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La célula endotelial forma una monocapa que li-
mita la interaccion de las células de la sangre con
las células musculares lisas subyacentes al endote-
lio. En estado fisiolégico, la célula endotelial libera
una serie de agentes vasoactivos capaces de regular
la relacion y funcion de estas células con el resto
de las células que componen el microentorno vas-
cular como son las células de la sangre y las célu-
las del musculo liso vascular. En los aGltimos anos,
entre los distintos agentes vasoactivos liberados por
el endotelio ha adquirido una gran relevancia el
o6xido nitrico (NO). EIl NO es un gas que se le ha
implicado como pieza clave en la relaciéon multice-
lular de los componentes del «habitat» vascular. Asi,
el NO participa en la regulacion del flujo sangui-
neo, la relajacion y proliferacion de las células de
musculo liso vascular, la agregacion y adhesion de
plaquetas y leucocitos al vaso y mas recientemente
la modulacién de la sintesis de proteinas de la ma-
triz extracelular'-3. Es importante recordar que todos
estos procesos estan de una u otra forma activados
en la mayoria de las patologias de origen vascular.

En esta revision analizaremos en primer lugar el
papel del NO en la interaccion de las plaquetas con
neutréfilos y células endoteliales. En la segunda
parte de esta breve revisién analizaremos la impli-
cacion que tiene la célula de masculo liso vascular
en la génesis de la disfuncion endotelial.

ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL DEL TEMA

El mejor conocimiento sobre los mecanismos de
interacciéon de las células que componen el micro-
entorno vascular (plaquetas, neutrofilos, células en-
doteliales, muasculo liso, monocitos, linfocitos... etc.)
puede desvelar nuevos aspectos patogenéticos acer-
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ca de procesos vasculares como la aterosclerosis, is-
guemia miocardica y disfuncién endotelial.

La adhesion de las plaquetas al subendotelio, su
agregacion y reclutamiento, propicia la formacion de
un trombo. En los Gltimos anos, se ha demostrado
que la trombosis vascular es un proceso en que in-
tervienen mdltiples células, participando de manera
directa no sélo las plaquetas, sino también otros ele-
mentos celulares tales como las células del endote-
lio vascular y elementos formes circulantes, como
los neutréfilos; el papel de los neutréfilos en la for-
macién y crecimiento del trombo es todavia con-
trovertido.

FORMACION DEL TROMBO

Cuando la continuidad endotelial en un vaso esta
interrumpida, o el endotelio es disfuncionante y ha
perdido sus propiedades antitrombéticas, las pla-
quetas se adhieren a la pared endovascular. Para ini-
ciarse el proceso de adhesion plaquetaria es preci-
so que estos elementos formes circulantes sean, en
cierto modo, frenados. El mecanismo intimo de este
proceso de frenado es enormemente complejo y sélo
parcialmente conocido en el momento actual. La ini-
ciacién de la formacion de un trombo cuando hay
solucion de continuidad endotelial es mejor com-
prendida que cuando existe s6lo disfuncién endote-
lial o ante superficies artificiales como son las pro-
tesis valvulares cardiacas. En estas dos Ultimas si-
tuaciones, es posible que proteinas circulantes,
como el fibrindgeno, sean absorbidas por tales su-
perficies (el endotelio disfuncionante o el material
protésico) iniciandose asf la interaccion (y adhesion)
plaquetaria.

En el proceso de adhesion intervienen factores que
actian desde la superficie danada o disfuncionante,
bien frenando directamente las plaquetas circulantes
o haciendo que éstas expresen proteinas frenadoras
en su superficie, que cominmente se engloban den-
tro del concepto de proteinas de adhesion. Entre
estas proteinas frenadoras cabe destacar a una fa-
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milia de proteinas denominadas selectinas, de las
que se han descrito tres miembros (E, L y P)*. La P-
selectina se encuentra en los granulos alfa de las
plaquetas y también en los cuerpos de Palade de las
células endoteliales. La expresién en la superficie
plaquetaria de la P-selectina se produce en el curso
del proceso de degranulacién trombocitaria induci-
do por miltiples factores como el colageno, la epi-
nefrina, el ADP... etc.

Las plaquetas, al adherirse a la pared vascular (el
endotelio, si éste es disfuncionante, o a la matriz su-
bendotelial, si hubo pérdida de continuidad endote-
lial) liberan agentes protromboticos, vasoactivos, y
quimiotacticos respecto a la practica totalidad de las
células circulantes en la sangre, lo que da lugar a
la formacién y crecimiento del trombo. La interac-
cion entre la plaqueta y otros elementos celulares
(incluidos otros trombocitos) se lleva a cabo a tra-
vés de distintas proteinas de adhesién y agregacion
expresadas en la superficie de la membrana trom-
bocitaria. El término adhesion se refiere a la unién
de la plaqueta con cualquier otra célula que no sea
un trombocito. El término agregacion, sin embargo,
se refiere exclusivamente, a la unién plaqueta-pla-
queta. Cuando hay falta de continuidad endotelial,
la adhesion parece depender de la interaccion entre
diversas glicoproteinas de la membrana plaquetaria
y componentes de la matriz subendotelial. Entre tales
glicoproteinas se encuentran la la y Ib que intervie-
nen en los mecanismos de adhesién y la llb-llla que
participa en el proceso de adhesion y agregacion.
Asi, la glicoproteina (GP) Ilb-llla es un complejo que
permite agregar entre si plaquetas a través de fibri-
noégeno, fibronectina y el llamado factor von Wille-
brand, o adherir plaquetas a la pared vascular a tra-
vés del von Willebrand o la fibronectina®.

PAPEL DEL NEUTROFILO EN LA REGULACION
DE LA AGREGACION DE LAS PLAQUETAS

El efecto antiagregante plaquetario del acido ace-
tilsalicilico no puede explicarse Gnicamente por el
conocido mecanismo de la inhibiciéon de la ciclo-
oxigenasa trombocitaria. Asi, nuestro laboratorio ha
puesto de manifiesto recientemente que el &cido
acetilsalicilico también ejerce un potente efecto an-
tiagregante plaquetario estimulando en los neutréfi-
los la liberacion de NO®.

Nuestros experimentos in vitro demostraron que
en presencia de acido acetilsalicilico, los neutréfilos
inhiben la agregacion de las plaquetas en respuesta
a distintos estimulos de la agregacion plaquetaria’.
En ausencia de neutréfilos, el acido acetilsalicilico
no varié la respuesta agregante de las plaquetas a la

96

trombina. El efecto antiagregante plaquetario de la
combinacién aspirina-neutréfilo no sélo se produjo
al utilizar como activador de las plaquetas trombi-
na. Aunque la aspirina, per se tuvo un cierto efec-
to antiagregante plaquetario al activar las plaquetas
con ADP o epinefrina, este efecto se potencié en
presencia de neutrdfilos, indicando que la inhibicién
de la agregacion plaquetaria mediada por los neu-
tréfilos en presencia de aspirina se modificé a nivel
post-receptor’. Hemos obtenido resultados similares
con plaquetas y neutréfilos aislados de voluntarios
sanos a quienes se habia administrado una dosis dia-
ria de 200 mg de acido acetilsalicilico por via oral,
durante 4 dias. Antes de tomar acido acetilsalicili-
co, los neutréfilos de estos voluntarios no modifica-
ron la agregacion de las plaquetas en respuesta a
trombina; sin embargo, tras 4 dias de tratamiento
con acido acetilsalicilico, los neutréfilos inhibieron
de forma significativa la agregacion de las plaque-
tas”.

Al igual que la célula endotelial, el neutrdéfilo tiene
la maquinaria enzimatica necesaria para generar de
forma constitutiva NO. El efecto antiagregante pla-
quetario de los neutrdfilos, en presencia de aspiri-
na, se bloque6 mediante el empleo de antagonistas
especificos de la formacion de NO por el neutréfi-
lo. En presencia de aspirina, la generaciéon de NO
por parte del neutréfilo se increment6 al igual que
la formacién de GMPc en el sistema neutréfilo-as-
pirina-plaqueta. Estos resultados demuestran la im-
plicacion del sistema NO-GMPc como responsable
de las propiedades antiagregantes plaquetarias de los
neutréfilos en presencia de aspirina y afiaden una
via nueva por la que interpretar el efecto protector
de la aspirina en el dafio isquémico”’.

PAPEL DEL NO EN LA DISFUNCION
VASORRELAJANTE DEPENDIENTE DEL
ENDOTELIO

En el momento actual se define la disfunciéon en-
dotelial como una falta de respuesta vasodilatadora
a través de los mecanismos dependientes del NO.
La causa de esta deficiente capacidad vasorrelajan-
te se ha intentado atribuir a una inadecuada pro-
duccién de NO por las células endoteliales que ta-
pizan la luz vascular. La hipertension, la arterios-
clerosis, la isquemia miocardica o renal, la edad, la
menopausia y el neoendotelio formado tras un pro-
ceso de desendotelizacion mediante angioplastia son
procesos en los que se ha demostrado la existencia
de disfuncion endotelial®1°.

La disfuncion endotelial ocurre de forma precoz
al desarrollo de la enfermedad detectandose la exis-
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tencia de disfuncién endotelial en arterias angiogra-
ficamente normales''.

Para conocer los mecanismos inducidos en la dis-
funcién endotelial previamente hay que conocer
como se genera el NO en la pared vascular. El NO
se genera mediante el paso metabdlico del amino-
acido L-arginina el aminoacido L-citrulina mediante
la actividad de unas enzimas llamadas 6xido nitrico
sintasas (NOS)'".

En el endotelio existe una NOS endotelial (NOSe).
La actividad de esta enzima genera pequefas canti-
dades de NO en periodo de tiempos cortos y es de-
pendiente del calcio' 2. Este NO generado median-
te la actividad NOSe es el responsable principal de
la respuesta vasorrelajante dependiente de endote-
lio'3.

Se ha demostrado que las células de masculo liso
vascular (CMLV) no sélo responden a NO sino que
también son capaces de producirlo. La estimulacion
de las CMLV con mediadores inflamatorios especifi-
cos, como por ejemplo, la interleuquina-1p (IL-1p),
induce la liberaciéon de NO por estas células debi-
da al aumento de expresién de una isoforma indu-
cible de (NOSi)'*. La actividad de NOSi requiere va-
rias horas de exposicion de las CMLV a II-1f, y una
vez activada genera cantidades elevadas de NO du-
rante largos periodos de tiempo'>'6. Se ha pro-
puesto que la NOSi es inducida en gran variedad
de enfermedades cardiovasculares relacionadas con
procesos inflamatorios como por ejemplo infarto de
miocardio, shock séptico o aterosclerosis'”18, en los
que citoquinas como II-1f y el factor de necrosis tu-
moral-o. (TNF-o) se encuentran presentes'.

A pesar de que estas citoquinas estimulan la pro-
duccion de NO por la actividad de NOSi, varios ar-
ticulos han demostrado recientemente que la res-
puesta hipotensira relacionada con la actividad de
NOSe podria ser inhibida por las mismas citoquinas
que actGan aumentando la expresiéon de NOSi. En
este sentido, se ha demostrado que la vasodilatacién
dependiente de la actividad de NOSe esta dismi-
nuida en arterias ateroscleréticas mientras que el NO
liberado se encuentra considerablemente aumenta-
do20.21.

Siguiendo esta misma linea, en nuestro laborato-
rio consideramos la posibilidad de que el NO ge-
nerado por las CMLV podrian modificar la expresion
de NOSe de las células endoteliales.

Utilizando un sistema de cocultivos de CMLV y
células endoteliales encontramos que cuando las
CMLV expresan NOSi, mediante estimulacion por IL-
18, las células endoteliales tienen una disminucién
significativa de la expresion de NOSe. La expresion
de NOSe se preservo al anadir un antagonista de la
formacion de NO.

Sin embargo, cuando se anadieron de forma di-
recta dadores de NO sobre el endotelio en cultivo
la expresion de NOSe no se modifico. Estos resul-
tados nos indicaron la importancia que tenia la pre-
sencia de CMLV para que el NO disminuyera la ex-
presion de NOSe. La hipdtesis siguiente fue por lo
tanto que el NO liberado por las CMLV estimuladas
con II-1f podria actuar sobre las propias CMLV ha-
ciendo que estas liberaran un factor difusible que
serfa el responsable Gltimo de la disminuciéon de la
expresion de NOSe en las células endoteliales.

En la pared vascular, las CMLV son una fuente
local de citoquinas y entre ellas de factor de ne-
crosis tumoral-a (TNF-a)?2. El TNF-a es uno de los
contribuyentes sustanciales de la respuesta infla-
matoria dentro del microambiente de la pared vas-
cular.

Se ha demostrado que el TNF-a disminuye la ex-
presion de NOSe en las células endoteliales?®, por
lo que el TNF-a se propuso como mediador invo-
lucrado en los efectos del NO liberado por las CMLV
sobre la expresion de NOSe en las células endote-
liales. La adicion de un anticuerpo policlonal anti-
TNF-a en el cultivo de las células endoteliales y de
CMLV impidi6 la inhibicion que las CMLV tratadas
con II-1f ejercen sobre la expresion de NOSe en las
células endoteliales (fig. 1).

En el mismo sentido de nuestros resultados, dis-
tintos estudios han demostrado que la respuesta va-
sodilatadora dependiente de agonistas, por lo tanto
relacionada con la actividad NOSe, esta sustancial-
mente disminuida en la endotoxemia. Esta situacion
patolégica se acomparia de un aumento de la acti-
vidad NOSi en las CMLV de la pared. En la misma
linea de evidencias, Minor y cols., demostraron una
disminucion de la vasorrelajacién dependiente del
endotelio en conejos hipercolesterolémicos, lo cual
se acompané de un aumento en la liberaciéon de NO
por la pared del vaso lo que podria indicar la ex-
presion de la isoforma NOSi?4.

Por dltimo, nos quedaba analizar por qué meca-
nismo el TNF-a disminufa la expresiéon de NOSe en
las células endoteliales. La regulacion de la estabili-
dad del ARNm ha comenzado a demostrarse como
uno de los principales mecanismos de control de los
niveles celulares de ARNm. Parece probado que, en
cada caso, secuencias especificas contenidas en cada
ARNmM estan involucradas en la regulacion de su vida
media. Estas secuencias se llaman elementos cis?.

Algunos elementos cis se han identificado en la re-
gion 3’ que no se traducen en proteina (3’-UTR)?°. Las
regiones 3’-UTR interaccionan como factores trans
(proteinas reguladoras) que pueden afectar la vida
media de los ARNm. En este sentido, la regién 3’-UTR
del ARNm del receptor de la transferrina constituye el
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Fig. 1.—Regulacién de la proteina citosdlica endotelial que degrada el ARNm de la NOSe. Las células endoteliales se estimularon
con TNF-a (10 mg/ml) durante diferentes tiempos se extrajo su citosol. Este se analizé mediante geles de retardo utilizando una sonda
marcada en la regién 3-UTR del ARNm de la NOSe. Se encontré que el citosol de estas células tenian una proteina que se unia a
esta region 3’-UTR. La actividad de esta proteina estaba incrementada al estimular las células endoteliales con TNF-a, encontrando-
se la maxima actividad a las 12 h después de la incubacién (panel A). Estos efectos se correlacionaron con una disminucion signifi-
cativa de la proteina de NOSe (panel B). Abreviaturas: C = complejo de union de la proteina con la sonda 3’-UTR marcada.

F = Frente (sonda marcada no unida a la proteina).

ejemplo mas conocido del control de la vida media
del ARNm mediante la unién de factores trans?’. Otros
ejemplos son las secuencias AUUUA encontradas en
los 3’-UTR de muchos ARNm como aquellos que co-
difican a pro-oncogenes, citoquinas y linfoquinas?>28.

El ARNm de la NOSe es muy estable, con una
vida media de alrededor de 48 horas. El ARNm de
la NOSe tiene una regiéon 3’-UTR. Nosotros también
hemos recientemente demostrado que el ARNm de
la NOSe contiene elementos de unién de proteinas
en su regién 3’-UTR%9.

Hemos identificado que existe una proteina cito-
sélica en el endotelio en cultivo que se une a la re-
gion cis, en concreto a 38 bases ricas en UC, y que
la unién de esta proteina con el ARNm de la NOSe
estaria asociada a la degradacion del ARNm?°.

La actividad de esta proteina se incrementa cuan-
do el endotelio en cultivo es tratado con TNF-a a
la vez que el ARNm de los NOSe se degrada y de-
saparece la proteina NOSe por lo que probable-
mente esta proteina esta involucrada en la degrada-
cion del ARNm de la NOSe?.

Nuestros experimentos no han establecido todavia
el mecanismo exacto por el que el TNF-a estimula
la actividad de la proteina citosélica endotelial. Sin
embargo, Mohamed y cols.3? y Yoshizumi y cols.??
han demostrado que la desestabilizaciéon del men-
sajero de NOSe por TNF-a se previene mediante la
incubacién con cicloheximida. Esto podria indicar
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que la proteina citosélica endotelial activada por el
TNF-a podria ser de nueva sintesis.

En este sentido, la pérdida de la expresién de
NOSe y por lo tanto la disminucién de la capaci-
dad endotelial de liberar NO en respuesta a esti-
mulos fisiol6gicos puede comprometer la capacidad
del endotelio de protegerse contra la trombosis, la
vasoconstricciéon y la proliferacion subintimal. Un
nivel incrementado de citoquinas se han encontra-
do en distintas patologias de origen cardiovascular,
en las cuales la disfuncién endotelial parece tener
un papel fundamental en su desarrollo.
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