  En los pacientes con lesiones tréficas existe una disminucién de la sintesis y
liberacién de 6xido nitrico de forma que existe en estos pacientes un status
protrombdtico-vasconstrictor secundario al disbalance ET-1/NO.

4. El antagonista bosentan es capaz de recuperar la respuesta inflamatoria
(elevacién de IL-6) y vasodilatadora (elevacion de niveles de NO), en los
pacientes con EAP incluso en las fases mas avanzadas de la enfermedad.

5. Los pacientes con EAP, y sobre todo los que presentan lesiones tréficas,
presentan una sobreexpresion de ambos receptores de ET-1,
fundamentalmente de ET-A, lo que podria justificar que en el estado pro-
tromboético mediado por ET-1 parece explicarse por una sobreexpresiéon ET-

A.
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SUMMARY .
Introduction:

Endothelin is the strongest vasopressor molecule and longer acting (Hillier
et al 2001; Maguire and Davenport 2002), 100 times stronger than noradrenaline
(Yanagisawa et al 1988; Luscher and Barton 2000). Entothelin is released in
response to stress having a paracrine and autocrine action (Kedzierski and
Yanagisawa 2001) with different physiological actions.

The plasma concentration of ET-1 is extremely low in normal conditions ,
while the vessel wall locally is 100 times higher , which suggests a fundamentally
paracrine effect.

The ET-1 is the most biologically active isoform and accounts for
approximately 80% of total ET (Yanagisawa and Masaky 1989; Ergul 2011).

In the vascular system, via the activation of endothelin ET -A receptors,
exerts vasoconstricting basal tone and contributes to the development of vascular

The role of ET-B receptors in vascular regulation is more complex. For
example, the ET-B receptors located on the vascular endothelium mediates
vasodilation through the release of relaxing factors such as NO and prostacyclin
(PGI2). This receptor subtype may also determine vasoconstriction when the
receptors are located on smooth muscle cells, like ET-A receptor. This
phenomenon is observed in certain situations such as diabetes mellitus (Ergul
2011).

Therefore, any decrease in the activity of the ET- B receptors result in an
increased synthesis of endothelin ET-1, a decrease in its clearance, and decreased

production of NO and PGI-2, all resulting in a opposed activation of ET-A activity.
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However, the pathological situations such as diabetes, activation of the ET-B
receptors may condition opposite responses (Ergul 2011).

Objectives:

The main objectives of this thesis are:

1. To determinate in diabetic patients with claudication, diabetic patients with
trophic lesions and in non-diabetic controls:

« the level of expression of ET.

« plasma levels of nitric oxide metabolites (NO).

« the expression of molecules involved in inflammation (IL-6, IL-10).

2. To analyze how the antagonist bosentan modifies the inflammatory response
and the synthesis of the vasodilator molecule NO, in the same groups of
individuals.

3. Determine whether there are differences in the expression of ET-A and ET-B
receptors on leukocytes, in the same subjects.

Patients and methods:

In this thesis, there have been performed in vitro experiments in order to
study the differences in the expression of plasma proteins in diabetic patients with
peripheral arterial disease in different clinical stages (claudication and patients
with critical limb ischemia) compared with nondiabetic controls. We also studied
the expression of the ET -A and ET- B receptors on mononuclear cells in all 3
groups of patients in mononuclear cells incubated in vitro with the ET -A and ET- B
receptor blocker bosentan.

Patients: 3 groups of subjects were selected. Ambulatory diabetic patients with
intermittent claudication were selected at Vascular Surgery department. Patients

with critical ischemia (rest pain and / or trophic lesions) were selected Vascular
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Surgery Department. Finally, non-diabetic controls were selected from patients
with benign prostatic hiperplasia or inguinal hernia, in order to have a sample of
matched controls age and sex cases, without vascular disease.

Methods: We performed the following analytical techniques :

e Plasma levels of ET -1 expression : DOT - BLOT .

 Plasma concentrations of ILs : ELISA Kkits .

e Ability to release NO : nitrate + nitrite kit .

e Expression of ET -A and ET- B receptors : WESTERN - BLOT .

Statistical analysis: The densitometric data (DB and WB) were expressed in
arbitrary densitometric units (ADU) , which are relative values of a measurement
unit showing the ratio of a given amount of substance, intensity or other quantities
regarding a reference value.

Results are expressed as mean * standard deviation. Statistical analysis was
performed with SPSS version 20.0. Significant value of p < 0.05 was considered
statistically significant.

The statistical tests used were the Wilcoxon test when used quantitative variables
in related groups, the Kruskal -Wallis test to analyze quantitative variables in
groups of more than two Category Matches, the Chi-squared when the variables
analyzed were qualitative.

Results:

ET-1 levels, IL-6, IL-10:

There has been an increased level of ET -1 in patients with claudication than in the
control group , showing the trophic lesions group the highest levels ( G1: 172.9 au,

G2:277.1auand G3: 367.3 au, p: 0.01).
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Were also found significant differences in the levels of the proinflammatory
interleukin IL -6 ( G1: 45.8 pg / ml, G2:16.4 pg / mland G3: 9.8 pg / ml,p 0.02).
The administration of bosentan reduced inflammatory response mediated by IL -6
in controls. The opposite effect was observed in the trophic lesions group. We
observed an increase in the ability to release IL -6 in this group.

Release of nitric oxide (NO) :

The ability to release NO has been shown to be reduced at baseline in the group of
trophic lesions compared to the control group. In both groups the administration
of bosentan has increased the capacity of synthesis and release of NO so that the
group of trophic lesions after administration of bosentan has the same levels of NO
than the control group at baseline .

Expression of ET -A and ET- B receptors:

It has been observed that in both groups with PAD increased expression of ET-A
and ET-B receptors in leukocytes, compared to the control group . This increase
was greater in the group of trophic lesions for both ET -A and ET- B receptors.
When the ratio ET-A/ET-B receptors is analyzed, it has been proved to be less than
1 in the control group, indicating that in this group the ET-B receptors are more
frecuent. The ratio has been invested in the EAP group, so that in the group of
tissue loss is 3 times more frequent expression of ET -A than ET -B.

Conclusions.

1. Higher plasma levels of ET-1 in patients with PAD than in the control group (and
higher in the trophic lesions group than in the claudicant group), may indicate that
ET-1 plays a important role in the development and progression of PAD in diabetes

patients .
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2. It has been observed that in the more advanced forms of PAD exists a decreased
ability of inflammatory response expressed by a reduction in the plasma levels of
[L-6, probably secondary to vascular damage that characterizes PAD.

3. There is a decreased synthesis and release of nitric oxide in patients with
trophic lesions. This can originate a prothrombotic-vasconstrictor status due tu
ET-1/NO imbalance.

4. Antagonist bosentan is able to recover the inflammatory response (increased IL-
6) and vasodilator response (elevated levels of NO) in patients with PAD even in
the most advanced stages of the disease.

5. Patients with PAD, especially those with trophic lesions, have an overexpression
of both ET-1 receptors, ET-A fundamentally, which could justify the prothrombotic

state mediated by ET-1.
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