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AA: Acido araquidénico

ADP: Adenosina difosfato

AMPc: Adenosina monofosfato ciclico
ATP: Adenosin trifosfato

[Ca2+];: Calcio intracelular

[Ca?*].: Calcio citoplasmatico

BD: Cuerpos (body) densos

BHMT: Betaina-homocisteina-metiltransferasa
B-TG: B-tromboglobulina

BSO: Butionina sulfoxamina

Cys: Cisteina

CCly: Tetracloruro de carbono

CBS: Cistationina B-sintasa

CBP: Cirrosis biliar primaria

CBS: Cirrosis biliar secundaria

CD: del inglés “Cluster of differentiation”: grupos de
diferenciacion

CDC: Acido quenodesoxicdlico

CID: Coagulacién intravascular diseminada
CO: Ciclo oxigenasa

COX: Ciclo oxigenasa

CE: Capa exterior

v-CT: Cistationina-y-liasa

DC: Acido desoxicolico

DAG: 1,2-diacilglicerol

dTTP: Desoxitimidin-trifosfato

dUMP: Desoxiuridin-monofosfato
dUTP: Desoxiuridin-trifosfato

EGTA: Acido Etilen glicol-bis(B-aminoetil
eter) N’,N’-tetraacético

ECC: Entrada Capacitativa de Ca?*

FA: Fosfatasa alcalina

Fb: Fibrindgeno

Fn: Fibronectina

FITC: Isocianato de Fluoresceina

FH: Dihidrofolato

FSC: del inglés forward scatter

FH, : Tetrahidrofolato

FT: Factor tisular

FTPI: Inhibidor de la via del factor tisular
G: Glicocalix

Ga: Granulos alfa

y-CT: Cistationina-y liasa

Gd: Granulos densos

Glu: Glutamico

Gly: Glicina

GGT: Enzimas y—glutamil-transpeptidasa
GMPc: Guanosin monofosfato ciclico
GP: Glicoproteina

GPx: Glutatién Peroxidasa

GSH: Glutation

GSSG: Disulfuro de Glutation

GTP: Guanidina trifosfato

Hcy: Homocisteina

HHcy: Hiperhomocisteinemia

His: Histidina

HMWK: Kininégeno de alto peso molecular
HMG-CoA: 3-hidroxi3metilglutaril-coenzA sintasa
IL: Interleuquina
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Abreviaturas

ICAM-1: Molécula de adhesion intercelular-1
Iono: Tonomicina

IP;: 1,4,5 trifosfato de inositol

IP;R: Receptor del 1,4,5 trifosfato de inositol
JAMs: Molécula de adhesién juncional

LCB: Ligadura del ducto biliar

L-NAME: L-NG-Nitroarginine Metil Ester
LPS: Lipopolisacaridos

LVP: Ligadura parcial de la vena porta

M: Mitocondrias

Met: Metionina

MCP-1: Proteina quimiotictica de monocitos
MLC: Cadena liviana de miosina

MLCK: Cadena liviana de miosina kinasa
MAPK: Proteina quinasas activadas por mitdgenos
MS: S-metiltransferasa

MT: Metil-transferasa

MT: Microttbulos

MU: Membrana unitaria

MTHEF: 5-metiltetrahidrofolato

MTHFR: Metilenotetrahidrofolato reductasa
MTHFR: Metilenotetrahidrofolato reductasa
NAADP: Acido nicotinico adenina dinucleotido
fosfato

NCX: Intercambiador Na*/Ca2*+

NO: Oxido nitrico

iNOS: Oxido nitrico sintasa inducible
eINOS:Oxido nitrico sintasa endotelial
cINOS: Oxido nitrico sintasa constitutiva
NSEF: Proteina de fusiéon sensible N-etilmaleimida
NFAT: Activacién del factor de transcripcién
PAI-1: Plasminégeno tipo 1

PAF: Factor activador de plaquetas

PC: Fosfatidilcolina

PDGEF: Factor de Crecimiento Plaquetario
PDF: Productos de degradacién de la fibrina
PerCP: Proteina clorofil-piridina

PE: Fosfatidiletanolamina

PF4: Factor plaquetario 4

PG: Prostaglandina

PGI;: Prostaciclina 1

PGE;: Prostaglandina E,

PGs: Endoperéxidos de prostaglandinas
PIP;: Fosfatidilinositol bisfosfato

PKA: Proteina kinasa A

PKC: Proteina kinasa C

PK: Precalicreina

PL: Fosfolipido

PLA,: Fosfolipasa Az

PLC: Fosfolipasa C

PLP: Fosfato de piridoxal

PMCA: Ca?"-ATPasa de la membrana plasmatica
PPP: Plasma pobre en plaquetas

PRP: Plasma rico en plaquetas

PSGL-1: Glicoproteina ligando-1 de la P-selectina
PTA: Antecedente de Tromboplastina

PTP: Poro de transicion permeable

RE: Reticulo endoplasmatico
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ROC: Canales de Ca2?* operados por receptores
ROS: Especies reactivas de oxigeno

RyR: Receptor de Rianodina

S1P: Esfingosina 1-fosfato

SAM: S-adenosilmetionina

SAH: S-adenosilhomocisteina

SCA: Sistema canicular abierto

SC: Sistema canicular

Ser: Serina

SERCA: ATPasa-Ca?" del Reticulo Sarco-
Endoplasmatico

SMCE: Entrada de Ca?" mediada por almacenes
SME: Filamentos especializados

SMOC: Canales operados por segundos mensajeros
SNAP-25: del inglés: SyNaptosomal Associated Protein
(proteina asociada al sinaptosoma)

5-HT,: Serotonina

SNAP-25: del inglés: SyNaptosomal Associated Protein:
proteina asociada al sinaptosoma

SNARESs: Receptores del SNAP

SOC: Canales operados por almacenes

SSC: del ingles side scatter

SOCE: Entrada de Ca?* operada por almacenes
STIM1: Molécula de interaccién estromal 1

STD: Sistema tubular denso

Tr: Trombina

TFPI: del inglés “fissue factor pathway inhibitor”, via del
inhibidor del factor tisular

TBHQ: Ter-butyl-benzohidroquinona

TG: Tapsigargina

THEF: Tetrahidrofolato

TM: Trombomodulina

TNF-ua: Factor de necrosis tumoral

t-PA: Activador tisular del plasminégeno

TP: Tiempo de protrombina

TTPa: Tiempo de tromboplastina patcial activado
TRP: Potencial del receptor pasajero

hTRPC1: Potencial del receptor pasajero candnico
humano 1

TSP: Trombospondina

TS: Tromboxano sintetasa

TXA;: Tromboxano Az

UDCA: Acido ursodeoxicolico

VCAM-1: Molécula de adhesion celular vascular
Vn: Vitronectina

vWE: Factor von Willebrand

VOC: Canales Operados por Voltaje

XO: Xantina Oxidasa
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Resumen

ALTERACIONES DE LA FUNCION PLAQUETARIA EN LA
CIRROSIS BILIAR EXPERIMENTAL: HOMEOSTASIS DEL
CALCIO INTRACELULAR

Introduccion: En la cirrosis hepatica se producen diversas alteraciones hemostaticas,
incluyendo episodios de sangrado, aunque en un 9-20 % hay riesgo de trombosis. Algunos
factores extrinsecos e intrinsecos estan alterados en estos pacientes y su papel en el

desarrollo de esas alteraciones no es completamente conocido.

Objetivos: Investigar el papel de la homocisteina (Hcy), acidos biliares, 6xido nitrico (NO)
y acido folico en la funciéon plaquetaria de ratas con cirrosis experimental.

Metodologia: Se han usado plaquetas de ratas con ligadura del conducto biliar (LCB), en
las que se determiné su capacidad de agregacion, los niveles de Ca™ intracelular ([Ca®']) y
su regulacion, asi como el papel de las especies-reactivas de oxigeno (ROS) y la expresion
de la P-selectina.

Conclusiones: Los animales LCB sin ascitis, presentan mayor agregacion, movilizaciéon de
[Ca®], produccion de ROS y expresion de P-selectina y menor entrada de calcio
Capacitativa (ECC). Los animales LCB con ascitis, sin embargo, no muestran muchas de
estas alteraciones. La ausencia de NO y/o la presencia de 4cidos biliares hace que
disminuya la ECC en LCB. El acido fdlico puede revertir la hiperagregacion,
sobreexpresion de P-selectina, reducir la liberacion de Ca** de los almacenes y normalizar la
produccién de ROS.

Palabras clave:

Ligadura del conducto biliar (LCB), homocisteina (Hcy), 6xido nitrico (NO), especies
reactivas de oxigeno (ROS), entrada capacitativa de Ca*" (ECC), calcio intracelular ([Ca*']),
acido desoxicolico (DC) y quenodesoxicolico (CDC).
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Resumen

CHANGES OF PLATELET FUNCTION IN EXPERIMENTAL
BILIARY CIRRHOSIS: INTRACELLULAR CALCIUM
HOMEOSTASIS

Introduction: In liver cirrhosis, several haemostatic abnormalities occur, mostly episodes
of bleeding, but there is a 9-20 % risk of thrombosis. Some extrinsic and intrinsic factors
are altered in these patients and their role in the development of these alterations is not
completely known.

Objetives: To investigate the role of homocysteine (Hcy), bile acids, nitric oxide (NO) and
folic acid on platelet function of rats with experimental cirrhosis.

Methodology: We have used platelets of rats with bile duct ligation (BDL), to measure
aggregation, Ca*-intracellular levels and its regulation ([Ca*']), reactive oxygen species-
(ROS) and the expression of P-selectin.

Conclusions: LCB rats without ascites show greater platelet aggregation, mobilization of
[Ca®"], ROS production and expression of P-selectin and less capacitative calcium entry
(ECC). In platelets of LCB with ascites, many of these alterations are absent. The absence
of NO and/or presence of bile acids reduce ECC in platelets of LCB animals. Folic acid
can reverse the hyperaggregation, overexpression of P-selectin, reduce the release of Ca™*
stores and normalize ROS production.

Keywords:

Bile duct ligation (BDL), homocysteine (Hcy), nitric oxide (NO), reactive oxygen species
(ROS), capacitative Ca’" entry (ECC), intracellular calcium ([Ca*'],), deoxycholic acid (DC)
and chenodeoxycholic (CDC).
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Resumen

ALTERACIONES DE LA FUNCION PLAQUETARIA EN LA
CIRROSIS BILIAR EXPERIMENTAL: HOMEOSTASIS DEL
CALCIO INTRACELULAR

RESUMEN

La cirrosis es el estadio final de un gran nimero de enfermedades que afectan al
higado, considerandose como una de las diez principales causas de mortalidad a nivel
mundial (Trejo-Solis y cols., 2003; OMS, 2005). En pacientes con cirrosis coexisten trastornos de
coagulacién que promueven el sangrado, con alteraciones procoagulantes que inducen la
apariciéon de trombosis. Entre estas ultimas se pueden mencionar la disminucién de la
actividad de algunos mecanismos de anticoagulacion, enlentecimiento del flujo circulatorio,
trastornos en la fibrindlisis y en la actividad plaquetaria (Caldwell y cols., 2006). El aumento de
la actividad plaquetaria puede ocasionar coagulacion intravascular diseminada con
caracterfsticas que no corresponden con un caracteristico tipo de coagulaciéon como
ausencia de produccién exagerada de trombina, niveles normales del factor VIII y menor
incidencia de lesiones organicas isquémicas secundarias a trombosis intravascular (Caldwell y
cols., 2006). Dependiendo del grado de avance de la cirrosis hepatica, fundamentalmente la
aparicion de ascitis muestra distintas alteraciones, diferentes estudios indican que la
enfermedad colestatica esta asociada por un incremento de riesgo de sangrado, aunque se

ha descrito que entre un 9-20 % de los enfermos puede sufrir trombosis venosa (Ben-Ari y
cols., 1997; Pihusch y cols., 2002).

Para que se produzca la estimulacién plaquetaria es necesario un incremento en la
concentracién de calcio intracelular ([Ca®']), el cual consta de dos componentes: aumento
del Ca®" intracelular desde los almacenes internos y entrada de Ca®" extracelular por los
canales de la membrana plasmatica (Redondo y cols., 2004). Datos bibliograficos indican que
hay un defecto en la movilizacién del Ca®* en respuesta a agonistas como trombina en
pacientes con cirrosis de origen alcohodlico o viral (Bandi y cols., 1997); en pacientes con
cirrosis de origen colestatico, no hay mucha informacién al respecto, aunque trabajos de
nuestro laboratorio, en un modelo experimental de cirrosis (ligadura del conducto biliar,
LCB) muestran un mayor almacenamiento de [Ca®']; disponible en el momento de su
activacion debido a una mayor actividad de la SERCA, bomba encargada de recaptar el
calcio intracelular tras los estimulos (Atucha y cols., 2005, 2007; Iyu y cols., 2005); sumado a
ello, también se observé una menor entrada capacitativa (ECC), que es un mecanismo
importante en la generacién de sefiales de la homeostasis del Ca*" celular.

Pero, ¢cudles son los factores que producen un aumento en la liberaciéon de [Ca®']; ?
Aunque no estan completamente elucidados, hemos encontrado diversos trabajos que han
demostrado la existencia de un aumento de homocisteina (Hcy) en el plasma de pacientes
con cirrosis alcoholica y no alcohdlica; por ello, la hiperhomocisteinemia (HHcy) ha sido

asociada al curso de la enfermedad del higado, del rifién y enfermedades aterotrombéticas
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vasculares (Garcfa-Tevijani, 2004; Hohammad, 2005; Lenzt, 2005). En el 2000, Thombyjeh y cols
demostraron que la Hcy puede inhibir mecanismos anticoagulantes reduciendo la funciéon
de la antitrombina III; ademas, elevadas concentraciones de Hey son capaces de organizar
lipoproteinas vinculadas a la fibrina, reduciendo la activacién del plasminégeno. La Hcy
incrementa los niveles de [Ca’"], induciendo un aumento de 4cido araquidénico (AA),
formacion de TXA, y especies reactivas de oxigeno (ROS), resultando en un incremento en
la agregacion y secrecion plaquetaria (Leoncini, 2003). Las ROS, incluyendo H,O,, son muy
importantes mensajeros intracelulares necesarios para la activaciéon de un gran numero de
mecanismos de sefiales de transduccién, en muchos tipos celulares (Rosado y cols., 2004),

incluyendo la elevacién del [Ca®'];, debido principalmente a la inhibicién de la SERCA y

i
consecuente activacion de los canales de Ca*"; ademas, el H,0, puede modificar el [Ca*"],
por interacciéon con la PMCA, el principal mecanismo involucrado en la eliminacién del

Ca®" intracelular en las plaquetas humanas (Redondo,2004).

También se ha descrito, en células endoteliales y fibroblastos, que los acidos biliares
tienen efectos sobre la [Ca™],

1

compatibles con una mayor movilizacion, aunque en las
plaquetas no hay nada claro todavia.

Otro posible participante es el 6xido nitrico (NO), un mediador local ampliamente
reconocido como participante en la fisiopatologia de las alteraciones cardiovasculares y
renales de la cirrosis hepatica (Criado y cols., 2005; Atucha y cols., 2005). El analisis de la literatura
también apoya la hipétesis de que el NO puede estar jugando un papel decisivo en estas

alteraciones (Dedkova y cols.,, 2002), al aumentar la receptacion de calcio por los almacenes
(Trepakova y cols., 1999).

Uno de los tratamientos para reducir el riesgo vascular puede ser el reducir los
niveles de Hcy en la sangre; en la ultima década, se han publicado diversos articulos que
han apuntado a un papel del acido félico en la fisiopatologia de la cirrosis ya que ensayos
en plasma han revelado niveles subnormales de folato en pacientes cirréticos (Hawkinson y
cols., 2002). Experimentos realizados por Durand y cols. (1996) demostraron que una
deplecién de acido folico potencia la actividad plaquetaria por un aumento en la actividad
del AA y la consiguiente elevada formacion de TXB,, existiendo ademas un desbalance de

acidos grasos plaquetarios y plasmaticos.

Es muy probable que en la fase final de la enfermedad (con presencia de ascitis), en la
que hay una mayor tendencia al sangrado, exista un deterioro de la funcién plaquetaria que
incluya una alteraciéon de los mecanismos de sefializacion del calcio, ademas de la
trombopenia, como puede ser un mayor descenso de la entrada capacitativa o del tamafio
de los almacenes. De confirmarse, serfa muy interesante encontrar los mecanismos
moleculares implicados en este deterioro, ya que se podria intentar combatir el riesgo de
hemorragias de estos enfermos con cirrosis avanzada.

Para intentar avanzar en el conocimiento de estas alteraciones, hemos preparado los

siguientes objetivos.
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Resumen

Objetivos:

. Analizar la agregacion plaquetaria, expresion de P-selectina, movilizacion del Ca™*
intracelular ([Ca®]) y producciéon de especies reactivas de oxigeno (ROS) en
plaquetas de ratas con LCB con ausencia y presencia de ascitis.

. Estudiar el papel del 6xido nitrico (NO), mediante la inhibicién crénica de su sintesis
con L-NAME o tras la reducciéon de su disponibilidad con butionina sulfoximina
(BSO), en la movilizacién del Ca*'intracelular, en plaquetas de ratas LCB con

ausencia y presencia de ascitis.

. Estudiar el papel de los 4cidos biliares (acido desoxicélico y quenodesoxicdlico) en la
movilizacion del Ca®* y expresion del receptor de activaciéon (P-selectina), en

plaquetas de ratas LCB con ausencia y presencia de ascitis.

. Estudiar el papel de la homocisteina (Hcy) en la agregacién plaquetaria, expresion de
P-selectina, movilizacién del Ca®* intracelular y produccién de especies reactivas de
oxigeno, en plaquetas de ratas LCB con ausencia y presencia de ascitis, mediante el
tratamiento crénico con acido félico.

Metodologia:

Los experimentos se realizaron en ratas cirréticas (mediante ligadura del conducto
biliar: LCB) y sus controles. La agregacion plaquetaria en respuesta a ADP (5 uM) se midi6
en plasma rico en plaquetas mediante un lumiagregémetro. Para la medicién de los cambios
en la [Ca®], y ROS hemos usado agonistas como la Trombina (0,3 U/ml), ADP (5 uM) y
Hcey (10 a2 100 pM) y acidos biliares (desoxicolico: DC y quenodesoxicdlico: CDC) y para el
descenso en la disponibilidad de NO se utilizé butionina sulfoximina (BSO). Las plaquetas
fueron incubadas con Fura-2 (para la detecciéon de [Ca*]) y CM-H2DCFDAacetil-ester
(para la deteccion de ROS) y analizadas por espectrofotometria de fluorescencia. En
algunos experimentos, los animales fueron tratados con acido félico en el agua de bebida (8
mg/Kg/dia) y L-NAME (1 mg/Kg/dfa). La deteccién del receptor de activacion
plaquetaria (P-selectina) fue realizada con citometria de flujo, siendo las plaquetas
previamente incubadas con Hcy, 4cidos biliares, citoquinas: IL-6 y TNFa.

Resultados:

1. Los animales con LCB presentan una mayor agregacion plaquetaria in vitro, tanto si
se expresa como porcentaje maximo o como duracion de la respuesta. La presencia
de ascitis, revierte esta alteracidon e incluso reduce notablemente la duraciéon de la
respuesta.



e FACTORES INTRINSECOS:

2. Basalmente, hay una mayor expresion del receptor de activacion (P-selectina) en
plaquetas de animales cirréticos (sin y con ascitis) que en las del grupo control. La
estimulaciéon con agonista (ADP) aumenta la expresiéon en todos los grupos, pero

este aumento es mucho mayor en el grupo cirrético sin ascitis.

3. Los niveles basales de Ca*" son ma4s altos en las plaquetas de los animales cirréticos
(Fig. 4). En el grupo de cirrosis sin ascitis, la respuesta a los agonistas ADP y
trombina produce un mayor aumento del [Ca®"]; y el tamafio de los almacenes de
Ca®, estimado por la respuesta a tapsigargina mas ionomicina es mayor (Fig. 5, 6y 7
respectivamente). La ECC, esta disminuida en las plaquetas de las ratas cirréticas y la
aparicion de ascitis altera ain mas este proceso (Fig. 8).

Papel del NO: respuesta a L-NAME cronico

4, La inhibicién créonica de la sintesis de NO con L-NAME no mejora las alteraciones
en la homeostasis del Ca** citoplasmatico en las plaquetas de los animales cirréticos
(Fig. 11, 12y 14).

Disminucion de la disponibilidad de NO, tras el tratamiento agudo con BSO

5. Se observa que la reduccion de los niveles de NO en la plaquetas, reduce basalmente
la [Ca®"],, normalizando los niveles de Ca*" en el grupo de LCB (21 dias) (Fig. 16).
También observamos una reduccién de los almacenes de Ca®’, tanto en plaquetas de
animales LCB (21 dfas) como en el grupo control. En la ECC, el BSO es capaz de
disminuir adn mas la entrada de Ca* a los almacenes en los animales .CB (21 dfas)
(Fig. 19 y 20).

6. Basalmente no se observan diferencias en la producciéon de ROS, entre plaquetas de
animales cirréticos con respecto al grupo control. Pero tras la estimulacion con el
agonista (trombina), las plaquetas de los animales cirréticos producen una mayor
cantidad de ROS que su grupo control (Fig. 22).

e FACTORES EXTRINSECOS:

EFECTO AGUDO DE LOS ACIDOS BILIARES

7. Laincubacién con los 4cidos desoxicdlico (DC) y quenodesoxicélico (CDC) no altera

la sobreexpresion del receptor de activacion (P-selectina) encontrada en las plaquetas
de animales LCB (21 dfas) (Fig. 24).
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Resumen

Los 4cidos biliares DC y CDC son capaces de aumentar los niveles basales de Ca®**
intracelular tanto en plaquetas de animales cirréticos como en animales control (Fig.
25). La incubaciéon con DC hace que disminuya la respuesta al agonista (trombina),
por lo que a su vez también observamos una disminucién de los almacenes de Ca**
intracelular en animales cirréticos y controles (Fig. 26 y 27). I.a ECC también se ve
doblemente disminuida en los tres grupos de estudio, tanto con el tratamiento con
DC como con CDC (Fig. 29).

EFECTO AGUDO DE LLA HOMOCISTEINA (Hcy)

Tras la sobrecarga con L-metionina, tanto en animales cirréticos como en controles,
vemos que los niveles de Hcy en plasma, son significativamente mas altos en
animales LCB con respecto a su grupo control (Fig. 31).

La incubacién con Hcy a concentraciones crecientes (1, 25 y 100 uM) aumenta la
respuesta de agregacion al ADP en controles y LCB (15 y 21 dias); en cambio, en los
animales con presencia de ascitis la Hcy no altera su respuesta (Fig. 32).

La incubacién con la Hcy, no altera la sobreexpresion del receptor de activacion (P-
selectina), ya encontrada en plaquetas de animales LCB (21 dias) (Fig. 33).

La Hcy aumenta los niveles basales de Ca*" intracelular en el grupo control (10 y 25
uM) y sin ascitis (25 pM) (Fig. 34). Ademas, la Hey (25 pM) aumenta la respuesta al
agonista (trombina) en estos dos grupos (Fig. 36). Sin embargo, no es capaz de alterar
el tamafio de los almacenes de Ca*" intra-plaquetarios ni la ECC, en ninguno de los
grupos de estudio (Fig. 37).

La Hcy (200 uM) produce una mayor cantidad de ROS en el grupo cirrético, siendo
esta mas significativa en el grupo con ascitis (Fig. 39).

EFECTO DEL TRATAMIENTO CRONICO CON ACIDO
FOLICO

El tratamiento con acido félico disminuye la respuesta de agregaciéon plaquetaria,
sobre todo en el grupo cirrético, siendo este descenso mucho mas pronunciado en
ausencia de ascitis (con un 57,5 % de descenso) (Fig. 40 y 42) (Tabla L, anexos).

El tratamiento crénico con acido félico no altera la expresion basal de la P-selectina,
pero disminuye la respuesta a ADP en todos los grupos experimentales (Fig. 43).

: , . , . > . : .
Tras el tratamiento crénico con acido félico, ni los niveles basales de Ca™ intracelular,

~ 2 . . .
tamafio de los almacenes de Ca’", ni la ECC, se normalizan en los animales de

b
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estudio. Pero si produce una disminucién en cuanto a la respuesta a agonista

(trombina) en el grupo de cirrosis sin ascitis (Fig. 47).

17.  El tratamiento crénico con acido félico disminuye la excesiva produccion de ROS en
respuesta a trombina u Hcy en las plaquetas de los animales cirréticos,
normalizandola (Fig. 49 y 50).

Conclusiones:

1. Los animales con cirrosis biliar experimental por ligadura del conducto biliar (LCB),
sin presencia de ascitis, presentan una mayor agregacion plaquetaria. Esta alteracion
estd relacionada con una mayor movilizacién del Ca*" intracelular, pero con una
menor ECC. Sumado a ello, presentan sobreexpresion del receptor de activacion (P-
selectina) y una mayor producciéon de ROS. La presencia de ascitis revierte parte de
estas alteraciones, llegando incluso a producir una hipoagregacion, que se acompana
de una gran disminucién de la ECC y una excesiva producciéon de ROS.

2. El é6xido nitrico (NO) tiene un papel en el mantenimiento de los niveles de Ca**
intracelular en las plaquetas de animales LCB, ya que su ausencia hace que disminuya
aun mas la ECC.

3.  Un aumento plasmatico de 4cidos biliares, como el desoxicolico (DC) y
quenodesoxicélico (CDC), podtia explicar en parte los niveles elevados de [Ca®'].
plaquetario basal y la menor ECC en animales con cirrosis biliar experimental. Sin
embargo, estos acidos biliares no estan relacionados con la sobreexpresion de la P-
selectina encontrada en los animales cirréticos sin ascitis.

4. El tratamiento crénico con acido folico puede ser efectivo en la cirrosis biliar, en una
fase pre-ascitica, ya que revierte la hiperagregacion plaquetaria y produce una menor
expresion de la P-selectina en respuesta a agonista. Esto se acompafia de una

. ., ., . P% 2
normalizacién en la produccién de ROS y una menor liberacién de Ca®" de los

almacenes, aunque sin cambios en la ECC.

5. Diversos factores plasmaticos (Hcy, NO, acidos biliares) pueden contribuir a la
hiper- excitabilidad plaquetaria de la cirrosis biliar experimental sin ascitis, mediante
un aumento excesivo de los niveles de Ca”" y/o produccién de ROS. La aparicion de
ascitis reduce la duracion de la respuesta de agregacion, lo que puede ser explicado
por la mayor produccién de ROS.
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Introduccion

1. PLAQUETAS

1.1 CARACTERISTICAS GENERALES
1.2 ESTRUCTURA PLAQUETARIA
1.2.1 MEMBRANA PLAQUETARIA
1.2.2 SISTEMA DE MEMBRANAS INTERNO
1.2.3 CITOESQUELETO PLAQUETARIO
1.2.4 GRANULOS ESPECIFICOS
1.3 FUNCION PLAQUETARIA
1.3.1 HEMOSTASIA PRIMARIA
1.3.2 HEMOSTASIA SECUNDARIA
1.3.3 RETRACCION DEL COAGULO Y FBRINOLISIS

1. PLAQUETAS

1.1 CARACTERISTICAS GENERALES

En 1880, Bizzozero y Harem, de forma independientemente, describieron unas
particulas de la sangre, previamente observadas por otros, como unos corpusculos mas
pequenos que las células rojas y blancas y que ellos llamaron hemoblasto o plaqueta (Zucker
y col,, 2007). Bizzozero describi6 que la pérdida de sangre producida por la lesion vascular, es
bloqueada por una acumulaciéon de plaquetas, que forman un trombo blanco. Diferencian
asf un tipo de células que poseen la propiedad de aglutinarse y adherirse a las superficies
extrafias, demostrando su participaciéon en la trombosis y en la coagulaciéon sanguinea asi
como en la inflamacién y aterogénesis (Shapiro, 1999).

ORIGEN

Las plaquetas o trombocitos son fragmentos citoplasmaticos producidos por los
megacariocitos en la medula 6sea. Los megacariocitos son células mieloides raras
(constituyendo menos del 1 % de estas células) que residen principalmente en la médula
Osea, pero también se han encontrado en el pulmén y en la sangre periférica. Un
megacariocito tiene un tiempo de vida corto, incluyendo procesos que envuelven la
destruccién y la liberacion de los residuos del cuerpo celular y del material nuclear y
culminando en la liberacién de 100 a 1000 plaquetas (Richardson y cols., 2005; Patel y cols., 2005).

Los megacariocitos no solo deben producir y replicar el citoesqueleto especializado
de cada plaqueta, sino también cargan a las plaquetas con la asignaciéon apropiada de
organelas y granulos esenciales para su funcién hemostatica. Los megacariocitos maduros
al ser estimulados con trombopoyetina, replican el contenido de su nucleo, incrementan el
volumen plasmatico y a partir de evaginaciones de su membrana emiten extensiones de las
que se van originando agregados plaquetarios, llamados protoplaquetas. En un periodo de



4 a 10 horas, las plaquetas adquieren la forma discoidal aplanada de 2-3 pum de diametro
(Fig. l) (Redondo, 2004; Richardson y cols., 2005; Patel y cols., 2005).
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Figura 1: Produccion de plaquetas por
Formacién de el megacariocito.

Protoplaquetasd) _ fi o (A) Megacaricito, (B) comienzo de la
formacion de  protoplaquetas, (C)
elongacion dirigido  por  microtubulos
donde las organelas son dirigidas a la
protoplaqueta, (D) el megacariocito es
convertido en una masa de
Eliminacién protoplaquetas, los  nucleos  son
de nicleos eventualmente  eliminados de las
protoplaquetas finales y son liberadas las
plaquetas (Patel y cols., 2005).

Las plaquetas se clasifican como células, pero no tienen nucleo. Tienen forma
discoidal y un aspecto granular. El nimero de plaquetas circulantes oscila entre 150.000-

450.000 plaquetas/pl en los humanos y 500.000-1.300.000 plaquetas/pl en ratas (Watson y
cols,, 1996); el 70 % estan en la circulacién y el 30 % en el bazo. Permanecen en circulacion
durante un promedio de 7 a 10 dias y su ciclo vital termina cuando se produce el coagulo
sanguineo o hay algin trauma en los vasos. Una vez transcurrido ese tiempo el “istera
Jagocitico mononuclear” en el bazo (por macréfagos) e higado (por las células Kuffer) las
retiran (Zucker y cols., 2007; Redondo, 2004).

1.2 ESTRUCTURA PLAQUETARIA

La estructura de las plaquetas se adapta a la gran variedad de funciones que deben
desempefiar, con zonas anatomicas preferentemente dedicadas a cada una de ellas: en la
membrana plaquetaria se producen las interacciones con el exterior, el citoesqueleto es el
responsable de la contracciéon celular, los granulos especificos almacenan sustancias pro-
hemostaticas, pro-cicatrizantes y activadoras de las propias plaquetas y los sistemas
membranosos amplifican la superficie plaquetaria y alojan componentes quimicos
involucrados en la activacion. Las plaquetas poseen ademas estructuras anatémicas
destinadas a algunas funciones celulares especificas, como el metabolismo energético, una

escasa capacidad de sintesis proteica, y mecanismos de endocitosis y exocitosis (Garcia Allut,
2000).
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1.2.1 MEMBRANA PLAQUETARIA

La membrana constituye el limite o separacién de la plaqueta con el exterior, no
solo en su superficie biconvexa principal, sino también de los canales intraplaquetarios.

Esta integrada por tres capas:

e  Glucocalix (G): Es la cubierta exterior, mide de 15-20 nm de grosor y contiene
diversos receptores, entre ellos el complejo glicoproteico Ib-IX, que interacciona
con el factor von Willebrand en el proceso de adhesion, y el complejo
glicoproteico I1b-I1la, que lo hace con el fibrinégeno en la agregaciéon. También

presenta otros receptores capaces de iniciar la activacion plaquetaria (Fig, 2).

e Membrana unitaria (MU): Es la bicapa fosfolipidica, asimétrica, rica en acido
araquidénico. En respuesta a la activacion, la membrana se carga negativamente,
siendo esencial como soporte a los factores de coagulaciéon (actividad
procoagulante), y el acido araquidonico entra en el metabolismo de los
eicosanoides, participando en la transmision del estimulo recibido en la membrana
hacia las regiones celulares efectoras (Fig. 2).

e Area sub-membranosa: Esti unida a las porciones trans-membranosas de
algunas glicoproteinasy contiene filamentos sub-membranosos, que forman parte
del citoesqueleto (Fig. 2). En esta zona se produce la transformacion de las sefiales
recibidas en la superficie exterior, en los mensajes quimicos y alteraciones fisicas

que activaran a la plaqueta (Patel y cols., 2005).

Figura 2: Dibujo esquematico de una
plaqueta.

Los componentes de la zona pereriférica
incluyen el Glicocalix (G), membrana
unitaria (MU) y area de sub-membranas: La
matriz del interior es la zona sol-gel que
contiene filamentos de actina, glicdgeno
(Gly), también incluyen a mitocondrias (M),
granulos a (Ga) y granulos densos (Gd).
Colectivamente constituyen la zona de
organelas. Los sistemas de membranas
incluyen el sistema canalicular abierto
conectado a la superficie (SCA) y el
sistema tubular denso (STD) que es el
reticulo endoplasmico en la plaqueta
(Shapiro, 1999; White, 1998; Lodish y cals.,
2005).




1.2.1.1 Moléculas de adhesion

Las moléculas de adhesion son proteinas trans-membrana que se encuentran en
la superficie de las células e intervienen en el mantenimiento de la integridad de un tejido
y en el control de ingreso de mediadores. Estas moléculas las podemos agrupar en
glicoproteicas (receptores glicoproteicos) y mno glicoproteicos (receptores no
glicoproteicos) (Garcia, 2009). Haremos una breve descripcion de las moléculas implicadas

en la funcién plaquetaria.

a. Glicoproteinas

Las glicoproteinas (GP), son proteinas unidas covalentemente a carbohidratos,
cuya funcién principal es el reconocimiento celular cuando estan presentes en la superficie
de las membranas plasmatica, es decir actian como receptores (receptores
glicoproteicos). En las plaquetas median entre otras, dos funciones de capital importancia
para el mantenimiento de una hemostasia correcta: la adhesion de las plaquetas sobre las
superficies vasculares dafiadas y la interaccion plaqueta-plaqueta o agregacion plaquetaria.
Clasicamente las GP, han sido clasificadas en distintas familias: integrinas, GP ricas en
leucina, selectinas y la superfamilia de inmunoglobulinas.

a.l Integrinas

Son GP de membrana con dos subunidades principales designadas o/f. Actdan
como mediadores en los procesos de adhesion celular, por interaccion de una amplia
variedad de ligandos proteicos extracelulares que contienen la secuencia peptidica Arg-
Gly-Asp. La subunidad 1, es compartida por unos receptores descritos en los
linfocitos T activados, este grupo también incluye a los receptores de membrana
plaquetaria para la fibronectina. Las integrinas con subunidad 2, se han identificado
predominantemente en leucocitos. Los receptores con la subunidad 33 constituyen la
familia de las citoadhesinas, que incluyen receptores de membrana plaquetaria para el
fibrinégeno y la vitronectina (Mulvihill y cols., 2002; Hynes, 1991; Newman, 1991).

e Complejo glicoproteico IIb-IIla («IIbB3): Es el complejo mas abundante en la
membrana plaquetaria, es el lugar de unidén de diferentes proteinas adhesivas:
fibrinégeno, fibronectina, factor von Willebrand, vitronectina, trombospondina y
colageno. Este complejo juega un papel importante en la agregacion plaquetaria,
actuando como receptor del fibrindgeno, molécula que al unirse a la GP IIb-IIla
de las plaquetas activadas, forma un puente entre ellas, favoreciendo la agregacion
de las mismas. También participa en la retracciéon del coagulo, proporcionando un
lugar de unién entre el citoesqueleto de las plaquetas activadas (talina y vinculina)
en la parte citoplasmatica y la membrana plasmatica (Yang y cols., 2003).
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e Glicoproteina IV (GP IIIb): Ademas de estar presente en las plaquetas, también
las encontramos en monocitos, células endoteliales y eritrocitos indiferenciados.
Es receptor de la trombospondina y del coliageno. Si bien no es esencial para la
unién plaqueta-colageno, actua acelerando el proceso (Yang y cols., 2003).

e Glicoproteina VI: Este receptor es el que desempefia el papel mas importante en
la adhesion de las plaquetas a las fibras de colageno (Kehrel y cols., 1998). Por otra
parte, orientada hacia la cara interna de la membrana, va a transmitir la sefial hasta

provocar la liberacién de Ca®" desde los depésitos internos (Suzuki-lonoue y cols,,
2002).

e Glicoproteina Ia y IIa (VLA-2, «281): Este receptor es especifico para adherir
las plaquetas al coligeno (tdpo I/IV) y al factor von Willebrand de manera
independiente de la adhesion plaquetaria a la pared del vaso sanguineo. Estos
receptores son de suma importancia para el comportamiento de la plaqueta y se

cree que aumentan el riesgo de que suframos trombosis tras la ruptura plaquetaria
(Okuda y cols., 2003).

e Glicoproteina Ic y Ila (VLA-5, «5f1): Reconocen de manera especifica a la
fibronectina y permite que la plaqueta se adhiera al sustrato. También son capaces
de formar heterodimeros con GP Ia, para poder unirse al colageno (Gilbert, 1999).

a.2 Glicoproteinas ricas en leucina

Esta familia de GP esta constituida por proteinas con similitudes estructurales
aunque no funcionales. Todas presentan una secuencia de 24 aminoacidos con un alto
contenido en leucina. En la membrana plaquetaria encontramos al complejo GP Ib-
IX-V, que juega un rol central en la adhesion de las plaquetas a las paredes del vaso
danado por interaccion con el factor von Willebrand (vWF) unida a colageno (Bennett,
1991).

a.3 Selectinas

Estas moléculas de adhesion celular interactian con ligandos de carbohidratos
sobre leucocitos y células endoteliales. Las selectinas se nombran segin el tipo
de célula en que fueron originalmente identificadas: endoteliales (E-selectina),
plaquetas (P-selectina) y leucocitos (L-selectina) (Fig. 3). Entre estas moléculas la P-
selectina es la mas conocida, debido a su expresion en condiciones definidas tanto en
plaquetas como en células endoteliales.

P-Selectina: La P-Selectina (CDG62P) llamada asi por ser definida originalmente
en plaquetas (activadas), también recibe el nombre de proteina de membrana granular
(GMP-140) o proteina de activacion plaquetaria dependiente de la membrana externa
granular (PADGEM), con un peso molecular de 140 kDa. Es un componente de la



membrana de los granulos « y granulos densos de las plaquetas y también de
la membrana de los cuerpos de Weibel-Palade delas células endoteliales. Media la

interaccion entre leucocitos y células endoteliales.

Tras la activacion plaquetaria, se expresan aproximadamente 10.000 moléculas de
P-selectina en la superficie de plaquetas, utilizandose en clinica como un marcador de
activacion plaquetaria (McEver., 2001).

Al igual que las otras selectinas, P-selectina tiene un dominio lectina N-terminal,
un factor de crecimiento epidérmico, (generalmente) nueve repeticiones de la proteina
reguladora, una regién trans-membrana y una cola corta intra-citoplasmatica (Fig. 3)
(Blann y cols., 2003). Su ligando de unién es, PSGL-1 (glicoproteina ligando-1 de la P-
selectina), una protefna expresada en la superficie de leucocitos, células endoteliales y

plaquetas.
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Figura 3: Representacion esquematica de la estructura de las selectinas. Incluye un dominio tipo lectina,
un dominio tipo factor de crecimiento epidérmico, dos o mas dominios tipo proteina reguladora del
complemento, una regién transmembranal y una regién intracitoplasmica corta en el extremo carboxilo
terminal (Blenn y cols., 2003).

La expresion de la P-selectina en la membrana plasmatica, no parece ser
simplemente para ayudar a los leucocitos y/o a la adhesion endotelial, hay pruebas de
que también es importante para la agregacion entre plaquetas, la estabilizacion inicial
de la interaccién GP IIb/IIa-fibrindgeno, lo que permite la formacién de grandes y
estables agregados plaquetarios. Merten y cols,, mostraron que inhibiendo la P-
selectina con un anticuerpo monoclonal se producia entre un 95-100 % de
desagregacion, mientras que los anticuerpos contra PSGL-1, GP Ib o GP 1Ib/IIla no
tuvieron efecto. Esto muestra, ademas, que la P-selectina causa la agregacion a través
de otros receptores diferentes al PSGL-1 (Merten y cols., 2000).

Ademas de las propiedades antes mencionadas de la P-selectina, en la facilitacién
de la adhesion de las plaquetas y los neutrofilos al endotelio, también se ha sugerido
que la adhesiéon es responsable de activar el endotelio y de la creaciéon de un
mecanismo de retroalimentacién positiva. De hecho, la P-selectina tiene
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actividades procoagulantes en la que regula la producciéon del Factor Activador de
Plaquetas (PAF) por los monocitos, y a la vez estos aumentan la fagocitosis (Elstad y
cols., 1995). Ademas inducen la formaciéon de factor tisular (TF) esto hace

posiblemente que tenga un rol importante en la inflamacién y aterogénesis (Polanowska
y cols., 2010; Lindmark y cols., 2000; Furie y col., 1996; Celi y cols., 1994).

a.4 Superfamilia de Inmunoglobulinas

Los miembros de esta familia se caracterizan por tener los llamados dominios
inmunoglicoprotéicos que consisten en dos laminas peptidicas en estructura -
plegada y en disposicién antiparalela estabilizadas por puentes disulfuro. El conjunto
de los genes que codifican estas moléculas ha sido designado “superfamilia de los genes
de las inmunoglobulinas”, cumpliendo un gran variedad de funciones bioldgicas
importantes, como en la adhesién, diferenciacion celular, asi como en la
angiogénesis, inflamacién y en las repuestas inmunitarias (Garcfa, 2011). Estas
molécula, median la adhesiones célula-célula homotipicas y comprenden a las ICAM-
1-2-3-4-5 (molécula de adhesion intracelular), C-CAM (molécula de adhesion célula-
célula), VCAM-1 (molécula de adhesion vascular), PECAM-2 (molécula de adhesion
plaqueta-endotelio), JAMs (moléculas de adhesion juncional o de unién adherente
entre endotelio-leucocito o leucocito-plaqueta), NCAMs (molécula de adhesion
neuronal) y muchas estructuras (Ross & Pawlina, 2007; MeSH, 2010).

En la tabla 1, hacemos un resumen de las glicoproteinas presentes en las plaquetas.

b. Receptores no glicoproteicos

Estas moléculas de adhesiéon no GP, que regulan también la activaciéon vy
agregacion plaquetaria, incluyen receptores para el ADP (P2Y1, P2Y12 y P2X1), la
trombina (PAR-1, PAR-3, PAR-4), la serotonina (5-HT,), la adrenalina (receptor a,,
receptor $3,) y para diferentes prostanoides (Prostaglandina, Prostaciclina y Tromboxano).

Por ejemplo, el ADP se une a las plaquetas en reposo a través de un receptor
altamente especifico (P2Y12). Esta unién induce la exposicion de la GPIIb-IIIa, para que
se produzca la agregacion plaquetaria a través de puentes de fibrindgeno. Ademas, el ADP
actuarfa inhibiendo la adenil-ciclasa, enzima que interviene en los procesos de inhibicion

plaquetaria, mediante un incremento en los niveles de AMPc (Bennet y col., 1979; Colman, 1984;
Angiolillo & Ferreiro, 2010).

O bien, cuando la adrenalina actia sobre los receptores adrenérgicos (x, 6 B;)
induciendo la agregacion plaquetaria sin que exista un previo cambio de forma, y

potenciando a la vez concentraciones sub-umbrales de otros agonistas.


http://dialnet.unirioja.es/servlet/autor?codigo=864769
http://dialnet.unirioja.es/servlet/autor?codigo=2498585

Tabla 1: Glicoproteinas presentes en las plaquetas.

Receptor GP Expresion Ligando Referencia
(Nachman 'y cols., 1979,
. } : Clemetson, 1983, Jurk y cols.,
GPIb (CD42a/b) Constitutivamente prombira, W aelectina: 2003, Romoy cols., 1999
ac-1, y Takamatsu y cols., 1986, Wang
y cols., 2005)
GPla/lla i
Constitutivamente Colageno y laminina (Elices y Hemler, 1989, Saelman

(02B1,CD49b/2, VLA-2)

y cols., 1994)

GP Iib/llla
(CD41/61, allbBs)

En la activacion

Fb, Fn, VWF, Vn, TSP,
ADAM15

(Bombeli y cols., 1998, Langer
y cols., 2005, Nachman y Leung,
1982)

(Asch y cols.,1987, Tandon y

GPIV (CD36) En la activacién Colageno & TSP cols ., 1989)
GPV (CD42d) En la activacion VWF, trombina e g e 195 one
Constitutivamente,
GP VI (CD49) aumento en la Colageno (Clemetson y cols., 1982)
activacion
P-selectina (CD62P) En activacion PSGL-1, CD24 (Moore y cols., 1995, Stenberg
y cols., 1985)
Constitutivamente, (Moore y cols., 1995, Hsu-Lin y
PSGL-1 (CD162) Aumento en la P-selectina cols., 1984, Frenette y cols.,
activacion 2000)
ICAM-2 (CD102) Constitutivamente LFA-1 (acB2), Mac-1 (amBz)  (Diacovo y cols., 1996)
PECAM-1 (CD31) Constitutivamente PECAM-1y avps P g 1 e
JAM-A (F11R) Constitutivamente JAM-A (Langer y cols., 2005)
I JAM-B, JAM-C, Mac-1
JAM-C Constitutivamente (af2) y a2 (Santoso y cols., 2002)
Osteospontina, Fb, Fn, Vn, (Bennett y cols., 1997, Columbo
avp3 (CD51/61) TSP, VWF y PECAM-1 y Bochner, 2001, Gawaz, 2004)
(Hemler y cols..,1988,
VLA-5 (CD49e/29, asB1)  Constitutivamente CDA40 ligando, Fb, Fn Podolnikova y cols., 2003,

Ruppert y cols.,1995)

VLA-6 (CD49f, asps)

CD40 ligando, Fb, Fn

(Hemler y cols., 1988,
Podolnikova vy cols., 2003,
Ruppert y cols.,1995)

Factor von Willebrand (vWF), Ligando Glicoproteico para la P-selctina (PSGL), Glicoproteina (GP), Fibrinogeno
(Fb), Fibronectina (Fn), Vitronectina (Vn), Trombospondina (TSP), Desintegrina (y), Antigeno muy tardio (del
inglés: very late antigen: VLA), Molécula de adhesién celular endotelio-plaqueta (PECAM), Molécula de adhesion
juncional o de unién adherente (JAM), Molécula de adhesion intracelular (ICAM), Grupo de Diferenciacion (CD del
inglés: cluster of differentiation). La nomenclatura CD se propuso en 1982 y sirve para nombrar a moléculas de
superficie celular (antigenos), que son reconocidos por ciertos anticuerpos monoclonales (Tabla adaptada de
Watkins, 2010).
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1.2.2 SISTEMA DE MEMBRANAS INTERNO

La plaqueta tiene un sistema de canales conectados a la superficie llamado el

sistema canalicular abierto (SCA) 'y un sistema tubular denso (STD), no conectado.
1.2.2.1 Sistema canalicular abierto (SCA)

Corresponde a los canales abiertos al exterior que le dan caracteristicas de esponja
a la plaqueta. A través del SCA (Fig. 2), las sustancias del plasma entran al interior de la
plaqueta y salen los productos plaquetarios. La liberacién de productos plaquetarios a
través del SCA, tras la activacion plaquetaria, se llama “reaccion de liberacion”. 1.as membranas
son ricas en glicoproteinas, que sirven como receptores de componentes que desencadenan
la activacién plaquetaria y como sustratos para las reacciones de adherencia y agregacion.
Los fosfolipidos de la membrana del SCA, son importantes para la coagulacion porque
proporcionan la superficie sobre la cual reaccionan las proteinas de la coagulacion. La
membrana también tiene la habilidad de traducir sefiales de superficie en sefiales quimicas
internas (Shapiro, 1999; Diaz-Ricardo, 2000; Patel y cols., 2005).

1.2.2.2 Sistema tubular denso (STD) o Reticulo endoplasmico (RE)

Es menos abundante que el SCA y esta constituido por unos canales mucho mas
delgados, amorfos y que no se comunican al exterior (Fig. 2). Constituye el principal
reservorio de Ca®’ plaquetario y en el que también se alojan enzimas del metabolismo de las
prostaglandinas. Ademas se localiza la actividad peroxidasica, lo que irfa a favor de la
hipétesis de que el STD seria el reticulo endoplasmatico liso de la plaqueta. En la activacion
plaquetaria un paso central imprescindible es el incremento de Ca®" citoplasmatico,
procedente basicamente de la movilizaciéon del mismo desde el STD, y a la inversa la
plaqueta puede bombear Ca*" desde el citoplasma hacia el STD, contribuyendo a mantener
controlado su nivel citoplasmatico y evitando el cambio de forma y otras respuestas a la
activacién (Shapiro, 1999; Pujol y cols., 2001).

1.2.3 CITOESQUELETO PLAQUETARIO

El citoesqueleto, es un conjunto de sistemas fibrilares en varios estados de
polimerizacién, que consta de un citoesqueleto de membrana (con filamentos sub-
membranosos) y un citoesqueleto de citoplasma (compuesto por microtibulos y
microfilamentos) (Shapiro, 1999; Pujol y cols., 2001).

El citoesqueleto forma el sostén para el mantenimiento de la forma discoidal de la
plaqueta asi como del sistema contractil, que tras la activacion, permite el cambio de
forma, prolongacién pseudopoddica, contraccion interna, liberacién de constituyentes
granulares, retraccion del coagulo que, en resumen, caracterizan la funcion de las plaquetas



en la hemostasia. Estos elementos comprenden entre el 30 % al 50 % de la proteina total
de la plaqueta (Shapiro, 1999).

1.2.4 GRANULOS ESPECIFICOS

Formado por los granulos y componentes celulares, tales como lisosomas,
microperoxisomas, mitocondrias, ribosomas y aparato de Golgi. Estas zonas sirven en los
procesos metabolicos de las plaquetas y almacenan enzimas y una gran variedad de
sustancias importantes para la funcién plaquetaria. Se ha observado que la cinética de
secrecion de los diversos tipos de granulos es secuencial, dependiendo de la intensidad de
activacion plaquetaria (Pujol y cols., 2001).

1.2.4.1 Granulos «

Son los mas numerosos (50 por plaqueta), suelen ser esféricos u ovales limitados
por una membrana. Son los principales lugares de almacenamiento de las sustancias
destinadas a ser secretadas en las plaquetas activadas. Estas sustancias son factores
mitogénicos, proteinas plaquetarias especificas, factores de coagulacién, proteinas
adhesivas, factores de permeabilidad vascular, inhibidores proteoliticos y factores
fibrinoliticos (Shapiro, 1999; Pujol y cols., 2001).

El hecho de que las plaquetas liberen factores de crecimiento, ha hecho que se
postulara su papel en la patogénesis de la ateroesclerosis, estimulando la proliferacion del
musculo liso. También liberan colagenasa, enzima que puede modificar la pared vascular. Se
ha descrito que las plaquetas poseen un receptor especifico para el factor de crecimiento
plaquetario (PDGF), que liberan de los granulos o; la interaccién del PDGF con su
receptor plaquetario ejerce una regulaciéon negativa de la respuesta de la célula, ya que
inhibe la agregacién de las plaquetas con trombina (Vassbotn y cols., 1994). Otra proteina
especifica muy estudiada, es el factor plaquetario 4 (PF4) y la B-tromboglobulina (3-
TG) ambas con actividad mitogénica y anti-heparina.

Estos granulos, también contienen, factores proteicos, que podrian participar en el
proceso de coagulaciéon sanguinea, y en los procesos adhesivos plaqueta-plaqueta o
plaqueta con otras células. El fibrindgeno, la proacelerina (factor V de la coagulacién) y
el vWF liberado por las plaquetas, pueden unirse a la superficie plaquetaria y contribuir a

los procesos adhesivos plaqueta-plaqueta o plaqueta sub-endotelio (Regafion y cols., 1985; Adams
y cols., 1993).

1.2.4.2 Granulos densos

Poseen una morfologia muy caracteristica, una zona central muy densa rodeada
por un halo transparente, delimitados por una membrana. Su densidad es debido a la
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elevada concentracion de Ca* y fésforo que son liberados al medio extracelular por la
activaciéon plaquetaria. Estos granulos, contienen nucleétidos de adenina (ADP, ATP),
serotonina (5-HT), pirofosfato y otros cationes (Pujol y cols., 2001; White, 1998).

La importancia fisiolégica que tiene la liberaciéon de ADP, se debe a que induce la
estimulacién de otras plaquetas en el micro-entorno, favoreciendo lo que se conoce como
reclutamiento plaquetario o del trombo. E1 ATP por el contrario, antagoniza la acciéon agregante
del ADP. La serotonina y el ADP liberados, tienen efectos vaso-activos, produciendo
contraccion en las arterias dafladas. Adicionalmente, la 5-HT tiene un débil efecto pro-
agregante sobre las plaquetas, y potencia el efecto de otros inductores de la respuesta
plaquetaria (Hilis y cols., 1991).

1.2.4.3 Lisosomas

La fuerte estimulacioén de las plaquetas (por ejemplo con trombina), produce la
liberaciéon de lisosomas plaquetarios. Estos granulos contienen actividades hidroliticas y
proteoliticas, para destruir la formacién del trombo. Otros componentes proteicos
importantes desde el punto de vista funcional de la plaqueta son las proteinas que ligan
nucleétidos de guanina o proteina G y diversas enzimas: fosfolipasas, quinasas y otros.

1.3 FUNCION PLAQUETARIA

Su principal funcién es en la hemostasia, es decir sirve de soporte endotelial
cubriendo los defectos dejados por las células endoteliales en el sistema vascular. Lo realiza
adhiriéndose mecanicamente al sub-endotelio y agregandose unas con otras para mantener
la continuidad de los vasos. Estos agregados forman una barrera fisica que limita la
pérdida de sangre inmediatamente después que se produce la lesiéon. A su vez las plaquetas
liberan sus componentes intra-citoplasmaticos; aumentando la vasoconstriccion vy
amplificando la coagulacién. Ademas, los fosfolipidos de la membrana plasmatica
intervienen en la via intrinseca de la coagulacion. También intervienen en la respuesta
inmunitaria, especialmente en la inflamacién: estimulando la cicatrizacién y la quimiotaxis
de leucocitos, fibroblastos y células musculares. El proceso de transformacion de plaquetas
inactivas en un tampon plaquetario se debe a la adecuada interaccion de tres sistemas: la

hemostasia primaria, hemostasia secundaria y retraccion del coagulo.

1.3.1 HEMOSTASIA PRIMARIA

La activacion de las plaquetas desempefia un papel esencial en las respuestas tanto
fisiolégicas como patoldgicas, pudiendo ser activadas bajo una amplia variedad de
estimulos. Tras producirse una lesion en el vaso sanguineo, se produce una constriccion
vascular, terminando en la formacion del trombo blanco o tapon plaquetario. Para ello,
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la plaqueta debe pasar por cuatro fases: cambio de forma, adhesion, secrecion y agregacion
(Sharathkumar y col., 2008).

1.3.1.1 Cambio de forma

Es la primera manifestacion fisica de la activacion plaquetaria, es el cambio de
forma discoide (Fig. 4A) a esferoide, que se acompana de un incremento en la superficie
desde 8,02 um’ (plaqueta en reposo) a 13 um’ (plaqueta activada). Disminuye la longitud
del sub-esqueleto sub-membrana aportando asi membranas para este proceso. Este cambio
da lugar a la formacién de varios pseudépodos finos o filipodios (0,1 pum de diametro)
desde el borde del disco (Fig. 4B) (Garcia Mesa y cols., 2000; Zucker, y cols., 2007). Para que se den
estos cambios es importante un notable incremento en los niveles de Ca®" intracelular para
la activacion de las fibras de actina y miosina (Garcfa Mesa y cols., 2000). El segundo paso es el
cambio de forma, de disco a una esfera irregular, que esta correlacionado con la
fosforilaciéon de la miosina y ademas en el citoplasma aparece una red de filamentos de
actina. El cambio de forma causa que el haz de microtibulos se tumbe debajo del borde
del disco para centralizarse y rodear los granulos de las plaquetas, los cuales son
concentrados en el centro de la misma (Fig. 4C) (Shapiro, 1999; Diaz-Ricardo, 2000). Es un

proceso independiente de Ca®* (cuando el estimulo es el ADP) y dependiente de energfa
(Garcia Mesa y cols., 2000).

Figura 4: Cambio de forma de las plaquetas durante la coagulacion. (A) Forma discoide de la plaqueta, (B) cuando son
expuestas a agentes coagulantes las células se asientan en el sustrato y extienden numerosos filipodios, (C) y luego se
expanden debido a un reordenamiento del citoesqueleto de actina el cual esta unido a la membrana plasmatica (Lodish y
cols., 2005).

1.3.1.2 Adhesion plaquetaria

Cuando ocurre una lesion en la pared de un vaso, quedan expuestos productos
subendoteliales (por ejemplo, colageno, Factor von Willebrand, fibronectina y laminina)
existiendo una serie de interacciones entre receptores de membrana y sus correspondientes
ligandos en el sub-endotelio expuesto. En el inicio del proceso de adhesion plaqueta-vaso,
juega un papel preponderante el complejo glicoproteico de las plaquetas (GP Ib/IX), que
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se une al vVWF, sintetizado por el propio endotelio o circulante en el plasma, que a su vez
tiene la capacidad de unirse al sub-endotelio (Sharathkumar y cols., 2008).

También la GP IV y el complejo GP Ia/Ila, de la membrana plaquetaria,
participan en el proceso adhesivo, via unién al colageno. Otro complejo glicoproteico, el
ITb/IIIa, que se expone en la supetficie de las plaquetas activadas podtia participar en el
proceso adhesivo, por su capacidad para interaccionar con varias proteinas adhesivas y con
el colégeno (Fig. 5) (Nieswardt y cols., 2001; Pereira, 2006).

Una etapa subsiguiente a la adhesién plaqueta-vaso, es la adhesiéon plaqueta-
plaqueta (cohesién). En este proceso, que tiene lugar cuando el vaso se ha recubierto de
una monocapa de plaquetas, participan otras glicoproteinas de la membrana plaquetaria.
Estas incluyen la GP Ib, que interacciona con el vWE, la GP Ic que interacciona con la

fibronectina, y la GP IV que interacciona con la trombospondina (Fig. 5) (Marcus y cols,
1993).

ADHESION-COHESION
Plaqueta-Plaqueta

Ic b /1X

f f

Fibrinégeno Fibronectina FvWillebrand Trombospondina

t f
ADHESION \ I g
Plaqueta - Vaso / lIb-llla Plaqueta v

Ib/IX IV /la-lla

Proteinas adhesivas \ T /'

Colageno FvWillebrand Colageno

Iib-llla w\

Figura 5: Adhesion y Cohesion Plaquetaria (Adaptado de Garcia Allut, 2000).

1.3.1.3 Agregacion plaquetaria

a. Mecanismo de activacion

En la sangre o plasma, las plaquetas sin estimular, no interaccionan entre ellas y
permanecen como células aisladas. La agregacion plaquetaria es el resultado de una uniéon
entre plaquetas activadas (Pereira, 2006), y para que tenga lugar es necesario que el inductor
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exponga el receptor del fibrinégeno en la plaqueta, y que esta proteina se una al mismo,
formando puentes de union plaqueta-plaqueta.

Un evento que sigue a la activaciéon plaquetaria es el incremento de la
concentraciéon de Ca*" citoplasmatico, cuyo mecanismo bioquimico no ha sido determinado
totalmente en la mayoria de los casos. Con respecto a la ADP, Epinefrina, Trombina,
Colageno y tromboxano A, (TXA,), se ha demostrado que se produce la activacion de la
fosfolipasa C (PLC), que da lugar a la formacién de 1,4,5 trifosfato de inositol (IP;) (que
libera Ca*" del sistema tubular denso y activa una miosina kinasa) y 1,2-diacilglicerol
(DAG). Este dltimo activa la proteina kinasa C (PKC) que desencadena una serie de
fosforilaciones de proteinas, la pleckstrina, que actia sobre los granulos o y densos,
produciendo la liberacién de su contenido, y expresion del receptor (Complejo GP
I1b/111a) para el fibrindgeno (Shapiro, 1999; White, 1998). El IP; activa la salida de Ca®" de los
depositos intracelulares al citoplasma, lo que activa la fosfolipasa A, citoplasmatica
(PLA,), que cataliza la hidrolisis de los fosfolipidos de membrana y da lugar al acido
araquidonico (AA). Este se metaboliza preferencialmente con la enzima ciclooxigenasa
(CO 6 COX) y tromboxano sintasa (IS) para dar lugar al TXA, que promueve la
movilizacién de Ca®* del sistema tubular denso y también a cambios en la estructura de la
glicoproteina IIb/IIIa (Coller, 1986). E1 TXA, no solo es un potente agregante plaquetario,
sino también induce vasoconstriccion. Otra consecuencia, es inducir la secrecion de los
granulos o y densos (TXA,, serotonina, ADP), cuyo objetivo es activar nuevas plaquetas
(Fig. 6) (White, 1998; Redondo, 2004; Garcia Mesa y cols., 2000; Pereira, 2006). En el caso del TXA, se
cree que también hay entrada a la célula del Ca®" extracelular a través de una intensificacién
del intercambio Na“/H" de lo cual depende més de la mitad del incremento del Ca™
citoplasmatico (Shapiro, 1999).

Una consecuencia importante de la salida de Ca®* de los depésitos es la
facilitacién de los mecanismos de externalizacién del complejo glicoproteico IIb/IIIa
(GP IIb/IIIa), que sirve de receptor para el fibrindgeno, lo cual permite la agregacion
entre plaquetas a través de puentes compuestos por triadas: GP IIb/IIla (plaqueta A)-
fibrinégeno-GP IIb/Illa (plaqueta B) (Fig. 6) (Leung y cols, 1986). Ya que los agregados
plaquetarios forman un trombo o tapén inestable. Sin embargo a medida que la activacion
plaquetaria avanza, se produce una mayor contraccion del citoesqueleto de las plaquetas
que las apifa y hace que tengan una apariencia de fusionadas. Ademas la trombina,
generada localmente, da lugar a la formacién de hebras de fibrina que se unen a las
plaquetas agregadas, dando lugar a un armazon de fibrina al que se adhieren las masas
fusionadas de plaquetas (Guyton y Hall, 2006).
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Figura 6: Representacion esquematica de
Fibrindgeno la hemostasia primaria. Contacto del
colageno subendotelial por el factor von
Willebrand (vVWF) con la plaqueta o activacion
por agonistas (ADP, trombina y otros),
favorece la activacion de la fosfolipasa C
(PLC) y pone en marcha el ciclo del
T fosfoinositol (via fosfatidilinositol bisfosfato

ADP— ] / —— (PIP2)), formando al diacilglicerol (DAG) e

) - i inositoltrifosfato (IP3). Este activa la salida de
Trombina — RICER T Ca2* de los depositos intracelulares, entonces
PAF — R \ Ac. Araquidénico el Ca?* estimula a la fosfolipasa A2 (PLA2) la

cual libera acido araquidénico (AA) que a
través de la ciclo oxigenasa (CO) vy
Tromboxano — R / tromboxano sintasa (TS) produce tromboxano
A2 (TXAz). Esto determina un aumento de

Ca?* aumentando la contraccion plaquetaria y
produciendo la secrecion de granulos a 'y
densos (TXAz, ADP, Trombina) y la

Tromboxano Ay

Actividad externalizacion del complejo GP lib/llla que

o " o Coagulante sirve de receptor del fibrindgeno y asi formar
A delasPlaquetas  5510qaq0s plaquetarios. Por ofra parte el
/ﬁ e, DAG activa a la proteina kinasa C (PKC) que
X mn también es capaz de regular la secrecién de

granulos plaquetarios (White, 1998).

b. Mecanismo de inhibicién

Entre los mediadores que evitan que ocurra la adhesion plaquetaria al endotelio
esta la heparina, que previene la estimulacién de los receptores de trombina y las
prostaglandinas, que regulan de forma negativa la funcién de muchas vias de sefializacion
en la plaqueta. La PGE, estimula la sintesis de AMPc que activa la proteina quinasa A
(PKA), que a su vez fosforila diversas proteinas que conlleva a la reducciéon de la
liberacién de Ca®'. La activaciéon de la PKA también inhibe la PLC y PLA, y la
polimerizacién de actina. Ademas, debemos destacar el 6xido nitrico (NO), producto del
metabolismo de los aminoacidos, que estimula la sintesis de guanosina monofosfato
ciclica (GMPc), actuando de manera similar al AMPc. De hecho ambos, GMPc y AMPc,
trabajan de forma sinérgica regulando la funcién de las plaquetas (Moore y cols., 2010; Jardin,
2011). También la cicloxogenasa (CO), actia a nivel del AA- endotelial y en la PGG2
derivada del AA-plaquetario formando prostaciclina al elevar los niveles de AMPc. Por
ultimo, las células del endotelio vascular expresan en sus membranas CD39, una enzima
con actividad ATP difosfohidrolasa que degrada ATP y ADP, reduciendo la capacidad de
ambos para estimular las plaquetas (Redondo; 2009; Jardin, 2011).
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1.3.1.4 Secrecién plaquetaria

Después de un estimulo fuerte, los granulos o, densos y lisosomiales se alargan y
emiten pseudépodos, se aproximan a la membrana plasmatica y se funden en ella. Debido
a la entrada de agua, aumentan de volumen y esto propicia la liberaciéon de su contenido al
medio exterior (ADP, serotonina, fibrindgeno, Ca™ y otros) lo que se denomina secrecion.
Las sustancias liberada mantienen la activacion, atraen y activan otras plaquetas y ademas
intervienen en la coagulacion de la sangre (Richardson y cols., 2005).

La secreciéon se produce ante agonistas fuertes en ausencia de agregacion, pero
necesita de ésta cuando las plaquetas son activadas con agonistas débiles. L.a secrecion de
los granulos o ocurre con mayor facilidad que los densos y parece contribuir a las
interacciones de las plaquetas con otras células como linfocitos y monocitos. Asi, el
contenido y secrecion de los granulos densos parece dependiente de dos vias: una es la
medida por la elevacion de los niveles de Ca®" citosdlico, la otra por la activacion de la PKC

que participara fundamentalmente en los procesos de fusién (Zucker, 1999; Diaz-Ricardo, 2000;
Garcia Mesa y cols., 2000).

1.3.2 HEMOSTASIA SECUNDARIA

Casi simultaneamente a la formacién del tapon plaquetario, se pone en marcha el
proceso enzimatico que tiene lugar sobre la pared vascular o superficies celulares para dar
lugar a la formacién del codgulo sanguineo o trombo rojo, ya que la agregacion
plaquetaria en si misma es temporal (Juan Marco y cols., 2000; Pereira, 2006; Murillo, 2000).

1.3.2.1 Coagulacion de la sangre

Este proceso finaliza con la formacién de fibrina, que es la transformacioén de una
proteina soluble como el fibrinégeno en una insoluble o fibrina, cuyas redes constituyen la
trama del coagulo. En la composicion del coagulo participan otros elementos sanguineos,
como plaquetas, hematies y leucocitos. En la coagulacién intervienen una serie de factores,
que se llaman Factores de la Coagulacion, la tabla 2 recoge los factores mas importantes
(Guyton y Hall, 2010). Estos factores son protefnas, excepto el Ca®" (Factor IV) y el Factor I1I
(fosfolipidos de la membrana plaquetaria). LLos factores proteicos de la coagulaciéon pueden
estar en dos formas: inactiva y activa. La forma activa se suele nombrar con el nimero

romano al que se le aflade la letra “a”, por ejemplo: IX (forma inactiva), IXa (forma activa).
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Tabla 2: Factores de Coagulacién y sus sinénimos.

Nombre

. Nombre Comtin Otros Nombres
Cientifico

Factor | Fibrindgeno

Factor Il Protrombina

Factor IlI Tromboplastina Tisular Factor Tisular (TF)

Factor IV Caz*

Factor V Proacelerina Factor Labil
Acelerador de la Conversion

Factor VII Proconvertina de Protrombina Sérica
(SPCA)

Factor VIII:C Factor Antihemolitico Cofactor plaquetario |

Factor VIII:R Factor vonWillebrand (vWF)

Componentes de

Factor IX Factor de Christmas Tromboplastina Plaquetario
Factor X Factor Stuart-Power

Factor XI Antecedente de Tromboplastina (PTA)

Factor Xl Factor de Hageman

Factor XllI Factor estabilizante de fibrina

Precalicreina
(PK)
Kimdgeno de
alto peso
molecular
(HMWK)

Factor Fletcher

Factor Fitzgerald-Flaujeac-Williams

Proteina C y Proteina S

Los factores proteicos en su forma activa pueden funcionar como proteasas
(enzimas proteoliticas) y como cofactores de las proteasas (aumenta la velocidad de las
reacciones). Los factores al ser activados, actian sobre otros activandolos a su vez, dando
lugar al modelo de “Ia cascada de Ia coagulacion”, estableciéndose dos vias: la extrinseca
y la intrinseca.

En la via intrinseca, el mecanismo que inicia la coagulaciéon es el contacto de la
sangre con las plaquetas activadas o con las fibras de colageno del sub-endotelio. En esta
via todos los factores requeridos para la coagulacion estan presentes en la circulaciéon. En
la via extrinseca se requiere un factor extrinseco a la sangre, el factor tisular (FT), también
llamado Tromboplastina tisular o Factor III. Este factor es liberado cuando la lesiéon es
grande y afecta a los tejidos que rodean al vaso. Se libera desde las células dafiadas de los
tejidos que rodean al vaso. La via extrinseca es mas rapida que la via intrinseca, se produce
segundos después de la lesion (Guyton y Hall, 2010). En la figura 7 estan representadas ambas
vias con las reacciones enzimaticas proteoliticas en cascada.
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Figura 7: Modelo de la cascada de la coagulacion. La via intrinseca, es iniciada cuando se realiza
el contacto entre la sangre y superficies expuestas. La via extrinseca es iniciada cuando ocurre la
lesion vascular lo cual resulta en una exposicion del factor tisular (FT). Las flechas verdes representan
el punto de cruce entre ambas vias. Las dos vias convergen en la activacién del factor X a Xa. El
factor Xa que a su vez activa al VIl a Vlla como indica la flecha verde. El factor Xa hidroliza y activa la
protrombina (Il) a trombina (Tr). La trombina puede por ende activar los factores XI, VIIl y V lo que
ayuda a que proceda la cascada. Basicamente el papel de la trombina es convertir el fibrindgeno a
fibrina y activar el factor XlIl a Xllla. El factor Xllla se une a polimeros de fibrina y asi solidifica el
coagulo. Precalicreina (PK), Kinindgeno de alto peso molecular (HMWK), Complejo del Factor tisular
(CFT), Fosfolipido (PL). Las lineas rosas representan las vias anticoagulantes: inhibidor del FT (inh
FT), proteina Cy S (PC/PS) y antitrombina (AT) (Obtenido de www.quimbiotec.com).

Sin embargo este modelo en cascada, presenta inconsistencias al trasladarlo a la
clinica, lo que llevé a nuevas investigaciones. Actualmente la coagulaciéon se describe a
través del modelo celular de Hoffman y cols., que consideran que el proceso de la
coagulacién no ocurre en cascada, sino que son las superficies celulares, segun las
propiedades que presenten, las que controlan este proceso. Estos autores han desarrollado
un modelo celular que se diferencia en tres fases: la de iniciacion que ocurre en las células
que tienen FT como los fibroblastos y se forma el complejo FT'/VIla, la de amplificacion
donde se activan las plaquetas y los co-factores preparindose para la generacion de
trombina y por ultimo la de propagacion en la que se generan grandes cantidades de
trombina en las plaquetas activadas. El proceso clave en este modelo es la formacion del
complejo FT/VIla (Hoffman y cols., 2001).
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El proceso de la coagulaciéon se activa al producirse un dafio en un vaso
sanguineo. LLos monocitos, neutréfilos y macrofagos son atraidos por el endotelio del vaso

danado al activarse el receptor P-selectina de las células endoteliales y de las plaquetas (Del
Conde y cols., 2005).

Los leucocitos desprenden microparticulas que se unen a la membrana de las
plaquetas y proporcionan FT' que iniciara el proceso de la coagulacién (Hoffman y cols., 2001;
Del Conde y cols., 2005).

e Fase de iniciacion: 1.a coagulaciéon tanto en venas como en arterias es

desencadenada por el FT que se encuentra en fibroblastos o monocitos. Este se
une al factor VII produciendo factor VIIa. El factor VIIa apenas tiene actividad
enzimatica por si solo, es necesario que se una al FT para que la tenga, formando
el complejo FT/VIIa. La formacién de este complejo es el proceso clave de este
modelo. El complejo FT/VIIa activa el factor IX y al X produciendo el factor IXa
y el Xa. El factor Xa convierte pequefias cantidades de protrombina en trombina,
que aunque son insuficientes para completar el proceso de formacién de la
fibrina, tiene un papel fundamental en la activacion de las plaquetas en la fase de
amplificacion (Fig. 8) (Mann y cols., 2005).

e  Fase de amplificacion: Al dafiarse el vaso sanguineo las plaquetas al igual que el

plasma entran en contacto con el tejido extravascular. Las pequefias cantidades de
trombina generadas en la fase de iniciacion son suficientes para aumentar la
adhesion de las plaquetas al tejido celular asi como para activarlas. La activacion de
la plaqueta altera la permeabilidad de la membrana, lo que permite la entrada del
Ca® y la salida de sustancias quimiotacticas que atraen a los factores de la
coagulacion a su superficie y, simultaneamente, se liberan el factor V y los
fosfolipidos necesarios para la coagulacion. Los factores activados en esta fase son
el factor V, el VIII y el XI. Por tanto, en esta fase se producen plaquetas activadas,
factor Va, VIlla, XJa. Este paso es muy importante para que continie la
propagacion de la coagulacion ya estos componentes activados son fundamentales
(Fig. 8) (Pérez-Gémez y cols., 2007).

e  Fase de propagacion: Para la coagulaciéon son necesarios los factores IXa y Xa.

El factor IXa, en presencia de Ca®", se une al factor VIIIa en la superficie de las
plaquetas activadas, formando un complejo que también cataliza la formacion del
factor Xa en grandes cantidades. Este factor Xa, en presencia de Ca®", se une al
factor Va en la superficie activada de la plaqueta para formar el complejo
protrombinico. Este complejo protrombinico activa la protrombina formando
gran cantidad de trombina al separarse de la superficie de la plaqueta y sera
suficiente para la formacion del coagulo. Esta trombina hace que el fibrindgeno se
convierta en monémeros de fibrina y se active el factor XIII (Furie y cols., 1992). El
fibrin6geno es una glicoproteina formada por un dimero de tres cadenas
polipeptidicas. La trombina arranca el radical amino de las cadenas a y {3 liberando
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los fibrinopéptidos A y B, convirtiendo de este modo el fibrinégeno en
monomero de fibrina. Los mondémeros de fibrina se polimerizan formando
protofibrillas. El factor XIIla se entrecruza con las fibrillas haciendo que se
solidifique el coagulo (Fig. 8) (Becker y cols., 2006).

élul F.FT =
DW=
' @
Qo oy i
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Figura 8: Modelo celular de la coagulacion. Las tres fases de la coagulacion ocurren en superficies
celulares: la iniciacion se produce en células que contienen factor tisular (FT) como fibroblastos o
monocitos; la amplificacion, fase en la que se activan los cofactores y las plaquetas y la propagacion
ocurre en la superficie de las plaquetas activadas. (VWF). Las lineas rosas representan las vias
anticoagulantes: inhibidor del FT (inh FT), proteina C y S (PC/PS) y antitrombina (AT) (Adaptacion de
Hoffman y cols., 2001).

Existen diferentes mecanismos que limitan la cascada de la coagulacion al sitio de
la lesion: 1) el flujo sanguineo normal, que arrastra factores activados; 2) el higado actia
como filtro quitando de la sangre dichos factores activados; 3) proteasas que degradan
ciertos factores activados y otras que inhiben. La proteina C, cuya sintesis se da en el
higado y es dependiente de la vitamina K, se activa al unirse con la trombomodulina,
actuando especificamente en la degradacion de los factores Va y VIlIa, con lo que limita la
proyeccion de la cascada. La antitrombina III, también sintetizada en el higado, pero que
no es dependiente de la vitamina K, es la principal inhibidora. Es una proteina que actia
inhibiendo irreversiblemente a varios factores pro-coagulantes activos, sobre todo la
trombina, pero también la kalicreina y los factores IXa, Xa, Xla, y XIla. La accién de la
antitrombina es aumentada por el heteropolisacarido heparina, que se encuentra en el

endotelio de los vasos sanguineos y en los granulos de las células cebadas (Fig, 8) (Robbins y
cols., 2009).
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1.3.3 RETRACCION DEL COAGULO y FIBRINOLISIS

La lisis del coagulo comienza inmediatamente después de la formacion del coagulo
de fibrina. Cuando se forma el coagulo, se atrapa una gran cantidad de plasminégeno en
todo el coagulo junto a otras proteinas del plasma. Los tejidos dafiados y el endotelio
vascular liberan muy lentamente un activador poderoso llamado activador del
plasminoégeno tisular (t-PA) que unos pocos dias mas tarde, después de que el coagulo
haya detenido la hemorragia, convierte finalmente el plasminégeno en plasmina, de intensa
actividad proteolitica y capacitada para digerir los anillos de fibrina, digerir el fibrinbgeno y
desactivar otros factores de la coagulacion (V, VIII). Al romper la fibrina se forman
fragmentos solubles de tamafio pequefio, son los productos de degradacién de la fibrina
(PDF) (Guyton & Hall, 2010).
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2. ELION Ca*

2.1 MOVILIZACION DEL Ca?
2.1.1 ALMACENES DE Ca?* PLAQUETARIO
2.1.2 MECANISMOS QUE PRODUCEN UN AUMENTO EN LA CONCENTRACION CITOPLASMATICA DE Ca?*
2.1.3 MECANISMOS DE ELIMINACION DE Ca?* DEL CITOPLASMA CELULAR

2.2 HOMEOSTASIS DEL Ca% EN LAS PLAQUETAS

2. EL ION C/*

2.1 MOVILIZACION DEL Ca*

El i6n Ca®" es uno de los mensajeros intracelulares mas importantes de los descritos
hasta ahora, porque esta implicado en una larga lista de procesos celulares y fisiologicos
(Redondo, 2004). Al contrario que otros segundos mensajeros, el Ca”", como la energfa, no se
crea ni se destruye en la célula sino que simplemente se transporta desde el exterior
extracelular o depositos intracelulares hasta aquellos lugares donde se localizan los
multiples efectores del Ca®’, es decir la sefial de Ca®" es, en primer lugar, una cuestion de
transporte.

Cuando las plaquetas estan en reposo, la membrana citoplasmatica es relativamente
impermeable al Ca®’, encontrandose éste en una concentraciéon extracelular 10.000 veces
superior a la intracelular. L.a concentracién de Ca®* del reticulo endoplasmatico (RE) es del
orden de los milimolares, aunque en el citosol sea apenas de 100 nM, lo que se traduce en
una distribucién intracelular no homogénea. Este gran gradiente quimico, junto al potencial
negativo del interior celular, hace que exista un enorme gradiente electroquimico que

favorece la entrada de Ca’** a través de canales especificos (Fox y cols., 1987; Salzman y cols.,
1989).

Existen multiples tipos de canales de Ca®" caractetizados por su mecanismo de
activacion (“gating”) bien por voltaje, uniéon de ligandos extracelulares o intracelulares. La
activacion celular por hormonas u otros ligandos, induce generalmente un cambio bifasico
en la concentracién de Ca”" libre citosdlico ([Ca*"]o). A una primera fase transitoria debida a
liberacién intracelular de Ca®" inducida por IP; le sigue otra fase mantenida, frecuentemente
asociada a oscilaciones de [Ca*]., debida a la entrada de Ca®" desde el medio extracelular
(Villalobos, 2005 ). Putney en 1986, propuso que la entrada de Ca*" extracelular estaba activada
precisamente por el vaciamiento de los depésitos intracelulares de Ca®". Hoy dfa, este
mecanismo de accién, al que se denomin6 entrada capacitativa de Ca** (ECC), es
considerada la via mas importante de entrada de Ca®" en las células no excitables (como las
plaquetas), aunque también participa en las células excitables (neuronas, miocitos y células
endocrinas), donde regula numerosas funciones celulares (Putney, 1986; Villalobos, 2005).
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A continuacién, se exponen los principales mecanismos y vias conocidas de la
.- ., 2
movilizacién del Ca®".

2.1.1 ALMACENES DE Ca** PLAQUETARIO

El mayor almacén de Ca®* en la mayoria de los tipos celulares es el STD 6 RE. Pero
otros organulos, también contienen altas concentraciones de Ca’ y actian como
compartimentos liberadores de Ca®" frente a un agonista; éstos incluyen a la mitocondria y
a las organelas 4cidas (Juska y cols,, 2008). Asi, en las plaquetas hay dos tipos de almacenes de
Ca’": el STD, que es anilogo al RE y los almacenes acidicos (Lopez y cols., 2005; Lépez y
cols,, 2006). El STD expresa una bomba transportadora de Ca*’, denominada ATPasa-
transportadora de Ca’* (ATPasa-Ca’") del reticulo sarco(endo)plasmitico o SERCA. En las
plaquetas se expresa la isoforma SERCA2b, que tiene alta sensibilidad a la tapsigargina
(TG). Los almacenes acidicos (lisosomas y granulos de secrecién), contienen la
isoforma SERCA3 (Fig. 9), con una baja afinidad a la TG y sensible a la 2,5-di-
terbutilhidroguinona (TBHQ). La TG y la TBHQ), son los inhibidores mas especificos de la
SERCA vy son usados para investigar su papel en la regulacién del Ca®" citoplasmatico,
impidiendo que se bombee Ca*" al interior de estos almacenes (Jardin y cols., 2008).

Alto [TG]

NAADPR

Almacenes
Ht Acidicos

Bajo [TG]

Figura 9: Representacion esquematica de los dos tipos de almacenes de Ca?* y las vias
de flujo de Ca?'. El sistema tubular denso (STD) expresa la isoforma SERCA2b con alta
sensibilidad a la tapsigargina (TG) y los depdésitos acidicos, contienen al SERCA3, una isoforma
con baja afinidad a la TG y sensible al &cido ciclopiazonico y la 2,5-di(ter-butil)-1,4,-
hidroquinona (TBHQ). Los agonistas liberan CaZ* de los almacenes y la H*-ATPasa genera un
gradiente de protones a través de la membrana organelar de los depdsitos acidicos. La
liberacion del Ca2* del STD se da a través de la produccion de IP3 -IP3 receptor (IP3R), receptor
NAADP (NAADPR) (adaptado de Juscay cols., 2008; Jardin y cols., 2008).
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2.1.2 MECANISMOS QUE PRODUCEN UN AUMENTO EN LA
CONCENTRACION CITOPLASMATICA DE Ca*'

2.1.2.1 Liberacién de Ca** desde los depésitos intracelulares

Se produce por la apertura de canales situados en sus membranas y son de
diferentes tipos:

e Receptor inositol trifosfato (IP;-R): El 1P, promueve la liberacién del Ca®*
secuestrado en el STD, llevando al aumento de la concentracion citosodlica de este
catién. El mecanismo de movilizacién del Ca®" implica la unién del IP; a un
receptor especifico (IP5-R) en la membrana del STD. El IP; es generado cuando se

activa la fosfolipasa C por medio de la subunidad o de la proteina G acoplada a
un receptor (Fig. 9-10) (Quiton & Dean, 1996; Redondo, 2004). Se han descrito
diferentes tipos de IP;R, las isoformas 1, 2 y 3, que tienen diferente ubicacién
dentro de las plaquetas. La isoforma 1 y 2 son las mas abundantes en ¢l y la
isoforma 3 se encuentra en forma exclusiva en la membrana plasmatica, de
manera que cuando el canal se abre, deja entrar Ca®" desde el exterior. La accién
de IP; es modulada por el pH, cationes monovalentes, otros cationes divalentes y
el trifosfato de guanidina (GTP). El aumento del pH que acompafia la activacién
de las plaquetas, incrementa drasticamente la unién del IP; a su receptor. El papel
del Ca*" en la regulacién de la actividad del canal es doble, ya que a bajas
concentraciones (100-300 nM) estimula su apertura, mientras que tras el estimulo
del mismo con el IP;, a altas concentraciones de Ca®" citosélico reducen su
actividad hasta llegar a inhibirla por completo. Estos canales también pueden estar
regulados por la accion de proteinas, como las tirosinas kinasas dependientes de
AMPc y GMPc (El-Daher y cols., 1996; Redondo, 2004).

®  Receptor de Ia rianodina (RyR): Se sitia en la membrana nuclear interna y en

el STD, existen tres isoformas para este canal y juega un rol similar al IP; en la
liberacion del Ca®* Estos canales estan regulados por varias sefiales quimicas, es
decir modulados por diferentes sustancias como la rianodina, Ca*’, ATP, cafeina y
ADPribosa (McPherson y Campbell, 1993; Ozawea, 1999; Rosado y cols, 2004).

e  Receptor del dcido nicotinico-adenin dinucledtido fosfato (NAADP-R): El
NAADP, es sintetizado por la propia célula en el interior de la mitocondria, es un

. 2 . P . .,
potente regulador de los niveles de Ca®" citosélico, provocando la liberacion desde
los depésitos intracelulares a través de un canal que es distinto de los que son
sensibles a rianodina e IP; A pesar de esta clara distincién, el uso de tres
mensajeros intracelulares distintos, permite a las células aumentar su repertorio
de disposicién Ca®" para codificar los mensajes intracelulares. Una caracteristica
2 3 . ., .
de los canales de Ca®" sensibles a2 NAADP es su localizacién funcional en
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organelas de reservas (depositos acidicos, como lisosomas), por lo tanto el
NAADP también movilizarfa el Ca®" a partir de estos depésitos (Fig. 9) (Lee y cols,
1995; Ganazzani y cols., 1996; Churchil y cols., 2002; Patel y cols., 2010), y desde el interior del
nucleo a través de la envoltura nuclear al STD (Gerasimenko, 2004). Los ultimos
estudios mantienen la hipétesis de que el NAADP podria estar unido a proteinas,
posiblemente a proteinas de membrana, ya que esto explicaria la aparente

heterogeneidad de los almacenes de Ca®" que el NAADP aparentemente descarga
(Galioni y cols., 2005).

®  Receptor de esfingosina 1-fosfato (SIP-R): Esta molécula es un segundo

mensajero que libera Ca** del RE, a través de un canal permeable al Ca*’,
posiblemente por la unién a un esfingolipido liberador de Ca®* presente en la
membrana del RE (Mao y cols., 1996; Yatomi y cols., 1997). Por otra parte este lipido
puede activar los receptores de rianodina, ya que la esfingosina 1-fosfato aumenta
la unién de la rianodina a su receptor y la liberacién de Ca®* es impedida por los
bloqueadores del receptor de rianodina (Rosado, 2004).

e  Proteinas secuestradoras de Ca’* en el interior de los almacenes: Permiten

que existan diferencia de concentraciones entre ambas partes de la célula sin que
afecte a la integridad celular, ya sea secuestrando o liberando Ca®*". Entre las
proteinas que liberan Ca®* estan la calreticulina y calsecuestrina (Camacho y cols.,
1995). Otras como la calnexina y la familia de las proteinas sensibles a shock

térmico (HSP) son capaces de retener Ca*" en el interior del citoplasma (Redondo,
2004).

2.1.2.2 Entrada de Ca*" desde el exterior

El Ca** liberado de los depositos intracelulares a veces resulta insuficiente para
llevar a cabo una activaciéon completa de los mecanismos celulares, o para que una vez
finalizados los estimulos, las células puedan rellenar sus dep6sitos. La entrada de Ca®* desde
el exterior puede ocurrir gracias a la apertura de los siguientes canales:

e Canales operados por voltaje (VOC): En células excitables, la entrada de Ca**

se da por la apertura de canales que son activados por voltaje, por lo tanto, sucede
muy brevemente, ya que durante la transmision del potencial de accidn, el
movimiento de cargas de un lado y otro de la membrana, induce el cambio
conformacional del canal, adoptando un estado abierto transitorio, de modo que

el Ca’* puede entrar a favor de gradiente (Fig. 10) (McCleskey, 1994; Redondo, 2004;
Parekh & Putney, 2005).

e  Canales operados por receptores (ROC): Pueden ser activados por diferentes

tipos de moléculas (acetilcolina, glutamato, ATP y ADP) y algunos agonistas
celulares. La apertura de este tipo es muy rapida, se produce cuando hay una
unién entre el receptor y el canal, o mediante unos sistemas de proteinas
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acopladas a los receptores. En plaquetas se ha visto que este canal se activa
cuando es estimulado por ADP (Fig. 10) (Sage, 1992; Rosado y cols., 2004).

Canales operados por segundos mensajeros (SMOC): 1.a entrada de Ca*' se

debe a la unién de segundos mensajeros al canal, tales como el IP,, el Ca®* o
DAG, que produciran su apertura. Ademas de haber sido descrito principalmente
en plaquetas, también las células endoteliales y algunos modelos de células

excitables presentan este tipo de activacion (Fig. 10) (Ma y cols., 2001; Parekh & Putney,
2005).

Canales operados por almacenes (SOC): Son activados por el vaciamiento de
los depositos intracelulares del reticulo endoplasmatico y mitocondrias (Fig. 10 A
y B). Se ha propuesto como el principal canal en células no excitables, como las

plaquetas, para la entrada de Ca* desde el medio extracelular (Varga-Szabo vy cols,
2008).
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Figura 10: Modelos que regulan la entrada de Ca?* a través de la Membrana Plasmatica. (A) El CaZ* puede
entrar en la célula por varias clases de canales: Canales operados por voltaje (VOC): se abren por la
despolarizacién de la membrana; Canales operados por segundos mensajeros (SMOC): activados por mensajeros
moleculares, el mas comun el IP3, nucledtido ciclicos y mensajeros de derivados lipidicos (como el DAG, Acido
Araquidénico); Canales operados por receptor (ROC): activados por unién directa de un agonista. En adicion y
bajo algunas condiciones el CaZ* puede entrar por el intercambiador Na*/Ca2* (NCX) operado en modo reverso y,
(B) Canales operados por almacenes, (SOC: del inglés store-opered channels): activados por una sefial (como el
IP3) de un compartimento especializado del RE y mitocondria, la deplecion de estos almacenes intracelulares de
Ca? produce su apertura (Parekh y Putney, 2005).

2.1.2.3 Entrada capacitativa del Ca** (ECC)

. . 2+ , . .
Es el mayor mecanismo de flujo de Ca™" en células no excitables y es el mecanismo

: 2 o .
que comunica los almacenes de Ca®" con los canales de la membrana plasmatica (MP) (Jardin

y cols, 2008). Este modelo se basa en el vaciamiento de los depdsitos intracelulares,

produciendo una sefial que abre canales en la membrana plasmatica, lo que induce el

2 . 1 o .
aumento de Ca’’ citosélico y el rellenado de los depdsitos que a su vez cierra los canales de

Ca*'. Es decir la estimulacion celular induce la entrada de Ca** de un modo indirecto. De

~ 2 . ., .
este modo, la sefial que abre los canales de Ca®" no es la activacién del receptor ni la
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generacién de 1P, per se, sino el propio vaciamiento de los depésitos de Ca*" (Villalobos,
2006). Este modelo se denominé posteriormente entrada de Ca®* regulada o mediada

por los almacenes (del inglés: store operated calcinm entry, SOCE o SMCE o ECC) (Redondo,
2004).

Numerosas estrategias permiten llenar los depésitos de Ca** de un modo
independiente de receptor IP;, activando la ECC. Por ejemplo, los bloqueantes de la bomba
de Ca®" especifica del reticulo (Tapsigargina, Acido ciclopiazénico), ionéforos (Tonomicina)
o la simple incubacién en medio libre de Ca®" y diilisis con tampones de Ca*".
Posteriormente, se descubrié en mastocitos y otros tipos celulares, que el vaciamiento de
los depésitos intracelulares de Ca®’ inducia la aparicién de una corriente de Ca**
completamente nueva que se denominé Icrac (de Ca®'-release activated curreni) (Hoth y cols,
1992). Segun este modelo la activacion de los canales del IP; produce la liberaciéon masiva de
Ca®" provocando una corriente de despolatizaciéon que solo finalizaba cuando se abrian los
canales (Icrac) de la membrana que presentaban una gran selectividad por el Ca*". Se estima
que la selectividad de este canal por el Ca™* respecto a Na' es 1000:1, similar a la de los
VOCCs y que podria haber al menos 5.000 canales funcionales por célula. Icrac no es la
unica corriente descrita que se activa por el vaciamiento de los depésitos intracelulares,
como ya habfamos mencionado, los canales operados por almacenes (SOC) también juegan
un papel importante, pero presentan propiedades electrofisiologicas diferentes, lo que
sugiere que la ECC esta mediada por una familia de canales mas que por un tnico canal.

Redondo y cols., en el 2004 observaron que la proteina de la familia SNAP-25 (del
inglés: Synaptosomal-Associated-Protein) y SNARE (receptor del SNAP), participa en la
activacion y mantenimiento de la ECC en plaquetas humanas. Y que las especies reactivas
de oxigeno, como el H,0,, poseen un papel dual sobre la activacién y mantenimiento de la
ECC dependiendo de la dosis (a dosis altas produce una fuerte inhibicién y a dosis bajas un
incremento en dicho mecanismo). Esto se debe a que el H,O, induce la polimerizacion del
citoesqueleto de actina por activacion de la proteina tirosina-quinasa (p60src), activando la
ECC. La remodelacién de estos filamentos de actina podtia proporcionar un soporte para
el transporte de Ca’* a los almacenes, al permitir el acoplamiento de IP; a otro receptor
(WTRPC1: potencial receptor canonico humano 1) (Fig, 10). Ben-Amor y cols., 2006).

La molécula de interacciéon estromal 1 (STIM1), que es una proteina trans-
membrana principalmente localizada en la membrana de los almacenes de Ca®" (en el RE),
ha sido recientemente identificada como un sensor intra-luminal de Ca®* que comunica la
cantidad de Ca*" almacenado a los canales de la membrana plasmatica (Galan y cols., 2009).
Ademas de la expresion del STIMI, diferentes moléculas, tales como el Orail y varias
isoformas del TRPC (receptor canoénico de potencial transitorio), han demostrado jugar un
rol importante en la formacién de canales SOC (Jardin y cols., 2011). En plaquetas humanas, el
STIMI1 interactia con la isoforma hTRPC1 y Orail tras la depleciéon de los almacenes y
estimulacién por agonistas, formando el complejo SOC, para la entrada de Ca*" a la célula.
Por lo tanto, estas proteinas son importantes para la agregacion plaquetaria (estimuladas
con ADP y Trombina) (Fig. 11) y van a ser mediadores de la regulacion de la entrada de
Ca’". Tanto es asf, que Galan y colaboradores apuntan que la inhibicién de la sefializacion

27



dependiente de STIM, Orail y hTRPC, puede ser una nueva estrategia para prevenir o
tratar la hiperactividad plaquetaria y desérdenes tromboticos (Galan y cols., 2009).

Deplecién
Figura 11: Modelo de la interacciéon entre
hTRPC, Orai y STIM1 en plaquetas. En reposo
el TRPC es estabilizado por su interacciéon con

de Almacen
(lento)
Orai. Tras un estimulo, la disociacion rapida del

lcrac 2 Son . .
Se;a"za""t" de Orai con TRPC, activa el TRPC y produce la
) epeceptor e
] oo depleciéon de Ca?* de los almacenes, lo que

[ Bediaclta i dis_ocia el Ca? deI_STIM intraluminal y se formgn

Gk uniones STIM-Orai. El TRPC se une al complejo

Ca®" Canal lcrac (lento) Canal en Reposo Orai-STIM y estabiliza su conformaciéon en un
Calclo Selectivo TRCP (cerrado) estado en el cual opera como un canal lcrac

i (adaptado de Liao y cols., 2007).

En contraste, cuando es bloquea experimentalmente la comunicaciéon entre STIM y el
complejo Orail-hTRPC, se forman canales hTRPC. A través de estos canales se produce
una entrada “wo capacitativa”, tal vez porque se forman complejos heteroméricos con otras
subunidades de hTRPC activadas (Jardin y cols., 2011).

2.1.3 MECANISMOS DE ELIMINACION DE Ca?
DEL CITOPLASMA CELULAR

2.1.3.1 Recaptacion de la SERCA

El Ca®" citosélico es nuevamente “reintroducido” al RE, mediante la actuacién
de una la bomba denominada ATPasas transportadoras de Ca’* (Ca*'-ATPasa) del
reticulo sarco(endo)plasmitico o SERCA (Fig. 9), la cual tiene una alta afinidad por el
Ca™; capaz de transportar 2 iones de Ca*" desde el citoplasma al lumen de esos
compartimentos utilizando la energfa de hidrélisis del ATP en presencia de Mg”".
También tiene la propiedad de actuar como una bomba electrogénica en relacion 1
Ca™ /1 H" (Inesi, 1972; Carafolli, 1992; Redondo, 2004; Sepiilveda Justo, 2006).

La SERCA se aislé por primera vez del reticulo sarcoplasmico del musculo
esquelético. Es una proteina integrada en la membrana del STD o RE. Se han
identificado 7 isoformas de SERCA, siendo la 3 y derivados de sus genes: SERCA3 h3b,

SERCA3 h3c, SERCA3 h3d, SERCA3 H3e, SERCA3 h3b/c; las mas importantes en
plaquetas (Maclennan, 1970).

Existen diferentes moduladores de SERCA, como el fosfolamban, que inhibe su
actividad reduciendo su afinidad por el Ca®’; el fosfolamban es inhibido por PKA y la
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calmodulina cinasa, que son proteinas de membrana del reticulo endoplasmico, donde
actuan como inhibidores reversibles (James y cols., 1989; Sepilveda Justo, 2006). También puede
estar inhibida por agentes farmacoldgicos como, la tapsigargina (TG) y el acido
ciclopiazénico y la 2,5-di(ter-butil)-1,4,-hidroquinona (TBHQ)) (Cavallini y cols., 1995).

2.1.3.2 Eliminacion de Ca*" al medio extracelular

Se produce mediante dos mecanismos diferentes:

e Ca’ATPasa de la membrana plasmitica (PMCA): 1.a bomba de Ca** de
membrana plasmatica o PMCA, ayuda a que la célula pueda recuperar la

concentracién de Ca*" basal, mediante su expulsién desde el citoplasma al exterior
celular. Utiliza la energfa de hidrolisis del ATP en presencia de Mg2+ por un
mecanismo de reaccion similar al SERCA. Esta bomba es el tnico transportador
de Ca®" de alta afinidad de la membrana plasmatica, por lo tanto no solo
interviene en la regulaciéon global, sino también realizando un fino ajuste de

concentracién de Ca* en eventos préximos a la ventana (Salvador y cols., 1998;
Sepulveda, 2000).

Para este tipo de transportador se han descrito hasta 4 isoformas, siendo la
PMCA 4, la proteina mas expresada en las plaquetas (Rosado y cols,, 2010). La
actividad de la bomba se ve controlada por mensajeros secundatios como la Ca®'-
calmodulina, la tirosina kinasa, la proteina serina-treonina cinasas y por proteasas
como la calpaina, haciendo que la PMCA aumente su afinidad por el Ca** (Fig,
12). El vanadato es un inhibidor especifico de la PMCA, sobre todo a

concentraciones menores a 10 uM (James y cols, 1989; Strehler y Zacharias, 2001;
Sepulveda, 2000).

e Intercambiador Na* /Ca"" (NCX): Es un transportador bidireccional situado en

la membrana plasmatica, produce la expulsion del Ca™* por el movimiento del Na*
en sentido contrario, es decir que depende de los gradientes electroquimicos para
estos dos iones y del potencial de membrana. La estequiometria usual es de 3 6 4
iones de Na" por 1 de Ca®'; teniendo una baja afinidad por el Ca®*, pero con una
capacidad de transporte muy alta. Se han descrito tres isoformas diferentes de esta

bomba, diferenciadas entre si por su regulacion a través del i6n potasio (Fig. 12)
(Philipson y cols., 2002; Sanchez y cols., 2010).

2.1.3.3 Recaptacién de Ca®" por la mitocondria

Cerca del 25% del Ca®" intracelular esta almacenado en las mitocondrias. Estan
localizadas en las proximidades de los canales que liberan Ca*", secuestrando parte del
Ca* liberado desde los almacenes sensibles a los agonistas y luego liberindolo
lentamente, una vez que la estimulacién del estimulo ha terminado (Bootman y cols., 2002;
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Villalobos, 2005). Existen numerosos estudios sobre la importancia de la mitocondria en la
homeostasis del Ca** en diferentes tipos celulares, pero en las plaquetas no estd
definitivamente establecido, y parece que no tienen una funcién relevante en la ECC
plaquetaria, posiblemente debido a su escasa abundancia (unas 7 mitocondrias por
plaqueta) (Beutler y Williams, 2001; Jardin, 2011).

2.1.3.4 Recaptacién de Ca®* por proteinas

La concentracién de Ca®* citoplasmatico también puede ser regulada por proteinas
que se encuentran en el citoplasma, al igual que en el reticulo endoplasmatico, la mayoria
actia como tampones de la concentracion de Ca®* intracelular, manteniendo su
concentracién muy baja en situaciones de reposo, de modo que mantienen un equilibrio
entre el Ca’’ libre y el unido a proteinas. Entre estas protefnas encontramos la calretinina,
calbindina, calmodulina y parvalbumina (Mogami y cols, 1999; Rosado y cols, 2004).
Experimentos previos en nuestro laboratorio mostraron que la expresion de la
calmodulina estaba aumentado en plaquetas de ratas con cirrosis biliar y que esto podria
estar relacionado con la mayor producciéon de NO (Iyu, 2005).

2.2 HOMEOSTASIS DEL Ca** EN LAS PLAQUETAS

Como habiamos mencionado anteriormente, las plaquetas poseen varios
compartimentos intracelulares que almacenan Ca”, siendo el STD vy los almacenes
acidicos los mejor estudiados. Estos reservorios presentan distinta sensibilidad al
vaciamiento estimulado por agonistas, de tal manera que el vaciamiento del STD esta
principalmente mediado por la activacién de receptores de membrana acoplados a
proteina G, que activan la PLC y la sintesis del IP;, mientras que en los depdsitos acidicos
el vaciamiento esta mediado por la produccion de NAADP vy su interaccién con su
receptor en la membrana de estos granulos (Zhu y cols., 2010; Jardin, 2011). Por ejemplo, la
trombina activa los receptores PAR1, PAR4 y la GP Ib/IX/V, de los cuales PAR1 y PAR4
liberan Ca*" del STD y tendra alguna accién pero pequefia sobre los almacenes acidicos, y
la GP Ib/IX/V actia sobre los granulos acidicos.

Pero la agregacion no solo se va a producir por el vaciamiento de los almacenes,
sino cuando se alcanza una [Ca’’], determinada (Jardin y cols., 2007; Jardin, 2011). Para
alcanzar la concentracién necesaria de Ca®" para la activaciéon de la agregacion, las
plaquetas presentan distintos mecanismos, que permite la entrada de Ca*" a la célula: son
los canales ROC, SMOC y SOC. El canal ROC, uno de los mas estudiados presenta un
receptor P2X, que es activado por ATP, que permite la entrada de Ca™ y Na'. Ademas,
esté la activacién de canales de Ca®* por segundos mensajeros, como por ejemplo el DAG
(un producto de la hidrolisis del PIP,) que interactia formando el complejo calDAG-
GEF/RasGRP. Sin embargo, el mecanismo de entrada de Ca*" mas importante es la ECC
y sus canales SOC, requiere la participaciéon de STIMI1, los canales SOC, Orai y distintos
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miembros de la familia TRPC, los receptores de IP; y SERCA (Redondo y cols., 2008; Salido y
cols., 2011; Jardin, 2011). Este mecanismo esta soportado por el citoesqueleto y se realiza en
lugares especificos de la membrana que poseen un alto contenido de colesterol, que
favorece la interaccién entre proteinas.

La maquinaria enzimatica necesaria para la reduccién de la [Ca*'], consta de las
bombas SERCA2b (del STD), SERCA3 (de los granulos acidicos), que reintroduce Ca**
dentro de los almacenes y la PMCA en la membrana plasmatica, que extrae el Ca®* hacia
el exterior. Ademas, el NCX, colabora con la expulsion de Ca”" hacia el exterior celular
intercambiando Ca®" por Na'. El efecto sobre la [Ca*'], varfa segin el tipo de agonista
plaquetario; por ejemplo, con trombina, la entrada de Ca*" es de un 10-20 % del total de
la respuesta; sin embargo, con ADP, la reduccién de la entrada de Ca”™ reduce la
agregacion de forma casi completa. Asi, el bloqueo de la interacciéon entre STIM1 y los
canales SOC, inhibe completamente la agregacion inducida por ADP y reduce la inducida
por trombina (Fig. 12) (Galan y cols., 2009; Jardin, 2011).

Receptor de

Sistema Tubular Denso

D:g:is:::;s : ([Ca%*11 mM)
ca?* (ICa?*]1mM)

Figura 12: Homeostasis del Ca?* en las plaquetas. La estimulacion celular por agonistas activa la formacion de
segundos mensajeros que inducen a la liberacion de Ca%* almacenado en el sistema tubular denso (STD) o
almacenes acidicos. Abreviaturas: Adenosina 5'-trifosfato (ATP); D-1,2-diacilglicerol (DAG); entrada capacitativa
de Ca% (ECC); entrada no capacitativa de Ca2* (ENCC); intercambiador H*/Ca2* (HCX); inositol 1,4,5-trifosfato
IP3; receptor de IP3 (IPsR); intercambiador Na*/Ca2* (NCX); canales de dos dominios de poro (TPC) (adaptado de
Rosado y cols., 2004, Jardin Polo, 2011).
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3. ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO (ROS)

3.1 TIPOS DE ROS
3.2 GENERACION in vivo DE ROS
3.3 DEFENSAS CELULARES CONTRALAROS
3.4 EFECTO DE LAROS SOBRE LOS COMPONENTES CELULARES
3.5 ROSY PLAQUETAS
3.5.1 ROS DERIVADO DE LAS PLAQUETAS

3. ESPECIES REACTIVVAS DE OXIGENO (ROS)

Las especies reactivas de oxigeno o ROS (del inglés: reactive oxygen species), agrupa a
una serie de radicales libres y no radicales, cuya estructura alberga un atomo de oxigeno y
son quimicamente muy reactivas, debido a su corta vida media, baja selectividad y elevada
reactividad (Rosado y cols.,, 2004). En la mayor parte del siglo XX, las especies reactivas del
oxigeno (ROS) eran consideradas como un “agente de oxidacion”, que causa dafios en los
tejidos. Al entrar en el siglo XXI, estamos empezando a reconocer que las ROS se
producen de una manera bien regulada para ayudar a mantener la homeostasis a nivel
celular, es decir, son esenciales para las funciones bioldgicas, ya que regulan muchas vias de
transducciéon por reacciéon y modificacion directa con las proteinas, factores de
transcripcion y genes, para modular sus funciones en pro de la supervivencia y
proliferacion celular (Beckman y cols., 1998).

Sin embargo, cuando el aumento de ROS alcanza un cierto nivel (umbral toxico),
puede desbordar la capacidad antioxidante de la célula y ser altamente reactivo con el
DNA, proteinas y lipidos, causando la modificacién oxidativa de estas biomoléculas y
alterar sus funciones. Un leve aumento en el nivel de ROS puede dar lugar a una alteracion
celular transitoria, pero un aumento severo puede causas dafio o estés axidativo irreversible,
provocando la muerte celular. Ahora se reconoce que practicamente todos los estados de la
enfermedad implica un cierto grado de estrés oxidativo (es decir, desequilibrio en la
produccién/eliminacion de radicales libres) (Hensley y cols., 2002; Dachary, 2008).

3.1 TIPOS DE ROS

La mayorfa de las investigaciones sobre las especies reactivas de oxigeno, las han
clasificado en dos tipos: los radicales libres, que contienen uno o mas electrones
desapareados en su 6rbita molecular externa, y los no radicales libres, que no contienen
electrones desapareados, pero son quimicamente reactivos y se pueden convertir en
radicales (Trachootham y cols., 2009).

Dentro de las ROS, las especies de radicales de mayor interés desde el punto de
vista biolégico son el anién superdxido (*O,"), el radical hidroxilo (*OH7), el 6xido
nitrico (NO¥), el radical peroxilo (ROO¢) y el radical alcoxilo (RO®). Y dentro de las
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especies no radicales, los mas importantes son el peréoxido de hidrégeno (H,0,), el
acido hipocloroso (HCIO), el peroxinitrito (ONOQO™) y el oxigeno singlete (10,). En la
tabla 3 describimos brevemente alguna de las caracteristicas mds importantes de aquellas
moléculas representativas de ROS.

Tabla 3: Tipos de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS)

Especies

Reactivas Reaccion quimica Descripcion
de Oxigeno

Es una molécula relativamente poco reactiva, pero potencialmente
toxica, ya que puede iniciar reacciones que den lugar a otras ROS, que
a su vez son muy reactivas y peligrosas. Su eliminacion esta mediada

supA::g;do 20+ 2H— 20+ 0z por la enzima superoxido dismutasa (SOD). Sufre dismutacion para
formar H202 espontdneamente o por catalisis enzimatica y es un
precursor para la formacién de *OH catalizado por metales (Redondo,

2004; Le Bras y cols., 2005).
Radical H:0; + Fe?* — OH+ *OH +Fe3*  Es extremadamente reactivo e inestable, ataca la mayoria de los
hidroxilo 0z +H02 »OH+°*0H +0,  componentes celulares. Es el iniciador mas potente de reacciones en

cadena de los radicales libres. Se producen a través de las reacciones
de Fento y Haber-Weiss (Redondo, 2004; Dachary, 2008).

Es un gas lipofilico e hidrosoluble, de vida relativamente larga (3-5 s).
Se forma enzimaticamente a partir de la arginina, reaccién catalizada
por el oxido nitrico sintasa (NOS). Dicha enzima presenta tres
Oxido isoformas: la neuronal nNOS (tipol), la endotelial eNOS (tipolll) ambas
L-arginina+Oz2 — NO* + L-citrulina ~ S€ €Xpresan de manera constitutiva y cuya actividad esta regulada por
la concentracion intracelular de Ca?*. La ultima es la inducible iNOS
(tipo I1) esta involucrada en la respuesta inmune.
Sus funciones a nivel del organismo son, por ejemplo, regular el flujo
sanguineo local, inhibir la agregacion plaquetaria, aunque también
presenta acciones negativas, como inhibir las enzimas mitocondriales.

Nitrico

Radical Son los mas abundantes en los sistemas bioldgicos. No es tan reactivo.
Peroxilo Re +20,— ROO" Se forma a partir de la adicion de oxigeno a cualquier radical
hidrocarbono. Tiene una vida media larga (Darley-Usmar y cols., 1995).

No es un radical libre, ya que no posee electrones desapareados, pero
Peroxido de 0z +2¢+ 2H — H:0, tiene gran capacidad para la formacion de otros RL como el hidroxilo
Hidrégeno (OH ) 0 anion superoxido (+O2). Tiene una larga vida bioldgica, con la

capacidad de atravesar membranas biolégicas (Redondo, 2004; Le
Bras y cols., 2005).

3 Es una especie altamente reactiva capaz de oxidar y nitrar
Peroxinitrito NO+0, — ONOO componentes celulares y tisulares, como los residuos de tirosina de las
proteinas celulares y plasmaticas, del ADN, lipidos o enzimas
metabolicas. También es capaz de oxidar y producir deplecion de
antioxidantes endogenos como el ascorbato, glutation y la SOD (Bradi
y cols., 2002).

Son radicales formados por la interaccion de los radicales superéxido e
hidroxilo con los &cidos grasos polinsaturados. Se generan durante el

DAs+LH —AH+ Lo proceso de peroxidacion lipidica de las membranas biologicas. La

Radicales 2) L+ ++00* — LOO® . o . . -
lividicos LOO* + LH—> LOOH + L+ lipoperoxidacion proporciona el ejemplo clésico de la cadena de
P 3) L+ + LOO+ — LOOL reaccion de auto-propagacion en tres fases: iniciacion (1), propagacion

(2) y terminacion (3). Donde L es el lipido (habitualmente un acido
graso insaturado), LOO* es el radical peroxilipidico y LOOH es el
hidroxiperdxido lipidico. La modificacién oxidativa de lipidos y proteinas
puede causar un rapido deterioro y muerte celular (Usmar cols., 1995).
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3.2 GENERACION in vivo DE ROS

A medida que se han realizado investigaciones mas minuciosas sobre el papel o
efecto de la ROS sobre la célula, se ha visto que no depende de un aspecto meramente
cualitativo, sino que es un problema mds bien cuantitativo. Los procesos fisiolégicos
normales del organismo generan per se cierta tasa de sustancias oxidantes (Thannickal y
Fanburg, 2000; Redondo, 2004). Las principales fuentes endégenas de radicales libres en el

organismo son:

e Generacion de ROS durante la respiracion mitocondrial: En la formacion de
ATP a través del metabolismo oxidativo y transporte electronico mitocondrial el
O, se reduce normalmente hasta agua. Asi el O, se reduce en 4 etapas en cada una
de las cuales se transfiere un electrén. Sin embargo, el transporte electronico
mitocondrial no es perfecto y la reducciéon del oxigeno genera anidon superoxido
(*O,"). La dismutacion espontanea y enzimatica del *O,” da lugar a la formaciéon
de H,O,, y tanto el *O,” como el H,O,, pueden generar radicales *OH™. De este
modo, se estima que en condiciones fisiologicas normales entre el 1 y el 3 % de
oxigeno consumido por el organismo no llega a formar agua y acaba generando
radicales libres (Per(')n y cols., 2001; Lee y cols., 2004; Garcia Alonso, 2005).

e Reaccién en cadena de peroxidacion lipidica: Los radicales libres son capaces
de extraer un atomo de hidrégeno de un acido graso saturado generando un
radical lipidico (Le), cual puede reaccionar con el O, dando lugar a un radical
peroxilo (ROQO¢), estos radicales contribuyen a la propagacion de las reacciones
en cadena de peroxidacién lipidica sustrayendo dtomos de H' de otros acidos
grasos insaturados cercanos, generando asi nuevos radicales lipidicos (Le) e
hidroperdxidos lipidicos (LOOHz®). Estos se descomponen en radicales alcoxilo

(RO¢) y peroxilo (ROO¢®) contribuyendo a la propagaciéon del dafio oxidativo
(Verseci y cols., 1997; Lee y cols., 2004; Garcia Alonso, 2005).

e Peroxisomas: Poseen una gran variedad de enzimas que remueven electrones de
metabolitos, los cuales son utilizados para generar H,O, a partir de oxigeno
molecular (O,), ademads poseen la enzima catalasa, la cual descompone el H,0,. La
co-existencia de estos dos sistemas permite que exista un balance entre la
producciéon y generacion de ROS con el fin de evitar un estado de estrés oxidativo
(Singh, 2002; Jiménez y Silva, 2003). Se ha postulado que el peroxisoma consume
aproximadamente del 10 al 30 % de todo el oxigeno celular consumido en el
higado, por lo que se le atribuye una participacién importante en el metabolismo
de la ROS (Singh, 1997; Jiménez y Silva, 2003).

e Leucocitos: Los leucocitos polimorfonucleares, constituyen wuna fuente
importante, cuando se activan por diversas proteinas que actian especificamente
sobre ellos (complemento, interleuquinas y otros). Los leucocitos poseen en sus
membranas la enzima NADPH oxidasa, generadora de O, que en presencia de
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hierro se transforma en el radical hidroxilo (*OH7). Esta situaciéon se da
particularmente en los procesos inflamatorios (Sohal y cols., 1995; Perén y cols., 2001).

e Xantina deshidrogenasa: Esta enzima predomina en los endotelios e higado,
existen dos tipos: #po D, que es estimulada por el NAD" con formaciéon de
NADP, mientras que la del #po O, es dependiente del O,. Esta enzima es
encargada del catabolismo de las purinas en muchos tejidos, y provoca la
oxidacién de la hipoxantina a xantina y acido udrico, con la generacioén del radical

superéxido (Wau y cols., 1976; Ramirez y cols., 2000).

3.3 DEFENSAS CELULARES CONTRA LAS ROS

Como ya mencionamos, cuando la produccion de especies reactivas supera la tasa de
su eliminacion, se dice que existe un es#és oxidativo y para contrarrestar los efectos nocivos
de la ROS el organismo posee diferentes mecanismos de defensa antioxidante endégenos:
que constituyen los sistemas enzimaticos, encontraindose fundamentalmente en
los peroxisomas y en menor proporciéon en elcitosol y reticulo endoplasmatico. Y
antioxidantes exégenos: que son sistemas no enzimaticos, es decir adquiridos en la dieta.
Los mas representativos estan resumidos en la tabla 4.
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Tabla 4: Principales sistemas de defensa antioxidante del organismo*

Sistema Funcion

Antioxidantes endégenos

Superoéxido
dismutasa (SOD)

Es la primera barrera de defensa contra la produccién de radical superdxido
(+O2) convirtiéndolo en H20 y O2 (Zelko y cols., 2002).

Glutation peroxidasa (GPx)

Es dependiente del selenio y cataliza la reduccion del H202 a agua y de los
peroxidos lipidicos a alcoholes no toxicos (Matés y cols., 1999).

Glutation reductasa (GRed)

Cataliza la reduccion de glutation oxidado a reducido (GSH), el cual sera
utilizado por la GPx para la reduccién del peréxido (H202) y de lipoperoxidos
(LOOH) (Ledn y cols., 2004).

Glutation transferasa (GST)

Catalizan la conjugacién del glutation a varios compuestos electrofilicos,
eliminacion de peroxidos lipidicos.

Peroxidasa

Cataliza la oxidacion de un amplio numero de sustratos organicos e
inorganicos, utilizando el poder oxidante del H202 y peroxidos lipidicos,
descomponiéndolos en agua (Garcia y cols., 1994).

Catalasa

Cataliza la descomposicién del H20; a agua y oxigeno (Garcia y cols., 1994).

Antioxidantes exégenos

Vitamina E

Engloba multiples tocoferoles, de los cuales el mas importante es el a-tocoferol,
por ser el antioxidante mas potente y un importante inhibidor de la formacion de
nitrosaminas por su capacidad de captar 6xido nitrico (NO¢). Otra funcion
importante es la proteccion contra la peroxidacion lipidica (Aruoma, 1996).

Carotenoides

Este término se aplica al B-caroteno (precursor de la Vitamina A) y a
compuestos similares. Desactiva el oxigeno singlete y radicales libres, ademas
es capaz de bloquear la cadena de reacciones de peroxidacion (Edge y cols.,
1994).

Acido ascérbico
(Vitamina C)

Es una coenzima de oxidacién-reduccion que funciona también como defensa
ante los radicales libres. El ascorbato reducido puede regenerar la forma
reducida de la Vitamina E, donando electrones en un ciclo redox (Chen y
Tappel, 1995).

Compuestos fendlicos

Es captador de radicales libres y presenta una actividad quelante de metales
(Yamaguchi y cols., 1999).

Acido félico o Vit. B9

Hidrosoluble necesaria para la formacién de proteinas estructurales y
hemoglobina, su forma reducida, el acido tetrahidrofélico, actua como
transportador de atomos de carbono, importante para la sintesis de purinas y
por ende para el ciclo celular (Escorza y cols., 2009).

*(Tabla adaptada de Garcia Alonso, 2005)

36




Introduccion

3.4 EFECTO SOBRE LOS COMPONENTES
CELULARES

e Dafio oxidativo a los lipidos: Los radicales libres de alta reactividad, como el
hidroxilo (*OH), pueden sustraer un dtomo de H' de los acidos grasos; esta
reaccion ocurre en mayor medida en las membranas celulares y en las
lipoproteinas; por consiguiente, al disminuir la fluidez de las membranas
biolégicas, inactivar enzimas y receptores asociados a la membrana y aumentar la
permeabilidad al Ca*', se favorece la formacién de numerosos derivados téxicos

como los hidroperoéxidos, los 4-hidroxi-alquenales (Dennis y Shibamoto, 1989; Sevanian
v Ussi, 2000).

e Dafio oxidativo a las proteinas: El blanco principal de oxidacién es a los
grupos amino y carbonilo. Los aminoacidos mas sensibles al dafio oxidativo del
*OH son el triptéfano, la tirosina, la fenilalanina, la metionina y la cisteina
(Stadtman y Levine, 2000). Muchas ROS son capaces de oxidar grupos sulfidrilos de
las proteinas, o reaccionar con iones metalicos para generar una potente especie,
como el catién nitronio, capaz de nitrar muchos aminodcidos. Como resultado del
ataque de las ROS, se producen entrecruzamientos de cadenas polipeptidicas y
fragmentacion de las proteinas, perdiendo asi su funcién biolégica. Las
consecuencias bioquimicas de las modificaciones oxidativas a las proteinas,
incluyen la perdida de la funcién de receptores, enzimas y proteinas de transporte,

asi como la generaciéon de nuevos antigenos que provocan respuestas inmunitarias
(Simonian y Coyle, 1990).

e Dafio oxidativo al ADN: El *OH es la principal especie oxidativa que actua
sobre el ADN. Los dafios fundamentales estan en la ruptura de las hebras del
ADN, hidroxilacién de bases y fragmentacién del azacar 2-desoxi-D-ribosa.
Ademis, la movilizacién de Ca®" inducida por las ROS puede activar

endonucleasas dependientes de este cation y provocar la fragmentacion del ADN
(Southorn y cols., 1988; Henle y Linn, 1997; Box y cols., 2001).

3.5 ROSyPLAQUETAS

En los ultimos afios, varias publicaciones han sugerido que la ROS representa un
nuevo modulador de la actividad plaquetaria. Dentro del vaso sanguineo (células
endoteliales, fibroblastos, células musculares lisas), hay una constante y baja cantidad de
flujo de ROS. Se ha establecido que un incremento en la liberacion de ROS de la pared
vascular puede, indirectamente, afectar la actividad plaquetaria por secuestro del 6xido
nitrico (NO), disminuyendo asi la propiedad anti-plaquetaria del endotelio. Ademas, las
plaquetas también pueden generar ROS, como parte del control de su propia actividad
biolégica o incluso estar expuestas a grandes cantidades de ROS en condiciones de
reaccion inflamatotia (Krotz y cols., 2004).
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Ungvari y cols., demostraron que niveles altos en la produccién del radical
superoxido, influfan negativamente sobre la regulaciéon de la agregacion plaquetaria,
produciendo una excesiva activacion de la misma, interviniendo la disponibilidad del NO,
ya que reacciona con él y forma el peroxinitrito (ONOO™), lo cual impide que ese NO
secuestrado actué normalmente inhibiendo la agregacién plaquetaria. Ademas ese radical
superoxido genera un aumento en la sintesis de los tromboxanos (Ungavari y cols., 2003).

Varios estudios independientes han mostrado que el anién superdxido (*O,”) reduce
el umbral de activacion de las plaquetas frente a la estimulaciéon con trombina, colageno,
ADP, o AA y puede incluso inducir la agregacién espontanea (Handin y cols., 1977; De la cruz y
cols., 1992; Krotz y cols.,, 2004). En todos los casos el *O,”, pero no el *OH™ o H,O, va a
mediar un aumento de la actividad plaquetaria (Salvemini y cols., 1989). Pratico y cols.,
demostraron que el *OH™, se genera durante la agregaciéon plaquetaria en sangre entera,
inducida por colageno y que el manitol secuestrador del *OH™ evita en parte esta
agregacion, lo que sugiere que este tipo de ROS puede estar involucrado en el aumento
de la activacion plaquetaria dependiente de colageno (Pratico y cols., 1999).

Redondo y cols., en el 2004 observaron que el H,0O, es capaz de provocar liberacion
de Ca*" desde los depésitos intracelulares sensibles y no-sensibles a agonistas, mediante una
oxidacion de los puentes de disulfuro, que provoca un cambio conformacional en el canal
de Ca™ sensible a IP, Adicionalmente, el H,0, es capaz de inhibir la actividad de las
bombas SERCA'Y PMCA.

3.5.1 ROS DERIVADO DE ILAS PLAQUETAS

Las ROS son también generadas por la propia actividad plaquetaria. El aumento de
*O,” y otras ROS fue observado por primera vez en las plaquetas, por Marcus en 1977
(Marcus y cols., 1977). Donde la liberacién de ROS, incluyendo el *O,~, *OH™ y H,0O,, estaban
presentes tanto antes como después de la estimulacién con agonistas, como el colageno o
trombina (Caccese y cols., 2000; Wachowicz y cols., 2002); por lo tanto esta formacién endégena
de ROS sugiere su rol autocrino y paracrino en la activacién plaquetaria.

Varios sistemas enzimaticos contribuyen a la producciéon de ROS que van a influir
en la actividad plaquetaria. Al igual que en el endotelio, en las plaquetas encontramos la
NAD(P)H-oxidasa, la cicloxigenasa isoforma 1 y 2 (COX), citocromo P450, epoxigenasa
isoforma 2C9(CYP2CY), xantina oxidasa (XO), sintasa endotelial del NO (eNOS) y
contribuyen a la produccién de *O,~, *OH™ y H,0,. A La NAD(P)H-oxidasa plaquetaria,
se le ha prestado mayor atencién ya que puede ser activada por estimulaciéon de agonistas
que también inducen la activacién plaquetaria. Por ejemplo, al producir la liberaciéon de
*O,7, aumenta el reclutamiento plaquetario para la formacién del trombo, muy
probablemente por la desactivacién de una ectoendonucleotidasa plaquetaria y a que

aumenta la bio—disponibﬂidad del ADP (Fig. 13) (Krotz y cols., 2002; Iuliano y cols., 1997;
Pignatelli y cols., 2003; McVeigh y cols., 2002).
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También sabemos que el H,O, posee un papel dual sobre la activacion y
mantenimiento de la ECC, dependiendo de la dosis, ya que a bajas dosis produce un
incremento de dicho mecanismo, mientras que a altas dosis se produce una fuerte
inhibicién. Este papel dual viene dado por la capacidad del H,0O, de inducir polimerizacién
del citoesqueleto de actina y activacion de la proteina p60™ (Redondo y cols., 2004).

Hay que sefalar que las plaquetas expresan antioxidantes enzimaticos, lo que
también sugiere el rol de la ROS en la sefializaciéon plaquetaria, ya que estas enzimas no
solo previenen los efectos citotéxicos de la ROS, sino también sirven para regular las
oxidaciones producidas en las vias de sefializaciéon plaquetaria. Una de estas enzimas es la
glutation peroxidasa (GPx), cuya deficiencia congénita aumenta el riesgo de trombosis
(Freedman y cols., 1996); ademas, mejora la bio-disponibilidad del NO al catalizar su liberacion
desde los S-nitrosotioles (ya que el NO se almacena en los tejidos bajo la forma de S-
nitrosotioles) y la reducciéon de peréxidos lipidicos (Freedman y cols., 1995). Varios estudios
han demostrado que la formacién de S-nitrosotiol, en el plasma y en los eritrocitos
circulantes, que actian como transportadores de NO, esta envuelto en la regulacion del
tono vascular y el flujo sanguineo; sugiriendo que los S-nitrosotioles pueden servir como
reservorio de NO. La utilizaciéon de la butionin sulfoxamina (BSO) como inhibidor
intracelular de la glutation evita la liberacion del NO y por ende es capaz de deplecionar los
almacenes de NO (Rodriguez y cols., 2003).

Mediante el uso del glutation (GSH) como co-sustrato, la GPx no solo reduce el
H,0O, a agua, sino que también reduce los perdxidos lipidicos a sus respectivos alcoholes
(Loscalzo y cols, 2001). Consecuentemente, la adicion de GSH, reduce la agregacion
plaquetaria 7z vitro (Pacchiarini y cols., 1996); sin embargo la forma oxidada del GSH, el
disulfuro de glutatiéon (GSSG) al unirse con la integrina allbB, presente en las plaquetas,
llega hacer un mecanismo facilitador de la activacion plaquetaria inducida por agonistas.

Esto sugiere que el GSH puede contribuir en la regulacion de la actividad plaquetaria (Essex
y cols., 2004).

Debido a la complejidad de la quimica de la ROS y a la gran cantidad de fuentes
de regulaciéon enzimatica que estan potencialmente implicadas, el papel de la ROS para la
activacion plaquetaria y de los diferentes sistemas enzimaticos productores de ROS ain
no estan claros. Posiblemente la mera presencia de ROS en las inmediaciones de las
plaquetas, define las condiciones del campo de batalla fisiolégico en el cual las plaquetas
encuentran su destino fisiopatologico (Krotz y cols., 2004).
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Figura 13: Reclutamiento plaquetario en un trombo en formacion, por aumento del
anion superoxido (*02). Las plaquetas en reposo, al entrar en contacto con los
componentes de la matriz subcelular (lineas curvas), se unen al endotelio y se activan.
Las plaquetas activadas (forma irregular) liberan ADP (o TXA2) que conduce al
reclutamiento de otras plaquetas circulantes en estado de reposo (6valos). En la
estimulacion, las plaquetas también liberan ROS, tales como el *O2 que incrementan la
formacion del trombo, ya sea por prevencion de la degradacion del ADP o por disminucion
de la bio-disponibilidad del 6xido nitrico (NO). El éxido nitrico en condiciones fisiolégicas,
evita la activacién plaquetaria por un aumento de GMPc intra-plaquetario. La liberacion
plaquetaria de *O2 puede prevenirse mediante el inhibidor de la GPIIb/llla (Krétz y cols.,
2004).
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4. CIRROSIS HEPATICA

4.1 GENERALIDADES

La cirrosis hepatica es el estadio final de un gran numero de enfermedades que
afectan al higado. Las alteraciones estructurales causadas por esta enfermedad fueron
detectadas por primera vez en 1760 por Morgagni; en 1819 Laennec, describe la
enfermedad de un soldado muerto de hemorragias, derrame pleural y ascitis, como
“cirrosis” (del griego kirrhos=amarillo), debido a las granulaciones amarillas que
presentaba el higado, a las cuales les atribuyé equivocadamente una etiologia tumoral.
Bright en 1827 sefala al alcoholismo como el responsable de una hepatopatia
hidropigena. Ackerman y Kretz consideran, en 1880 que la lesién comienza a nivel del
hepatocito y que la repeticion de procesos de regeneracion y degeneracién consigue

alterar la estructura con proliferacién de tejido conectivo (Kervella, 1985; Marecos, 2000; Trejo-
Solis y cols., 2003).

La cirrosis es una enfermedad cronica, caracterizada por una alteracion difusa de la
arquitectura hepatica con presencia de fibrosis y nédulos de regeneracion y una pérdida
funcional de la masa hepatica. La fibrosis resulta de la pérdida del equilibrio entre la sintesis
y la degradacion de las proteinas de la matriz extracelular, principalmente el colageno que
es la protefna mas abundante en esta estructura. El coligeno se acumula por una
disminuciéon importante en su degradacion, considerandose un proceso auto-perpetuable e
irreversible. Estos cambios conducen el desarrollo de hipertensién portal e insuficiencia
hepatica que condicionan las posibles complicaciones que se pueden presentar. Hay que
tener en cuenta que la cirrosis hepatica es un factor predisponente para el desarrollo de

carcinoma hepatocelular, con un riesgo del 20 % tras 5 afios de seguimiento (Durand & Valla,
2008; Cardenas, 2009).
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Esta enfermedad constituye uno de los principales problemas de salud en el mundo,
considerandose como una de las diez principales causas de mortalidad, estimandose
800.000 muertes cada afo a nivel mundial (WHO, 2010). En Europa es considerada un
importante problema de salud publica, especialmente entre la poblacién masculina,
causando mas de 170.000 muertes/afio.

La cirrosis hepatica se puede clasificar en compensada o descompensada. Se denomina
cirrosis  descompensada cuando se asocia a la presencia de alguna de las siguientes
complicaciones mayores: hemorragia digestiva, ascitis, encefalopatia hepatica o ictericia. La
cirrosis compensada es la que no ha desarrollado ninguna de las complicaciones mayores.

Las causas mas frecuentes de cirrosis hepatica en la edad adulta son el consumo
crénico de alcohol y los virus de la hepatitis B y C. Etiologias menos frecuentes son la
hemocromatosis idiopatica, la enfermedad de Wilson, la hepatitis autoinmune, fibrosis
quistica, la esteatohepatitis no alcoholica, las colestasis obstructivas cronicas (cirrosis biliar),

la obstrucciéon del drenaje venoso y la hepato-toxicidad (Lépez y col., 2001; Trejo-Solis y cols.,
2003).

4.2 MODELOS EXPERIMENTALES DE CIRROSIS

Los modelos experimentales en animales, usados para el estudio de la cirrosis

hepatica, son:

¢ Administracion de sustancias con efecto hepatotéxico: Como Ia
dimetilnitrosamina o el tetracloruro de carbono (CCl,). La dimetilnitrosamina,
ademas de su efecto hepatotoxico, posee una potente actividad carcinogénica, por
lo que su uso es mas restringido. El CCl, es el hepatotdxico mas empleado desde
que, en 1936, Cameron y Karunaratne indicaron que su administraciéon repetida a
ratas produce cirrosis hepatica. Desde entonces, la cirrosis hepatica inducida por
CCl, ha sido objeto de numerosos estudios, usando ratas u otras especies
animales, asi como diferentes dosis y modos de administracién del toxico. El CCl,
puede ser administrado de forma subcutanea, intramuscular o intraperitoneal;
introducido por medio de una sonda gastrica o administrado por nebulizacion en

el interior de una camara estanca.

e Administracion de alcohol: En este modelo se utilizan dietas con elevado
contenido de alcohol, sin embargo este modelo es poco usado ya que la
apariciéon de lesiones histologicas importantes sélo es evidente tras periodos

muy largos de tratamiento.

e Ligadura parcial de la vena porta (LVP): Es realmente un modelo de
hipertensién portal, ya que este tipo de ligadura va a producir el desarrollo
gradual de venas portales colaterales. Esta via circulatoria paralela priva a la
circulaciéon hepatica de flujo portal y proporciona una via a través de las cuales
multiples toxinas eluden el  metabolismo hepatico, causando
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encefalopatia y fallo hepatico en un modelo de hipertensiéon portal (Wiest y cols.,
1999; Reyero y cols., 2001).

e Ligadura del conducto biliar (LCB): Es el modelo experimental mas
estudiado, se basa en la obstruccion total o parcial de los conductos biliares. Para
ello, se practica la ligadura del ducto biliar comun (ILCB) o la ligadura parcial
(LCBP), es decir de uno de los dos ductos biliares (derecho o izquierdo). Dichos
modelos se caracterizan por una alteraciéon del transporte de sales biliares
(provocando una colestasis) (Rodriguez-Garay, 2003), el desarrollo de fibrosis (Milani
y cols., 1990) y, en estadios mas tardios, la cirrosis biliar (Serviddio y cols, 2004). Segun
los autores, a los 15 dfas se manifiestan los signos de la colestasis y a los 28 dias
aproximadamente un 75 % de las ratas tienen cirrosis establecida (Martinez-Prieto y
cols,, 2000). Produce una lesién histologica similar a la cirrosis humana y se
acompana de ascitis abundante.

Los dos ultimos modelos son capaces de provocar una hipertension portal
presinusoidal sin dafio hepatico, pero que produce de modo predecible y
homogéneo la mayoria de las alteraciones hemodindmicas que se observan en la
Cirrosis.

Los conocimientos actuales sobre la colestasis extrahepatica inducida por
ligadura del ducto biliar muestran una alteracion de la expresion de proteinas
canaliculares de la membrana plasmatica, debido a la degeneracion de la ruta de
transporte vesicular, y también a la pérdida de la integridad de las uniones
estrechas. La colestasis obstructiva se caracteriza por la retencion de la bilis en
los conductos hepaticos (con proliferacion de los mismos), hipertensiéon portal y
la lesién centrilobular (Rodriguez-Garay, 2003). A dichas modificaciones se asocian
trastornos metabolicos, alteraciéon del metabolismo de los 4cidos grasos y de los
cuerpos cetonicos (Lang y cols., 2001) y perdida de la funcién mitocondrial (Huang y

cols., 2003), que a su vez esta asociada a una mayor produccion de estrés oxidativo
(Serviddio y cols., 2004).

4.3 CIRROSIS BILIAR

La cirrosis biliar se debe a una lesién u obstruccién prolongada del sistema biliar
intrahepatico o extrahepatico. Se acompana del trastorno de la excreciéon biliar, destruccion
del parénquima hepatico y fibrosis progresiva. La cirrosis biliar primaria (CBP) se
caracteriza por inflamacién crénica y obliteracion fibrosa de los conductillos biliares
intrahepaticos. La cirrosis biliar secundaria (CBS) es consecuencia de la obstruccion
prolongada de los conductos biliares extra-hepaticos. Aunque las cirrosis biliares primaria y
secundaria son entidades diferentes desde un punto de vista fisiopatolégico con respecto a
su desencadenante inicial, muchos de sus rasgos clinicos son similares. La causa de la CBP
es desconocida, pero muchos datos sugieren que puede ser debida, primero a una anomalia
hereditaria de inmunoregulacion, caracterizada por la incapacidad de suprimir una respuesta
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inflamatoria sobre los conductos biliares pequefios; la segunda causa puede ser
medioambiental, un evento desencadenante que pone en movimiento el proceso
inflamatorio. Tedricamente, cualquier factor que dafie los conductos biliares puede servir
de estimulo disparador (Zumaeta y cols., 1998; Harrison, 2006; Cardenas, 2009).

LLa mayoria de los estudios estan mas enfocados a la CBP, debido a que su incidencia
y prevalencia han aumentado en los dltimos afios, probablemente porque la mayoria de los
casos se diagnostican en etapas muy iniciales y asintomaticas, cuando solo se detecta una
leve alteracion bioquimica o la presencia de anticuerpos anti-mitocondriales (AMA) o bien
en el proceso de otras enfermedades asociadas (Pares, 2008).

En la CBP, el impedimento en el flujo normal de la bilis desde el polo canicular del
hepatocito al duodeno, se asocia a un aumento de las concentraciones séricas de
compuestos que normalmente se excretan en la bilis, tales como los acidos biliares, la
bilirrubina y de las enzimas y—glutamil-transpeptidasa (GGT), y fosfatasa alcalina (FA)
(Pérez Fernindez y cols., 2004; Arduni, 2009). Estos compuestos potencialmente téxicos dentro
del hepatocito, desencadenan procesos apoptéticos y necréticos en el higado. Dichos
acontecimientos son los responsables de desencadenar la fibrosis hepatica que conduce
finalmente a la cirrosis biliar (McGill y col., 1998; Arduni, 2009).

4.3.1 ALTERACIONES DEL FLUJO SANGUINEO

La circulacién hepatica es de naturaleza centripeta y esta formada por el sistema
porta y la arteria hepatica. El sistema porta transporta sangre poco oxigenada y rica en
nutrientes, proveniente del tracto gastrointestinal, del pancreas y del bazo. Este sistema
constituye el 70-75 % del flujo sanguineo hepatico, siendo el restante 25 % proporcionado
por la arteria hepatica (Belloch, 2009).

Uno de los aspectos fisiopatolégicos claves para entender muchas de las
complicaciones que aparecen en el transcurso de la cirrosis hepatica es la existencia de un
estado circulatorio hiperdinamico. Se caracteriza por un gasto cardiaco elevado, un
descenso de las resistencias periféricas con hipotension arterial y un aumento del flujo
sanguineo, fundamentalmente en el territorio esplacnico (Ferrer, 2001). Se inicia con la
aparicion de la hipertensién portal, que provoca desarrollo de una vasodilatacion periférica
arteriolar, ocasionando una hipervolemia relativa al disminuir el volumen sanguineo arterial
efectivo. Esta hipovolemia activa los sistemas presores de regulacion de la presion arterial
(renina angiotensina, catecolaminas y otros), que a su vez producen la retencioén hidrosalina,
con la consiguiente expansion de volumen plasmatico y el desarrollo del estado circulatorio
hiperdinamico, haciendo que el balance entre la vasodilataciéon y vasoconstricciéon sea
anormal. En adicion a los cambios en la resistencia vascular, principalmente localizado en
las arterias y arteriolas pequefas, la funcién de las largas arterias también puede estar
alterada en la cirrosis (Richter y cols., 2000; Ferrer, 2001; Herriksen y cols., 2001).
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Aunque no se sabe con certeza qué mecanismos causan el inicio y mantenimiento
del trastorno circulatorio, se conoce que el 6xido nitrico (NO) desempefia un papel muy
importante en la vasodilatacion periférica existente, ya que el NO es un potente
vasodilatador de origen endotelial que esta aumentado tanto en los modelos experimentales
de cirrosis como en los pacientes con cirrosis hepatica (Lépez y cols., 2001; Ferrer, 2001). Varios
estudios, en animales con cirrosis, demostraron que la inhibicién de la sintesis del NO

reduce la circulaciéon hiperdinamica y mejora la funcién excretora renal (Lépez y cols., 2001;
Atucha y cols., 2002).

En cuanto a los fenémenos hemodinamicos que acompafian a la cirrosis, se
considera que los factores de riesgo clasicos (hemorragia a nivel capilar, lesiéon de la pared
vascular, aumento de permeabilidad capilar, el aumento generalizado de la presion
sistémica) permiten explicar del 50 al 60 % de los eventos cardiovasculares producidos en
esta enfermedad (Robbins y cols, 2004). En la dltima década se han ampliado las
investigaciones sobre los denominados nuevos factores de riesgo, identificando una
variedad de ellos que estan vinculados con el desarrollo de las alteraciones
cardiovasculares como son la hiperfibrinogenemia, incremento de los niveles plasmaticos
del factor VII, el inhibidor del plasminégeno (PAI), la proteina C reactiva y la
hiperhomocisteinemia (HHcy).

4.3.2 DANO OXIDATIVO

El estrés oxidativo observado en el modelo de cirrosis experimental afecta a la
mitocondria. Una de las causas principales de las alteraciones del estado redox parece ser el
aumento de la concentraciéon de sales biliares hidréfobas. Asi, experimentos iz vitro han
demostrado un incremento en la produccién de perdxidos (por las mitocondrias) en
hepatocitos sometidos a distintas concentraciones de acidos biliares. Ademas, los autores
mostraron que las sales biliares hidréfobas son las principales responsables de incrementar
la produccion de perdxidos (Sokol y cols., 1995).

En las células y tejidos sanos, mas del 90 % de glutatién total estda en su forma
reducida (GSH) y menos del 10 % que existe en la forma de disulfuro (GSSG) u oxidada.
Un aumento de la proporcién entre el GSSG y GSH se considera un indicativo de estrés
oxidativo. Una caracteristica de la citrosis es el incremento del GSSG, asi como del
cociente GSSG/GSH, y de los niveles de malondialdehido (MDA) en higado y en plasma,
ademas de la oxidaciéon del ADN nuclear (Kitada y cols, 2001). En periodos largos, la
disminucién de GSH hepatico se produce por dos mecanismos independientes: por un
lado, la disminucion de la expresion del gen que codifica para la y-glutamil-cistefna sintetasa
(y-GCS: responsable de la homeostasis del GSH), a los 21 dfas de colestasis y por otro lado,
la oxidacién del GSH a GSSG. La administracion diatia de acido ursodeoxicolico (UDCA)
en ratas puede restablecer los niveles fisiologicos del ARN mensajero de la y-GCS y

mejorar el estado redox del glutatién (Serviddio y cols., 2004; Ebrahimkhani y cols., 2005; Carnicer y
cols., 2000).
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Durante el desarrollo de la colestasis hepatica se manifiesta una hipertension portal,
que eventualmente conlleva el desarrollo de ascitis, el cual parece estar asociado a una
alteracion de la funcién endotelial, con incremento de las sustancias vasoconstrictoras. Por
ello, una defectuosa regulacién de la produccion del 6xido nitrico, producido por las
enzimas 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS) y la forma inducible (iNOS), podria estar
implicada en la hipertension portal en la cirrosis. Estudios en ratas LCB describen una
regulacion variable en la expresion de eNOS a lo largo del desarrollo de la fibrosis. Es
relevante mencionar que, independientemente de los niveles de expresion de la enzima
eNOS 0 iNOS, y su localizacién y redistribucion en las células hepaticas, los niveles de NO
sistémico aumentan hasta la cuarta semana. En base a estos resultados, se podria pensar
que la produccién de 6xido nitrico y sus metabolitos (NO*, NO™ y peroxinitrito) puede
tener un papel importante en la regulacion de la funcién endotelial, pero también en la
modificacién post-traduccional de proteinas y en la liberacion de segundos mensajeros,
como el GMPc (Wei y cols., 20052; Wei y cols., 2005b). De hecho, Alcaraz y colaboradores, han
mostrado que ratas con cirrosis biliar presentan niveles aumentados de peroxinitrito, en el

rifién, que puede alterar la respuesta de la vasculatura renal y retenciéon de sodio (Alcariz y
cols., 2008).

4.4 FISIOPATOGENIA DE LA HEMOSTASIA
EN LA CIRROSIS

El higado juega un rol central en el mantenimiento de la hemostasia ya que es el sitio
de sintesis de la gran mayorfa de proteinas requeridas para la regulacion de la coagulacion y
fibrindlisis (Tabla 5). Por lo tanto, es logico pensar que los pacientes con cirrosis presenten
alteraciones graves en la coagulacioén, desencadenando disfibrinogenemia, hiperfibrindlisis y
trombocitopenia, siendo esta ultima, la alteracién mas frecuente, debido en parte a la
hipertensién portal, ya que el 90 % del pool plaquetario es secuestrado en el bazo
(hiperesplenismo) (Kaul y col,, 2000), y otra alteraciéon en menor medida, es la presencia de
anticuerpos antiplaquetarios o alteraciones en el metabolismo de la trombopoyetina.

Las pruebas de laboratorio que son mas utiles y estan facilmente disponibles para
evaluar la hemostasia en las enfermedades hepaticas, son el tiempo de protrombina (TP), el
tiempo de tromboplastina parcial activado (TTPa), el fibrindgeno, el recuento plaquetario y
el dimero D (CadwellSH y cols.,, 2006). En los ultimos afios se esta generalizando el uso del
tromboelastograma, para valorar 7 situ, la prediccion de sangrado y de una forma dinamica
la coagulacion, generalmente durante una cirugia mayor. (Lépez y col,, 2008), ya que el TP y el
TTPa no valoran los factores inhibitorios, como la proteina C o S.
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Tabla 5: Factores de coagulacion y lugar de sintesis

Factor  Sintesis Funcién
Procoagulantes

Fibrinégeno Higado Precursor de fibrina
Factor Il Higado Precursor de trombina
Factor V Higado, endotelio Cofactor en complejo protrombinasa
Factor VII plaquetas Unido a TF activa a los factores IXy X
Factor VIl Higado Cofactor
Factor IX Higado Activa al factor X
Factor X Higado Convierte protrombina a trombina
Factor XI Higado Activa factor IX
Factor Xl Higado Activa factor XI
Factor Xl Higado Une polimeros de fibrina
Precalicreina Higado Activa factor XII
HMWK Higado Activacion del cofactor de factores Xl y XI
Factor Ill (FT) Higado Cofactor

Endotelio, monocitos

Anticoagulantes
Antitrombina lll Higado Inactiva la trombina, factores 1Xa, Xa, Xla, Xlla
Cofactor Il de heparina Higado Inactiva la trombina

Proteina C Higado, endotelio Inactiva factores Va y Vllla
Proteina S Higado, endotelio Aumenta actividad de proteina C
Heparan sulfato Endotelio Ligando de antitrombina lll
Trombomodulina Endotelio Receptor de trombina permitiendo

la union a la proteina C

TFPI (1-2) Endotelio, higado Inhibe factor Vllay Xa
Fibrinoliticos

Plasminégeno Higado Precursor de plasmina

t-PA Endotelio Activa plasminégeno

Urocinasa Rifi6n Activa plasminégeno

Anti-Fibrinoliticos

Inhibidor de t-PA-1 Endotelio, higado Inhibe t-PA

Inhibidor de t-PA-2 plaquetas Inhibe t-PA

a-antiplasmina Leucocitos Inactiva a la plasmina

TAFI Higado Inhibe la activacién del plasminégeno

Factor tisular (TF), Inhibidor de la via del factor tisular, (TFPI), Activador tisular del plasmindgeno (t-PA),
inhibidor de la fibrindlisis activable por trombina (TAFI) (Téllez-Avila y cols., 2007).

Debido a que en la cirrosis existe una progresiva disfuncién endotelial, el aumento en
la produccion de NO y prostaciclina (PGIL,) por parte de las células endoteliales va a inhibir
la activacién plaquetaria en estos pacientes. Y por el contrario, la elevada concentraciéon que
alcanza el vWE, en pacientes cirréticos, va a estimular la adhesion plaquetaria.

Si bien los niveles de factor VIII se encuentran aumentados, un numero importante
de factores V, VII, IX, X y XI presentan niveles reducidos; entre ellos se encuentran los
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factores dependientes de la vitamina K (II, VIIL, IX, X) que, ademas, tienen alteraciones
funcionales debido a una carboxilaciéon anormal (Song y cols., 2001; Caldwell y cols., 2006). Los
niveles de fibrin6geno son normales cuando la enfermedad hepatica esta estable, pero
descienden en los estadios avanzados de la cirrosis o en la insuficiencia hepatica aguda. En
estos pacientes se estima que el fibrindégeno es funcionalmente anormal debido al excesivo
contenido de 4cido sialico presente en su molécula, trastorno conocido como

disfibrinogenemia.

La disfuncién endotelial empeora atin mas las alteraciones en la coagulaciéon de estos
pacientes. Sin embargo, existen otros cambios que compensan y balancean las alteraciones
antes mencionadas, como la disminucién de la sintesis hepatica de proteinas
anticoagulantes (proteinas C, S, Z, antitrombina, la heparina cofactor II, o-2-
macroglobulina). En ocasiones se verifica reduccién de los niveles del inhibidor de la via
del factor tisular (TFPI: del inglés fissue factor pathway inhibitor), que habitualmente es
sintetizado por las células endoteliales (Caldwell y cols., 2006).

Numerosos cambios afectan la degradacién de la fibrina, con la excepcion de las
situaciones de insuficiencia hepatica aguda, donde niveles elevados del inhibidor del
activador del plasminégeno tipo 1 (PAI-1) pueden bloquear la fibrindlisis, en general se
considera que el estado de los pacientes con enfermedad cronica estable es
hiperfibrinolitico. LLos niveles de activador tisular del plasminégeno (t-PA) se encuentran
aumentados, dado que su degradacion hepatica se encuentra disminuida y su liberacién por
parte del endotelio activado, esta aumentada.

Otro factor que contribuye a la alteraciéon de los mecanismos de hemostasia normal
es la insuficiencia renal, puesto que va a contribuir a la aparicién de ascitis, y si bien aun hay
datos contradictorios, es probable que el papel etiologico de la ascitis sea importante para el

mantenimiento del estado hiperfibrinolitico en estadios muy avanzados de cirrosis (Agawal y
cols., 2000; Lopez y col., 2001; Cadwell y cols., 2000; Téllez-Avila y cols., 2007).

Podemos resumir que en la enfermedad hepatica se producen alteraciones que
incluyen disminucién de los factores de coagulacién, trombopenia, disfunciéon
plaquetaria, disfuncién endotelial, hiperfibrindlisis, disfibrinogemia, coagulacion
intravascular, fallo renal e infecciones (Fig. 14).
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Hemostasia en la Cirrosis

- Disfuncion plaquetaria

- Factores VIl y vWF

- Estasis Sanguinea

- Plasmindgeno

- Proteina C, S y antitrombina
- Sindrome antifosfolipidico

- Factores procoagulantes
- Infeccidn

- Disfuncién endotelial

- Disfuncién plaquetaria

- Fallo renal

- Trombocitopenia

- Disfibrinogenemia
- Hiperfibrindlisis

- Heparina endégena

Hipercoagulabilidad

Hemorragia

Figura. 14: Equilibrio hemostatico en la enfermedad hepatica (Lopez y cols., 2008).

4.4.1 DEFECTOS DE LA COAGULACION Y FIBRINOLISIS

4.4.1.1 Déficit de factores de la coagulacion

Si existe disfuncion hepatica, se produce una alteracion de la sintesis proteica que
conlleva a un déficit de las proteinas plasmaticas implicadas en la hemostasia, los factores
de coagulacion. Se trata habitualmente de los factores V, VII, IX, XI y protrombina. En el
caso de insuficiencia hepatica fulminante, el porcentaje del factor V, tiene valor pronodstico.
Sin embargo los niveles del factor VIII suelen estar aumentados (Caldwell y cols., 2006). Otra
causa de déficit de ciertos factores (II, VII, IX y X) es la falta de vitamina K de causa
hepatica (déficit de carboxilacién por hepatopatia o mala absorcién por colestasis) o

extrahepatica (malnutricién o alteracion de la flora intestinal) (Lépez y col., 2008).
4.4.1.2 Coagulacion intravascular diseminada y fibrinoélisis acelerada

En los pacientes con cirrosis descompensada, las alteraciones pueden sugerir la
presencia de coagulacién intravascular diseminada (CID), esta caracterizada por la
activacion de la cascada de la coagulacion y las vias de anti-coagulacion, resultando en una
amplia deposicion intravascular de fibrina terminando en una trombosis arterial o venosa y
fallo organico (Radosavievic, 2007). El incremento en el consumo de factores de coagulacion y

plaquetarios puede también llevar a una severa hemorragia, considerandola dentro del
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diagnoéstico una enfermedad trombo-hemorragica, es decir, se pueden observar tanto

eventos trombodticos como hemorragicos, en el mismo paciente.

Las caracteristicas de la CID se debe a una inadecuada modulaciéon de la actividad
de la trombina y el resultado de una excesiva activacién del factor VIII y del V al disminuir
sus anticoagulantes naturales (antitrombina, proteina C activada, inhibidor de la via del
factor tisular (FTPI)) contribuyen a la generaciéon de un estado de pro-coagulabilidad
(Trevifio, 2008). Mientras que por otro lado aumenta la fibrindlisis al neutralizar el inhibidor
del activador del plasminégeno tisular de tipo 1 (PAI-1). La proteina S, cofactor de la
proteina C, potencia la accién de esta para la inactivacién del factor VIII y del V (Trevifio,
2008).

4.4.1.3 Hipercoagulacion

En los pacientes con cirrosis coexisten trastornos en la coagulaciéon que
promueven el sangrado con alteraciones procoagulantes que inducen la aparicion de
trombosis. Entre estas ultimas se pueden mencionar la disminuciéon en la actividad de
algunos mecanismos de anticoagulacién, estasis vascular como consecuencia del
enlentecimiento del flujo circulatorio y los trastornos en la fibrindlisis y en la actividad

plaquetaria (Sabroe y col., 2005).

En estos pacientes, la hipercoagulaciéon se puede manifestar de 2 maneras: en
forma de trombosis venosa profunda o embolia pulmonar, con una incidencia del 0,5 al 1
% (Northup y cols., 2006; Trevifio, 2008). Y en forma mas solapada, con microtrombosis ocultas
que, con el tiempo, conducen a la hipertensiéon porto-pulmonar o la atrofia hepatica
descompensada (cuadro conocido como extinciéon parenquimatosa) (Lépez y col,, 2001; Trejo-
Solis y cols., 2003; Caldwell y cols., 2006). Otros estados conocidos de hipercoagulabilidad que
pueden producirse en la enfermedad hepatica son: déficit del factor V, mutaciones de la
protrombina G20210A, mutacién de la metilentetrahidrofolato reductasa C677T o
sindrome antifosfolipido (Amitrano y cols., 2000).

Curiosamente, el analisis de la bibliografia permite constatar la existencia de al
menos dos tipos de coagulopatia, dependiendo del origen de la cirrosis hepatica. Asi, se ha
observado que los pacientes con cirrosis hepatica de origen colestasico tienen un menor
namero de complicaciones de sangrado al compararlos con pacientes en un estado clinico
similar pero con una cirrosis de etiologia viral o alcohdlica (Gortes y cols., 1989; Palareti y cols,
1991; Pihusch y cols., 2002). Aunque el origen de esta alteracion no esta claro, se ha sugerido la
existencia de un estado hipercoagulable en pacientes con cirrosis biliar primaria, debido a
una funcién plaquetaria mas eficaz en estos pacientes que en otros (Ben-Ari y cols., 1997). De
hecho, la densidad del receptor plaquetario de membrana CD42b es mayor en pacientes
colestasicos que en los no colestasicos (Pihusch R y cols., 2002). Como se sabe, este antigeno es
parte del receptor plaquetario de adhesiéon GP Ib/V/IX que se une al factor von
Willebrand (vWT) y es internalizado tras la activacion plaquetaria. La presencia de estos

sitios de unién permite a las plaquetas detener su movimiento en la circulacién arterial e
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iniciar su proceso de activaciéon de adhesion y posterior agregacion (Brass y cols, 2003). Sin
embargo, en pacientes con cirrosis de origen alcohdlico o viral, lo que se ha descrito es

justamente lo contrario, la existencia de un grave defecto de adhesion plaquetaria (Ordinas y
cols., 1990).

4.4.1.4 Hipetrfibrinolisis

Los individuos con cirrosis pueden presentar un estado de verdadera
hiperfibrinolisis como consecuencia de niveles elevados del activador tisular del
plasminégeno (t-PA), que aceleran la activacion del plasminégeno, y los niveles reducidos
del inhibidor de plasmina «-2 y PAI-1 que no pueden antagonizar este proceso, son los
responsables del trastorno. Los elevados niveles de t-PA sobre las plaquetas lleva a la
inhibicién de la agregacion plaquetaria, degradacion de receptores plaquetarios (GP Ib y
GP IIb/Illa) y a la induccién de la desagregacion plaquetatia (Radosavievic, 2007). La
hiperfibrinélisis ocurre en aproximadamente un 30 % de los pacientes con cirrosis y es
posible que esté correlacionada con la severidad de la enfermedad. En pacientes con ascitis
al parecer el estado hiperfibrinolitico también aumenta, ya que el incremento de la actividad
fibrinolitica ha sido detectado en el fluido ascitico, con elevados niveles de D-dimero y

productos de degradacion del fibrinégeno (Agawal y cols., 2000; Radosavjevic, 2007).

4.4.1.5 Disfibrinogemia
Es la producciéon de un fibrindégeno cualitativamente anormal debido a su

contenido excesivo de acido sialico; cuantitativamente la determinacion de fibrinégeno es
normal, pero la fibrina que se forma es defectuosa y no polimeriza. (Lépez y cols., 2008).

4.4.2 DISFUNCION PLAQUETARIA

4.4.2.1 Trombocitopenia

La trombocitopenia es observada entre un 15 a un 70 % de pacientes con cirrosis,
dependiendo del estado de la enfermedad y de la definicién de la trombocitopenia, y es
generalmente de leve a moderada (Peck-Radosavljevic, 2000). Esta asociada con otras
anormalidades de la coagulaciéon (niveles de fibrindgeno y actividad de factores de
coagulacién disminuidos e incremento de actividad fibrinolitica) y todas estas

anormalidades pueden incrementar el riesgo de sangrado en pacientes con cirrosis (Peck-
Radosavljevic, 2007).

Multiples mecanismos patogénicos contribuyen a la disminucién del nimero de
plaquetas circulantes. Esto incluye la esplenomegalia secundaria a la hipertensién portal y
subsecuentemente al secuestro de plaquetas en el bazo, reducciéon de la produccion
hepatica de trombopoyetina, represion de la médula 6sea por el virus de la hepatitis C o
por el tratamiento anti-viral con interferén, y aumento de la destrucciéon plaquetaria
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mediada por la participacion de mecanismos inmunes antiplaquetarios (Peck-Radosavljevic,
2007). Si se trata de una hepatopatia alcoholica, la trombocitopenia puede ser de causa
central por déficit de acido félico o por accién téxica del alcohol sobre los megacariocitos
medulares (Lépez y cols., 2008).

4.4.2.2 Alteraciones intrinsecas de las plaquetas

Antes la cirrosis era considerada como un estado hipoagregable, ya que las
pruebas de laboratorio que evalian la agregacion no contemplan todos los factores que
intervienen # vive. Pero lo que ocurre, es que en el ajuste de la insuficiencia hepatica,
tanto los factores pro como anti-agregantes pueden alterarse en diferente grado, dando
lugar a distintas alteraciones funcionales, segun el tipo de patologfa hepatica.

En la figura 15, resumimos la respuesta de una plaqueta normal a los agonistas.
La estimulacién por colageno, trombina, ADP y TXA/B,, lleva a la activacién de la PLC.
Esto resulta en la formaciéon de DAG e IP;. DAG lleva a la activacién de la PLA, y a la
produccién y aumento de TXA/B,. Esto refuerza la actividad de la PLC y estimula
plaquetas adicionales. El IP, produce la liberacién de Ca** del STD (a través de la bomba
SERCA). El aumento de Ca** citosdlico (también afiadido por el ADP, P,X-receptor y el
intercambiador H/Ca*"-Na") modera la activacién de las plaquetas: el cambio de forma
(por la actina); la liberacién de moléculas pro-agregantes de los almacenes (ATP y 5HT
de los cuerpos densos y BTG, PF4 y P-selectina de los granulos alfa) reclutan otras
plaquetas y el cambio conformacional del receptor de la GPIIb/IIla (junto con la
fosforilaciéon por PKC) permitiendo la interaccién con la fibrina reforzando el coagulo
hemostatico. Estos mecanismos estan bajo un estrecho control homeostatico de las vias
inhibitorias: el AMPc (estd producido por la AC: estimulado por la Adenosina, PGI, y
PGE, e inhibida por ADP via P2Y2-receptor) y el GMPc (producido por la GC NO-
estimulado) (Witters y cols., 2008).

En la cirrosis hepatica se han descrito diferentes alteraciones funcionales de las
plaquetas 7z vitro. Se ha visto un decremento de la actividad de la PLC y PLA, llevando a
una disminucién de la producciéon de TXA/B, y disminucién del incremento de IP,
mediado por el Ca®" citosélico. Hay también menos transporte de Ca** por el H'/Ca*' -
Na'-antiporter, debido a la disminucién de acidificacién intraplaquetatia. Hay un
deterioro en la liberacion de los cuerpos densos y granulos alfa, ya que es menos efectivo
debido a que el pool de almacenaje es defectuosos: menos niveles de ATP y 5SHT; BTG,
PF4 y P-selectina en los granulos respectivamente. Las vias inhibitorias estin también
sobre-reguladas. Esto resulta en mas inhibicién mediada por AMPc y GMPc (Witters y
cols., 2008). Este defecto en la sefalizacién transmembrana (y secundario a una
disminucién de los mensajeros intracelulares), se piensan que es el factor mas importante
en la hipofuncién plaquetaria (Laffi y cols., 1995; Witters y cols., 2008) (Fig. 15 A).

52



Introduccion

Ademas de estos factores intrinsecos defectuosos, hay también factores
plasmaticos que pueden disminuir la activacién plaquetaria como son los productos de
degradacion del fibrinégeno (FDP) y la ApoE o las sales biliares. Estudios de agregacion
in vitro muestran el efecto inhibitorio de las sales biliares y aumento de serotonina
inducida por ADP o colageno. De las sales biliares, tnicamente el acido
quenodesoxicolico es capaz de inducir la agregacion (Bacle y cols., 1988; Witters y cols., 2008).
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Figura 15: Mecanismos que regulan la concentracion plasmatica de Ca?* en las plaquetas. (lado rojo derecho,
vias inhibitorias) serotonina (5HT); adenilato ciclasa (AC); Apolipoproteina E (ApoE); adenosina-trifosfato (ATP); b-
thromboglobulin (BTG); Ca2* (Ca); adenosina monofosfato ciclico (AMPc); guanosina monofosfato ciclico (GMPc);
diacilglicerol (DAG); productos de degradacion del fibrindgeno; GPIIb / Illa; guanosina trifosfato (GTP); hidrégeno
(H*); inositol-trifosfato (IPs); sodio (Na*); 6xido nitrico (NO); receptores del ADP: P2Y1, P2X1, P2TY2; fosfatidilcolina
(PC); factor plaguetario 4 (PF4); prostaglandina E2 (PGEz); prostaciclina Iz (PGlz); fosfatidil inositol-bifosfato (PIP2);
proteina kinasa C (PKC); fosfolipasa A2 (PLA2); fosfolipasa C (PLC); reticulo sarco-endoplasmatico Ca2*-ATPasa
(SERCA); tromboxano A2 (TXAz); tromboxano B2 (TXB2), guanilato ciclasa (GC) (Witters y cols., 2008).

Estudios sobre alteraciones funcionales producidas en la cirrosis hepatica de
origen alcohdlico, son dificiles de interpretar porque interviene el efecto toxico del etanol
sobre las plaquetas. El etanol tiene efectos directos sobre los lipidos plaquetarios, el sistema
de segundos mensajeros (mediado por AMPc, IP; y DAG) y el sistema PLA,, lo que
produce una alteracién de la agregabilidad, pudiendo tener un efecto inhibitorio (Torres y
cosl., 1995; Witters y cols., 2008). Pero no todos los estudios estan de acuerdo, ya que se ha visto
que la produccién de TXB, esta elevada en estos pacientes, lo que indicarfa una
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hiperagregabilidad 7z wivs, posiblemente contribuyendo a la trombocitopenia que se
desarrolla a largo plazo en estos pacientes (Witters y cols., 2008).

Por otro lado, un incremento en la generaciéon de trombina en la circulacion,
podria aumentar la agregacion en la cirrosis. El aumento de la trombina, debido a un fallo
del circuito de tretro-alimentacién de trombina/trombomodulina negativa, a través de la
proteina C-activa y ademas el aumento del factor VIII, podria amplificar la sefalizacion
de la PAR-1 (receptor del ADP), haciendo que no solo haya una respuesta sostenida de la
activacion plaquetaria, sino también un papel en la génesis de la fibrosis hepatica, ya que
estudios demuestran que la fibrosis es mejorada por la administracién de un antagonista
de PAR-1 en ratones Knockout para PAR-1 y FT (Tripodi y cols., 2011).

Los pacientes con cirrosis biliar primaria tienen menos complicaciones
hemorragicas que los pacientes (en el mismo estadio) con cirrosis de origen alcohdlico o
viral. La causa no esta clara, pero no se ha podido explicar por diferencias en los factores
de coagulacién o en el nimero de plaquetas. Se piensa que la funcién plaquetaria en la
cirrosis colestatica es mas efectiva que en otros desérdenes hepaticos, aunque se
desconoce el mecanismo molecular responsable (Pihusch y cols., 2002).

Respecto a este punto, los datos existentes en la literatura indican que hay un
defecto en la movilizacién de Ca™ en respuesta a agonistas como la trombina en pacientes
con cirrosis de origen alcohélico o viral (Rodriguez-Pérez y cols., 1993; Laffi y cols., 1993; Bandi y
cols, 1997). En el caso de pacientes con cirrosis de origen colestasico, no hay articulos
publicados al respecto. En nuestro laboratorio se ha trabajado con un modelo experimental
de cirrosis biliar, el de la ligadura del conducto biliar (LCB). Los resultados obtenidos,
confirman la existencia de alteraciones de la funcién plaquetaria (Atucha y cols., 2005; Atucha y
cols., 2007), que estan en concordancia con las disfunciones descritas en la cirrosis biliar
humana. Atucha y cols., analizan la sefializaciéon de Ca*" de ratas con LCB en la fase previa
al desarrollo de ascitis. En estas condiciones, el aumento de Ca®" citoplasmético en
respuesta a trombina, probablemente el principal agonista plaquetario, tanto en ausencia
como en presencia de Ca”" externo, es mayor en los animales LCB sin ascitis. Esto indicaria
que estas plaquetas dispondrian de una mayor cantidad de Ca*" disponible en el momento

de su activacion.

Respecto a los mecanismos responsables de esta mayor respuesta a trombina del
Ca’' intracelular de las plaquetas de ratas con L.CB vy sin ascitis, los resultados de Atucha y
colaboradores (2007) indican que est4 relacionada con un mayor almacenamiento de Ca**
en los almacenes intracelulares (Fig. 16A), debido a una mayor actividad de la SERCA (Fig;
16B), que es la encargada de re-captar el Ca®* intracelular tras los estimulos. Curiosamente,
a este mecanismo de aumento del almacenamiento en las plaquetas de los animales con

cirrosis biliar, puede contribuir también una menor actividad del intercambiador Na*/Ca**
(Atucha y cols., 2007).
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Ademis de la excesiva liberaciéon de Ca®" intracelular, iniciada por la formacién y
acciéon de mediadores intracelulares como IP,, estos datos han puesto en evidencia otra
alteracion de importancia en las plaquetas de los animales con LLCB que ya se habia descrito
previamente en el lecho arterial mesentérico del mismo tipo de animales (Atucha y cols., 2005).
Se trata de una menor entrada capacitativa de Ca®" en respuesta a la inhibicién de la
SERCA. Esta entrada capacitativa, llevada a cabo por canales activados por el vaciamiento
de los almacenes, es de gran importancia en plaquetas donde parece ser practicamente el
Ginico que permite la entrada de Ca** desde el medio extracelular (Rosado y Sage, 2002), y sirve
como mecanismo reponedor del Ca** liberado por el agonista. Esta menor entrada
capacitativa puede ser secundaria al mayor llenado de los almacenes intracelulares.

También hay evidencias de un incremento en la expresion de CD42b (un
antigeno del GP Ib/V/IX el cual se une al vWF), esto sugiere que las plaquetas son pre-
activadas en pacientes CBP. Esto es consistente con los altos niveles del complejo
trombina—antitrombina y el incremento de los niveles de homocisteina y FT como sefial
de la activacién endotelial (Biagini y cols., 2006).
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Figura 16. (A) EI Ca2* total liberable es mayor en las plaquetas de las ratas LCB que en la controles; (B) la
actividad enzimatica de la SERCA es mayor en microsomas de plaquetas de ratas LCB que en controles
(Atucha y cals., 2005).

4.4.3 INSUFICIENCIA RENAL

Habitualmente esta presente en las hepatopatias avanzadas, desequilibra la
hemostasia hacia una tendencia hemorragica, debido a una disfuncién plaquetaria adquirida,
una anormal interaccion endotelio-plaqueta y la anemia (Lépez y col., 2008).
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4.4.4 INFECCIONES

Las endotoxinas bacterianas pueden activar la cascada de coagulacién y estar
involucradas en el CID. Sin embargo, estudios recientes sugieren que las endotoxinas
también pueden inhibir la coagulacion, estimulando la generaciéon de una sustancia
endogena, la heparina, en la cirrosis. Las endotoxinas y la sepsis estimulan la liberacién de
heparinoides por las células endoteliales y los mastocitos. Ademas puede producir

trombopenia y disfuncién plaquetaria mediada por un aumento de NO (Thalheimer y cols.,
2005).

4.4.5 CITOQUINAS Y CIRROSIS

La cirrosis hepatica representa el estadio final de un proceso de inflamacién cronica,
activacion inmunitaria cronica y fibrogénica en el higado. Esta activaciéon obedece tanto al
proceso inmunoldgico e inflamatorio local hepatico como a las consecuencias sistémicas de
la cirrosis hepatica. No es impensable, por lo tanto, que valores séricos elevados de
diversas citoquinas: las interleucinas 1, 2 y 0, el interferén gamma, el factor de necrosis
tumoral (TNF), se encuentren elevados en la cirrosis hepatica y se incrementen con el
empeoramiento de la funcion hepatica (Genesca y col., 2004).

Las citoquinas son moléculas polipeptidicas o glicoproteicas segregadas por células
especificas, que median la inter-relacion entre las células, se les ha identificado como un
mecanismo esencial de comunicacion, tanto en condiciones normales como de defensa
ante diversos agentes (Luna, 1995; Campas y col,, 1992). Las citoquinas usualmente actian en el
organismo, a través de receptores especificos por los que presentan alta afinidad. Pueden
interactuar de una manera positiva o negativa a distintos niveles, tanto por inter-regulacién
entre ellas como por respuesta de las células sobre las que actiian (Andus y cols., 1991).

Las citoquinas son producidas, fundamentalmente, por los monocitos y los
macréfagos activados, aunque también pueden ser producidas por los leucocitos
polinucleares, células endoteliales, epiteliales y células del tejido conjuntivo. Segun la célula
que la produzca se denominan linfocinas (linfocitos), monocinas (monocitos), interleucinas
(IL) o interleuquinas (células hematopoyéticas) (Escolano, 2008). Su deteccion en el plasma en
cantidades significativas suele suponer un aumento patolégico de su generaciéon en el
ambito tisular, ello suele corresponder a estimulos mantenidos en el tiempo, capaces de
producir alteraciones en diversos 6rganos y sistemas, como miocardio, pulmén, higado,
sistema nervioso central o sistema de la coagulacién (Hall y cols., 1997; Ruiz, 2010). Por lo tanto
desempefian un papel fundamental como intermediarios en el control y la regulaciéon de
los estados pro-inflamatorios y anti-inflamatorios. Es por ello, que se pueden agrupar en
4 grupos funcionales segin el lugar o fase especifica de la respuesta inmune en la que

actuen:
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o  Citoquinas pro-inflamatorias: actian en la respuesta inmune innata, especifica o
inflamacioén. Son: IL-1, IL-6, IL-8, TNF-o, IL-12, IL.-16, interferon (INF).

o Citoquinas que favorecen el desarrollo de inmunidad celular y/ o citotdxica: INF-y, 11.-2.

o Citoquinas que favorecen la produccion de las diversas clases de inmunoglobulinas o inmunidad

bhumoral: T4, 11-5, 11.-6, T1.-13.

o Citogquinas con  funciones extrainmunoligicas y/o homeostiticas como  hematopoyesis,
remodelacion dsea, desarrollo embrionario: 11.-3, 11.-2, 11.-5, 11.-1, I1.-6 (Escolano, 2008).

Los pacientes con hepatopatias inflamatorias activas (en especial de etiologia etilica,
presentan manifestaciones de respuesta de fase aguda, con tasas elevadas de
interleuquina-6 (IL-6) en sangre y sobreproduccién del factor de necrosis tumoral-
alfa (TNF—O() (Moller y col., 1992; Tilg y cols., 1992).

INTERLEUQUINA-6 (IL-6)

La IL-6 es una proteina segregada por fibroblastos, monocitos, linfocitos, lineas
celulares tumorales y células endoteliales, (Garcia Allut, 2000), pero también se ha encontrado
que esta expresa intensamente en el higado, tanto en las células inflamatorias que infiltran
los espacios portales como en las células endoteliales de los sinusoides proximos a los
hepatocitos dafados, en las células de Ito e incluso en los mismos hepatocitos (Lanser y col.,
1989; Annani y cols., 1992; Greenwel y cols, 1993). Pero también sabemos que es el higado el
lugar principal de depuraciéon de la mayoria de las citoquinas, y entre ellas esta la IL-6
(Quesenberry, 1992).

Entre sus multiples funciones, se ha encontrado que actda en la hematopoyesis, en
la respuesta inmune, donde participa en la regulaciéon de los linfocitos (T y B) (Kishimata,
1989; Calmus y cols., 1992) y en la respuesta de fase aguda, donde es la principal inductora de la
misma (Heinrich y cols., 1990). Ademas, participa en la respuesta inflamatoria, en la infeccién
(localizada en cavidad peritoneal o sistémica) (Calandra y cols., 1991), en el metabolismo 6seo y

en el crecimiento de algunas lineas de linfomas (Greenwel y cols., 1993; Lanser y col., 1989;
Muraguchi y cols., 1981; Houglum y cols., 1994).

Es considerada una proteina pro-inflamatoria importante, ya que es secretada en
grandes cantidades tras el TNF y la IL-1, después de la induccién con lipopolisacaridos
(LPS) o durante infecciones agudas (Elias y cols., 1991; Garcfa Allut, 2000). Se ha encontrado que
la IL-6 estimula directamente la formacién de colonias de granulocitos-macréfagos y de
megacariocitos, por lo tanto es un estimulador para la produccion de plaquetas (Quesenberty,
1992). Hay evidencias que la IL-6 juega un papel importante en el desarrollo de la
trombocitosis reactiva, causada por la inflamacién, y un efecto estimulante sobre la
magacariocitopoyesis (Kimura y cols., 1990; Fernandez-Real y cols., 2001). Ademas se demostrd que
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la IL-6 aumenta la agregacién inducida por agonistas y la secreciéon de tromboxano B,
(TXB,) en un mecanismo que envuelve al acido araquidénico (Oleksowicz y cols., 1994)

FACTOR DE NECROSIS TUMORAL ALFA (TNF-x)

El TNF-a es una citoquina proinflamatoria, mediadora de distintos procesos
beneficiosos (defensa del hospedador, respuesta inmune y homeostasis de los tejidos) y
también de procesos negativos (patogénesis de infecciones, dafio tisular, inflamacion y
otros) (Camussi y cols., 1991).

El TNF-a es producido principalmente por monocitos, macréfagos, neutréfilos y
células endoteliales (Garcia Allut, 2000). Es capaz de inducir la expresion de genes de otras
citoquinas como IL-1, IL-6, IL-8, PAF y el de s{ mismo (Ryden y col, 2007; Lin y cols., 2008).
Disminuye la transcripcion genética del colageno al, en fibroblastos humanos, en linfocitos
y en otras lineas celulares (Solis-Herruzo y cols., 1988; Mauviel y cols., 1991; Armendariz-Borunda y
cols, 1992). Es un potente quimiotactico con propiedades estimulantes del metabolismo
oxidativo. Induce la expresién de la molécula de adhesion intercelular-1 (ICAM-1) y de la
molécula de adhesion celular vascular (VCAM-1) (Frangogiannis y cols., 2002; Ruiz, 2010) y la
secrecion de O,-, H,0, y otros metabolitos toxicos (Yoshimura y cols., 1990; Ruiz, 2010).

Ademas disminuye la secrecion de NO por el endotelio (Ruiz, 2010) y es capaz de
producir trombosis intravascular, principalmente debido a una pérdida de las propiedades
anticoagulantes normales del endotelio. E1 TNF-a estimula en las células endoteliales la
expresion del FT (estimula la coagulacién), e inhibe la expresion de la trombomodulina
(inhibidor de la coagulacién). Estas alteraciones endoteliales aumentan por la activacion de
los neutréfilos, la cual da lugar al taponamiento vascular por estas células (Aledo, 2009).

4.4.6 OXIDO NIiTRICO (NO)

La vasodilatacion arterial, sobre todo en la circulacién esplacnica, es un importante
factor patogénico para la circulaciéon hiperdinamica en la cirrosis. También hay deficiencias
en la contractilidad vascular con hipo-reactividad a vasoconstrictores debido a la
superproduccion de NO (su principal fuente esta en la NO sintasa endotelial: eNOS),
ademas de otros mecanismos (Atucha y cols., 1994; Glillet y cols., 1995). Esta sobreproduccion
puede alterar las funciones de las biomoléculas, especialmente de las proteinas
probablemente como resultado de la nitracién; demostrandose que en las plaquetas de
pacientes con cirrosis, las proteinas citosélicas y citoesqueléticas estaban considerablemente
nitradas. Por lo tanto los niveles de nitrito parecen tener una correlaciéon positiva con el
nivel de nitroproteinas en diferentes grados de cirrosis, asi que los niveles de nitroproteinas
en el plasma, plaquetas y tejido hepatico puede ser correlacionado con la severidad de la
cirrosis hepatica (Jeyachristy y cols., 2009).
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La translocacién bacteriana (o paso de las bacterias y/o sus endotoxinas a través de la
pared intestinal hacia tejidos u 6rganos) junto con la circulacién porto-sistémica (nuevas
conexiones entre vasos) y la depuracion hepatica reducida, lleva a las bacterias, endotoxinas
y citoquinas a la circulacion sistémica, por lo tanto aumenta la producciéon de NO en
animales cirréticos y humanos. Esto dltimo se produce a través de un efecto estimulante de
la endotoxina, y la endotoxina inducida por la secrecion de citoquinas como el TNF-« a
través de GTP-ciclohidrolasa I, el cual aumenta la sintesis de la tetrahidrobiopterina (un
cofactor esencial en la sintesis del NO). Este aumento de NO agrava atn mas la
vasodilatacion arterial en la cirrosis (Thalheimer y cols., 2006). Moreau y cols., observaron que
las concentraciones de la protefna de unién de lipopolisacarido (LPS), un marcador
indirecto de la endotoxemia, se incrementan en un 40 % en cirréticos asciticos, pero no en
cirréticos no asciticos (Barton, 1997) y que el aumento de las concentraciones de nitratos es
debido a la endotoxemia y a la translocacion bacteriana, por lo que puede estar relacionado
con el empeoramiento de la hipertensién portal y/o la funcién hepitica. Pero también
aumenta en pacientes cirréticos asciticos con insuficiencia renal y son asociadas con una
alta actividad de renina, aldosterona y hormona antidiurética (Manna y cols, 1998).
Curiosamente, la descontaminacién intestinal, puede normalizar los niveles de LPS, reducir
los niveles de renina y nitratos y aumentar la resistencia vascular sistémica en pacientes con
cirrosis, pero no en normales con LPS (Barton, 1997).

4.4.7 HOMOCISTEINA (Hcy)

En 1969, McCully descubri6 alteraciones anatomopatoldgicas vasculares en sujetos
con altas concentraciones de Hey y junto con Wilson propusieron su relaciéon con eventos
ateroescleroticos como la disfuncion endotelial, estenosis arterial progresiva y trastornos
hemostaticos.

La Hcy es un aminoacido azufrado intermediario en el metabolismo de la
metionina, aminoacido esencial que, aparte de ser precursor y componente de péptidos y
proteinas, desempefla una importante funcién metabdlica al participar en un sistema de
transferencia de grupos metilos (Garcia-Tevijano y cols., 2001). La metionina, tras ser activada,
cede su grupo metilo en una reacciéon catalizada por una metil-transferasa (MT), y da
lugar a la S-adenosil-homocisteina, y por hidrolisis libera adenosina, y se obtiene Hcy
libre (Fig. 17) (Menéndez Cabezas y cols., 1999; Hohammad y cols., 2005).
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La Hcy plasmatica se encuentra mayoritariamente unida a proteinas (~75-80 %)
plasmaticas y, en menor grado formando dimeros con ella misma y con la cisteina (10 %
aprox. en cada dimero), o bien libre en forma reducida (1-2 %).Todo ello forma la
llamada Hcy “total” (Menéndez Cabezas y cols., 1999). Su forma libre y unida de la Hcy varfa
entre especies, por ejemplo, en contraste a los humanos, aproximadamente de 65-75 % de
Hcy en ratas esta en su forma libre (Friedman y col., 2002).

La Hcy es metabolizada en el higado, fundamentalmente a través de 2 posibles
vias: la remetilacion y la transulfuracion:

4.4.7.1 Via de remetilacion

Permite que la Hcy sea reciclada a metionina, utilizando folatos intracelulares y
enzimas. La Hcy se metila mediante la accién de: a) metionina sintasa o 5-
metiltetrahidrofolato-homocisteina-S-metiltransferasa (MS), que cataliza la remetilacién en
la mayoria de los tejidos. Esta enzima utiliza la vitamina B;, como cofactor y al 5-
metiltetrahidrofolato como donante de grupos metilo. A su vez, el metiltetrahidrofolato se
forma mediante la accién de la enzima 5,10- metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR)
dependiente de la vitamina B, y b) betaina-homocisteina-metiltransferasa (BHMT)
que utiliza la betaina como donante de grupos metilo, pero probablemente esta accién esta
limitada al higado, rifién y glandulas suprarrenales (Fig. 18) (Aller y cols., 2004). En humanos,
aproximadamente el 50 % de la homocisteina es convertida en metionina mediante esta via,

hecho importante en situaciones de baja ingesta proteica (Llorca Escuin, 1998; De Bree y cols.,
2002).

La concentracion intracelular de Hcey es, en condiciones fisiolégicas, muy reducida
(1-5 nmol/g). Cuando se aumenta la sintesis de Hcy o se inhibe su catabolismo, aumenta la
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salida al espacio extracelular. La tasa a la que se exporta al espacio extracelular refleja el

balance entre la sintesis y la utilizacion eficiente de metionina a través de la remetilacion
(Llorca Escuin, 1998).

Por esta razén, la concentracion extracelular de Hcey, y en particular la del plasma,
es un indicador de la actividad de las enzimas y de la disponibilidad de cofactores y
sustratos involucrados en su metabolismo. La semivida de la Hey en la sangre oscila entre
12y 24 horas.

4.4.7.2 Via de transulfuracion

Representa la alternativa en el caso de que la metionina esté en relativo exceso en
el organismo y no se requiera su recuperacién, o cuando se necesite la sintesis del
aminodacido cisteina. Implica la accién de la cistationina-B-sintasa (CBS), dependiente
de la vitamina B,. Esta enzima se encarga de condesar la Hcy con serina para formar la
cistationina, que posteriormente por la acciéon de la la cistationina-y-liasa (y-CT), se
escinde en cistefna y a-acetobutirato. Ia cisteina asi generada puede utilizarse en la
sintesis de proteinas o como precursor del antioxidante glutatiéon. Este proceso de
transulfuracién es irreversible y dirige la Hey al catabolismo hacia su producto final, los
sulfatos (Fig. 18) (Aller y cols., 2004).
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Figura 18: Metabolismo de la Homocisteina. Metionina Sintasa (MS), 5-10 metilenotetrahidrofolato
reductasa (MTHFR), Cistationina B-sintasa (CPS), Betaina-homocisteina-metiltransferasa (BHMT),
tetrahidrofolato (THF), S-adenosilmetionina (SAM), S-adenosilhomocisteina (SAH), cistationina-y liasa
(v-CT) (Llorca Escuin. 1998).
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4.4.8 HIPERHOMOCISTEINEMIA (HHcy) EN LA CIRROSIS
HEPATICA

En general se acepta que los determinantes de la alta concentraciéon de Hcy
plasmatica son complejos e incluyen factores muy diversos de caracter demografico,
genético (homocistinuria), adquiridos y que tiene que ver con el estilo de vida.

Las concentraciones de Hcy "total" en ayunas, segun diferentes autores de

distintos paises, oscilan entre 5 y 16 pumol/L. (Menéndez y col., 1999; De Bree y cols., 2002;
Mohammad vy cols., 2005). Se han clasificado la HHcy como leve con concentraciones de 12 a

30 pmol/L, intermedia 31 a 100 y grave por encima de 100 pmol/L (Friedman y col., 2002).

Si bien la HHcy severa (>100 pumol/L) es infrecuente, la forma leve ocutre
aproximadamente en el 5-7 % de la poblacion. En pacientes con elevaciones moderadas de
Hcy, la ateroesclerosis comienza a manifestarse a la tercera o a la cuarta década de la vida
con la presencia de la enfermedad coronaria prematura y episodios de trombosis venosa o
arterial recurrente. En aquellos con enfermedad vascular ateroesclerética sintomatica la
prevalencia de HHcy oscila del 13 % al 47 % (Hawkinson, 2002).

Varios estudios han demostrado que existe un aumento de Hcy en el plasma de
pacientes con cirrosis de cualquier etiologfa, asi como en el higado no cirrético enfermo.
Por ello la HHcy se asoci6 con el curso de la enfermedad del higado y del dafio al rifién,
siendo mas pronunciado en los estados avanzados de la cirrosis, puesto que el higado va
perdiendo su integridad como o6rgano provocando un desbalance de macro y
micronutrientes (Bosy y cols., 2003; Garcfa-Tevijano y cols., 2004; Hohammad y cols., 2005). Por lo
tanto, en los pacientes cirréticos, la HHcy es debida, en la mayoria de los casos, a una mala
absorcion de vitaminas B, que son requeridas por el metabolismo de la Hey. Pero también
los farmacos pueden interferir con el metabolismo de estas vitaminas y producit HHcy
(Selhud y cols,, 1993). Es por ello, que al paciente cirrético se le proporciona normalmente una
dieta rica en vitaminas del grupo B (acido félico, B, y B,,), y proteinas preferiblemente de

origen vegetal por ser pobres en aminoacidos aromaticos, amoniaco y mercaptanos
(Fernandez, 2003).

La HHcy comienza a aparecer cuando la velocidad de filtracién glomerular
desciende por debajo de 70 ml./min, la mayoria de los pacientes con alteraciones en la
funcién renal presentan niveles plasmaticos aumentados de Hcy total (tHcy). También se
ha observado una correlacion negativa entre la tHcey y la velocidad de filtracién glomerular.
Asi el sindrome nefritico parece estar asociado con una reducciéon de los niveles
plasmaticos de Hcy. El mecanismo implicado ain no se conoce pero parece estar causado
por el incremento de la pérdida de proteinas plasmaticas en orina, entre ellas, las
proteinas de unién a la Hey (Chazot y cols., 2004). Del mismo modo existe una correlacion
negativa entre los niveles plasmaticos de tHcy y la valoraciéon subjetiva del estado
nutricional global (teniendo en cuenta que una puntuacién elevada indica malnutricién),
lo que sugiere que la malnutricién influye en los niveles plasmaticos de tHcy (Sanchéz y
cols., 2007): la ingesta de proteina (metionina) es determinante en la concentracion
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plasmatica de tHcy. De este modo, el estado nutricional y albumina sérica afectan de
manera independiente sobre los niveles de tHcy.

4.4.8.1 Patogenia de la HHcy

El mecanismo patolégico por el cual la HHcy promueve las alteraciones
aterotromboticas vasculares, no es completamente conocido. El dafio endotelial que
puede llevar a la alteracién en la producciéon de NO dafiando la actividad plaquetaria ha
sido demostrada por varios estudios (Bosy y cols., 2003; Lentz, 2005).

a. Disfuncion endotelial

Definida como un impedimento en la relajacion endotelio-dependiente de vasos
sanguineos, es un efecto caracteristico de muchos factores de riesgo cardiovascular,
incluyendo la hipertension, hipercolesterolemia y diabetes. También ocurre una vaso-
relajaciéon anormal, en humanos, cuando se induce una HHcy aguda mediante la
administraciéon de una carga de metionina oral. El grado de dafio en la funcién endotelial
durante la HHcy es similar a la observada con otros factores de riesgo como la
hipertensioén e hipercolesterolemia (Weiss y cols., 2002a).

También se ha examinado la disfunciéon endotelial en las arteriolas cerebrales (~30
um de diametro basal) de ratones con homocigocidad y heterocigocidad para el gen de la
CBS (Cbs +/+ y Chs +/-) con una dieta alta en metionina, la dilatacién en respuesta a la
acetilcolina fue significativamente dafada con esta dieta, comparadas con las controles de
ratones tanto Cbs +/+ como Chs +/- (Weiss y cols., 2002b). La concentracién plasmatica de
Hcy total asociado con la disfuncién endotelial en las arteriolas del cerebro (10-15 pM) fue
considerada mas baja que la necesaria para producir disfuncién endotelial en la aorta (20-30
uM) lo cual sugiere que pequenas arteriolas cerebrales son mads sensibles a los efectos
cardiovasculares de una suave HHcy que en los grandes vasos como la aorta (De Bree y cols.,
2002; Getdes y cols., 2004). También se ha observado que ratones deficientes en CBS, exhiben
una gran disfuncién endotelial de arteriolas cerebrales y mesentéricas, hecho también
observado en ratones heterocigotos MTHFR-deficientes (Dayal y cols., 2005).

Estos estudios muestran aparentemente que el desarrollo de la disfuncion
endotelial y la HHcy en ratones esta correlacionada también con el grado de elevacion en el
plasma de Hcy total, a pesar de la combinacion especifica de factores genéticos o dieta
usados para producir HHcy, sugieren que es la Hey en si misma o su relacion con otros

metabolitos, responsable de la disfuncion endotelial (De Bree y cols., 2002; Gerdes y cols., 2004;
Lentz, 2005).

. Oxido Nitrico (NO): 1.a Hcy reacciona con el NO en presencia de

oxigeno, formando el S-nitroso-homocisteina el cual tiene algunas propiedades del
NO, ya que es vasodilatador (Fig. 19), representando un mecanismo de defensa
contra los efectos de la Hcy. Pero cuando las células endoteliales son expuestas
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mucho tiempo a la Hcy, puede producir una disminuciéon de la disponibilidad de
NO por dos vias: por alteraciéon de su sintesis, directamente o mediado por
especies reactivas de oxigeno o por productos de la peroxidacion lipidica, y por
agotamiento del gas ya formado al aumentar la posibilidad de formar S-nitroso-
homocisteina, con lo cual se crea una especie de circulo vicioso que agrava aun
mas el dafio oxidativo (generando potentes especies reactivas) y bloquea el efecto

vasodilatador de este mensajero quimico (Cabezas, 1999; Thombyjeh y col., 2000; Riba y
col., 2004; Mohammad y cols., 2005).

Células endoteliales

Homocisteina §- Nitrosohomocisteina

CIOOH COOH

|
NO
H.N - (IZH &) HN- TH ———— Vasodilatacion

" i
CH, CH,
| I
SH S-0-N=0
Inhibicién
Generacién de Hy0, Trombocitos Figura 19: Reaccion de la Hcy con el NO

(Cabezas v cols.. 1999).

También se ha encontrado que la dilatacién de arteriolas cerebrales con
acetilcolina en ratas Chs+/+ o Chs+/- alimentadas con una dieta rica en metionina
se restaura hacia valores normales por la neutralizacién del superdxido, lo cual
sugiere que el superdxido es el mayor mediador de la disfunciéon endotelial en
ratones HHcy (Thombyjeh y col., 2000).

Sin embargo, en las células musculares lisas la Hcy tiene otro efecto. Welch y
colaboradores encontraron que la homocisteina promueve directamente o mediada
por ROS el aumento de la producciéon de NO en estas células por induccion de la
oxido nitrico sintasa 2 (NOS 2), mediada por el factor nuclear de transcripcion
(NFxB) lo cual indica la accién mitogénica que tiene la Hcy, ya que este factor

promueve la proliferaciéon de las células musculares lisas en cultivo (Bellas y
Sonenshein, 1995; Cabezas, 1999).

o Estrés oxidativo: Una de las primeras hipotesis por la cual la HHcy

produce estrés oxidativo es por la auto-oxidaciéon de su grupo tiol altamente
reactivo y, a su vez, forma especies reactivas de oxigeno. Pero esto no explica
cémo la cisteina (que se encuentra en cantidades superiores a la Hey) que también
se puede auto-oxidar no causa dafio endotelial (Nufio-Ayala y cols.,, 2010). Pero la
HHcy puede generar estrés oxidativo por otros mecanismos, como producir el
descenso de la expresion de la glutation peroxidasa (GPx), enzima que cataliza la
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reducciéon de radicales, lo que impediria la inactivaciéon del ion superoxido, de
forma que este ion podria reaccionar con el NO y formar peroxinitrito. La
consecuencia, serfa la menor disponibilidad del NO para la vasodilatacion
(Loscalzo, 1996; Thombyjeh y col,, 2000). A esto se le agrega que la HHcy aumenta los
niveles de la dimetil arginina asimétrica (ADMA), un inhibidor endégeno de la
o6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS). E1 ADMA compite con la L-arginina que
es el sustrato de la eNOS y la consecuencia es una menor produccion de NO
(Lentz y cols,, 2003). Por otro lado la Hcy puede incrementar el estrés oxidativo
inhibiendo la expresion de la enzima superoxido dismutasa (SOD), produciendo
de esta manera un aumento del anién superéxido y de los peroxinitritos. Estos
radicales contribuyen a la generacién de perdxidos lipidicos y a la modificacion de
proteinas mediante la nitracién del aminoacido tirosina (Young y cols., 1997).

. Inflamacion: Se ha puesto en manifiesto que la HHcy induce la
produccién de diversas moléculas pro-inflamatorias. Se ha demostrado que el
tratamiento de células del endotelio vascular, células del musculo liso y monocitos
con Hcy induce la expresion de IL-8, VCAM-1, E-Selectina y la proteina
quimiotactica de monocitos (MCP-1), aumenta la unién de los monocitos al
endotelio y su reclutamiento hacia el espacio sub-endotelial, un paso critico en el
desarrollo de la lesion ateroesclerdtica (Wang y cols., 2002). Ademas, la induccion de
IL-8 y MCP-1 se produce a través de la activacion de NFkB, un factor de
transcripccion que estimula la produccion de citoquinas, moléculas de adhesion y
factores de crecimiento, que a su vez contribuyen a la lesiéon vascular. Por dltimo la
Hcy incrementa la expresion de TNF-a que conlleva a la estimulacion de otros
genes inflamatorios e inhibicién de la vasoconstriccidon con la consiguiente
alteracion de la funcién endotelial (Ungavari y cols., 2003; Nufio-Ayala y cols., 2010).

b. Alteracion en la coagulacion

Como se ha comentado previamente, a pesar de que hay evidencias de la relacion
que existe entre la Hey y la enfermedad cardiovascular, el mecanismo por el cual la Hey
produce disfunciéon endotelial y ateroesclerosis no ha sido bien definido. Evidencias
experimentales indican que la injuria endotelial es el cambio patolégico mas importante en
el desarrollo de la enfermedad aterotrombética vascular, involucrando la estimulaciéon de
las plaquetas (Leoncini y cols., 2003).

Experimentos realizados en ratones con HHcy, muestran un aumento de
sensibilidad a experimentar trombosis, de manera que la oclusién trombética de la arteria
carétida  ocurre un 50% mas rapidamente en ratones heterocigotos hiper-
homocisteinémicos que en ratones normales. Varios estudios han demostrado que la HHcy
estimula los mecanismos de agregacion plaquetaria, entre ellos destaca un aumento en la
sintesis de tromboxano A, (Minno y cols., 1993), activacion de los factores V y XII (Rodgers y
Kane, 1986; Rodgers y Connon,1990), aumento de la actividad del factor tisular (FT) que
promueve la coagulacién en ausencia de trombina (Fryer y cols,, 1993) y un aumento en la

65



secrecién del factor von Willebrand (Garcia y cols., 2001; Denis y cols., 2003; Nufio-Ayala y cols.,
2010). Por otra parte, la Hcy inhibe también importantes vias fisiolégicas anticoagulantes,
como son la activaciéon de la proteina C y la expresiéon de la trombomodulina en la
superficie endotelial (Rodgers y Conn, 1990). Ademas se han encontrado alteraciones en la
unién con la antitrombina III y la reducciéon de la unién del activador tisular del
plasminégeno (t-PA) (Hajjar, 1993, Nufio-Ayala y cols., 2010).

En babuinos con HHcy, la formacién de una lesion, pero no el dafio endotelial, fue
reducido con una terapia anti-plaquetaria, sugiriendo que la Hcy inducida, estimula el dafio
endotelial, incrementando el aumento de factores mitogénicos derivados de plaquetas los
cuales resultan en la proliferacién del musculo liso (Thombyjeh y col., 2000).

Riba en el 2004 encontré por primera vez en pacientes HHcy que la sensibilidad al
NO exdgeno en las plaquetas esta significativamente disminuido comparado con pacientes
con una HHcy suave; el mecanismo por el cual ejerce este efecto aun es desconocido, pero
probablemente envuelve cambios en la funcién celular mas que influenciando la bio-
disponibilidad del NO (Riba y cols, 2004). Es decir las plaquetas en si mismas, estin
funcionalmente alteradas por la Hcy elevada y es independiente de los efectos sobre el
endotelio, por lo tanto es un importante factor que contribuye a aumentar el multifactorial

riesgo aterotrombotico en paciente con HHcy.

Como sabemos, el i6n Ca®" es muy importante para la activacion plaquetaria, pero el
mecanismo por el cual la Hcy activa la entrada de Ca®" es pobremente conocida. El
tratamiento de las plaquetas con Hcy incrementa los niveles de Ca®" intracelular y
promueve la activaciéon de la proteina quinasa C (Leoncini y cols., 2007), contribuyendo a la
asociacion de la fosfolipasa citosdlica A, (cPLA,) con la membrana de las plaquetas.
Entonces la Hey (dosis dependiente) aumenta la fosforilacion de la ¢cPLA, y la activacion en
las plaquetas a través de la p38 MAPK y que estos efectos estan estrechamente
relacionados con el aumento de Ca®" intracelular, llevando a un aumento del AA y

formacion del TXB, resultando en un incremento en la agregacion y secrecion (Leoncini y
cols., 2003; Leoncini y cols., 2007).

También, Leoncini y colaboradores encuentran que la Hcy disminuye la formacion
de NO en las plaquetas, incrementando los niveles de Ca®" intracelular y potenciando la
agregacion inducida por trombina. Argumentando que el transporte de IL-arginina,
precursor del NO, esta modulado por los niveles de Ca®" intracelular, donde la elevacion de
Ca”™" inhibe el transporte de la L-arginina; y que la Hey incrementa el Ca®™" intracelular a
través de una deplecion de los almacenes de Ca’" intracelular, sugiriendo un probable rol
del intercambiador de Na*/Ca®" (Leoncini y cols., 2003).

Segun otro estudio, la Hey a concentraciones entre 50 a 200 uM, altera la liberacion y
entrada de Ca®" inducida por trombina en la plaqueta y en células endoteliales del cordén
umbilical, debido a que la Hcy es capaz de inhibir la polimerizacién de la actina. Esta
reorganizacion de la actina, as{ como la remodelacién microtubular, ha sido ampliamente
demostrada, ser requerida para la activacién de la entrada y secrecién de Ca®* por los
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Introduccion

almacenes en plaquetas y en otras células no excitables (Zang y cols., 2005; Nicoleta y cols., 2007).
Entonces la Hcy, per se, es capaz de activar la entrada de Ca*" a través de dos fases: primero
por un incremento lento, pero sostenido de [Ca®'], seguido de un rapido incremento de
[Ca®], Esta tltima fase puede estar mediada posiblemente por el estrés oxidativo o por
activacion de vias secretorias que lleven a un aumento de agonistas plaquetarios (Redondo y
cols., 2004; Nicoleta y cols., 2007). En la figura 20 se resumen los efectos potenciales que tiene la

Hcy en el equilibrio fisiol6gico.

Homocisteina

Daiio de la Reclutamiento

Funcidn Dilatadora Leucocitario y Adhesion

Activacion Plaquetaria Estado
y Agregacion Protrombético
1 /( A "~

» 1 Quimoquinas
1 Adhesion Molecular

1 Factor Tisular
| Prostaciclina A 1 FactorVa

A | Trombomodulina
T ADMA | Activacién Proteina C
. Unioén de Antitrombina Ill
v ¥ | Uniéndet-PA
feoed
B

Célula Endotelial Vascular

Figura 20: Posibles mecanismos y efectos de la Hcy. La exposicion de las células endoteliales a la Hcy
conduce a la reduccién de la biodisponibilidad del NO que resulta en el deterioro de la funcion
vasodilatadora, dependiente del endotelio. Esto puede ser consecuencia de la oxidacion e inactivacion del
NO por radicales libres que se forman durante la auto-oxidacidon de la Hcy y/o se acumulan como
consecuencia de la inhibicion de enzimas antioxidantes o por aumento de la sintesis endotelial de ADM. La
diminucion de NO, promueve la activacion y agregacion plaquetaria. Elevados niveles de Hcy inducen la
expresion de varias citoquinas y moléculas de adhesion por las células endoteliales que llevan al
reclutamiento y adhesion de células inflamatorias circulantes. La Hcy también puede ademas promover la
trombosis por activacion de mecanismos pro-tromboticos endotelio-dependiente, tal como la expresion del
factor tisular (FT) o de la actividad del factor Va y por la inhibicion de mecanismos anti-trombaéticos y anti-
fibrinoliticos (Weiss y cols., 2002).
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Planteamiento

Es bien conocido que la insuficiencia hepatica produce una importante
coagulopatia (Bosh y col,, 2005). El origen de esta coagulopatia no estd completamente
aclarado, aunque se habla de una defectuosa sintesis hepatica de factores de la
coagulacion, alteraciones de la funcién plaquetaria, trombocitopenia a consecuencia de la
hipertension portal e hiperfibrinolisis, entre otras. Estudios de nuestro laboratorio han
mostrado que las plaquetas de animales con cirrosis biliar, secundaria a la ligadura del
conducto biliar, en la fase previa al desarrollo de ascitis, muestran una entrada y
movilizacién aumentada del Ca** intracelular. Esto patrece ser secundario a un mayor
almacenamiento intracelular de calcio como consecuencia de la mayor actividad de la Ca*
ATP-asa del reticulo endoplasmico (SERCA). Asi mismo, experimentos obtenidos en
plaquetas de pacientes con cirrosis biliar dan resultados similares, que sugieren una hiper-
estimulacion plaquetaria en este tipo de cirrosis, a diferencia de la cirrosis alcohdlica.

Este trabajo esta dirigido a la investigacién de los mecanismos moleculares
responsables de estas alteraciones en plaquetas de animales con cirrosis biliar sin ascitis,
asf como a determinar el tipo y grado de las alteraciones de la funcién plaquetaria en la
fase de descompensacion higropica que caracteriza a la fase ascitica.

En primera instancia evaluaremos la funcién plaquetaria midiendo la agregacion 7
vitro de plaquetas de animales controles y cirréticos y a la vez, la expresiéon en la
membrana plaquetaria de la P-selectina, marcador del grado de activacion plaquetaria.
De esta manera relacionaremos ambos parametros en diferentes situaciones: basalmente,
tras estimulacién con los agonistas usuales, y tras la incubacién con factores plasmaticos
(homocisteina, acidos biliares y citoquinas) reguladores de la funcién plaquetaria.
Sabemos que en pacientes con cirrosis biliar parece existir una mayor expresion de este
receptor en condiciones basales, lo que sugiere una hiperestimulacion plaquetaria. Este
aspecto no se ha estudiado en el modelo experimental, al igual que la relaciéon entre este
receptor de activacion (P-selectina) y los cambios en el Ca*" intracelular y la produccién
de especies reactivas de oxigeno (ROS).

También evaluaremos el papel de algunos factores plasmaticos, en la fisiopatologia
de las alteraciones plaquetarias de la cirrosis. Asi, analizaremos si la Hcy o los acidos
biliares modifican la sefializacién de Ca*" de las plaquetas de animales controles y
cirréticos. En este sentido, se ha comprobado que los acidos biliares tienen efectos sobre
el Ca®" intracelular compatibles con los descritos en este proyecto en células endoteliales
y en fibroblastos (Nakajima y cols., 2000; Lau y cols., 2005). En cuanto a la Hcy, aunque se
tienen datos sobre su efecto en plaquetas y movilizacién de Ca”" intracelular, pero en
diabetes mellitus (Alexandru y cols.,, 2008), en plaquetas con enfermedad hepatica no hay
datos conocidos. Otro posible factor es el NO, un mediador local ampliamente
reconocido como participante en la fisiopatologia de las alteraciones cardiovasculares de
la cirrosis hepatica (Criado y cols., 1997; Atucha y cols., 2005). En apoyo de esta posibilidad,
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resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio, usando citometria de flujo en
plaquetas cargadas con DAF-2, un fluorocromo que detecta los niveles de NO, nos
indican que las plaquetas de ratas con LCB y sin ascitis producen mas NO en respuesta a
trombina que las plaquetas de animales controles. Nuestro grupo ha descrito, en
experimentos realizados en plaquetas de animales con hipertension arterial por déficit de
NO (Iyu y cols., 2004), resultados diametralmente opuestos a los obtenidos en los animales
cirréticos. El analisis de la literatura también apoya la hipétesis de que el NO puede estar
jugando un papel decisivo en estas alteraciones (Trepakova y cols., 1997; Dedkova y cols., 2002),
al aumentar la recaptacion de Ca®" por los almacenes.

Varios estudios sefialan el papel aterogénico que tiene la Hcy, en una variedad de
enfermedades cardiovasculares, donde uno de los blancos celulares principales son las
plaquetas ya que éstas, ademas de las células endoteliales y leucocitarias son esenciales
para la formacion del trombo (Nufio-Ayala y cols, 2010). Se conoce poco acerca de los
efectos y mecanismos de la Hcy promoviendo el dafio vascular y la aterotrombosis. Y
dado que la HHcy es uno de los factores plasmaticos predominantes en la enfermedad
hepatica, hemos evaluado si el tratamiento crénico con acido félico, podria mejorar la
funcién plaquetaria en la cirrosis biliar,, dado que esta vitamina es esencial en la
homeostasis de la homocisteina.

La metodologia que se emple6 para dicho planteamiento es el analisis de la
agregacion plaquetaria (mediciéon de absorbancia 6ptica) en respuesta a agonistas, la
medida del Ca®" intracelular y sus principales mecanismos de regulacién, asf como la
produccion de especies reactivas de oxigeno, mediante el uso de la espectrofluorimetria
(fura-2AM para la mediciéon de Ca** y CM-H,DCFDA -acetyl ester para ROS), en plaquetas
lavadas de animales controles y cirréticos por ligadura del conducto biliar. La medida del
receptor de activaciéon plaquetaria en respuesta a factores plasmaticos y agonistas se
realiz6 mediante citometria de flujo.
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Obyjetivos

Analizar la agregacién plaquetaria, expresién de P-selectina, movilizaciéon del Ca*
intracelular ([Ca®']) y produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) en
plaquetas de ratas con LCB con ausencia y presencia de ascitis.

Estudiar el papel del 6xido nitrico (NO), mediante la inhibicién crénica de su
sintesis con L-NAME o tras la reduccién de su disponibilidad con butionina
sulfoximina (BSO), en la movilizacién del Ca®" intracelular, en plaquetas de ratas
LCB con ausencia y presencia de ascitis.

Estudiar el papel de los acidos biliares (acido desoxicélico y quenodesoxicdlico) en
la movilizacién del Ca*" y expresién del receptor de activacién (P-selectina), en
plaquetas de ratas LCB con ausencia y presencia de ascitis.

Estudiar el papel de la homocisteina (Hcy) en la agregacion plaquetaria, expresion
de P-selectina, movilizacién del Ca®* intracelular y producciéon de especies reactivas
de oxigeno, en plaquetas de ratas LCB con ausencia y presencia de ascitis, mediante

el tratamiento cronico con acido folico.
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Material y Métodos

1. ANIMALES DE ESTUDIO

Se han utilizado ratas Sprague-Dawley (SD) macho y con un peso aproximado entre
240-300 gramos. Se mantuvieron a temperatura ambiente de 25 °C, con un ciclo de luz-
oscuridad de 12 horas. Los animales fueron suministrados por el Servicio de Animalario de
la Universidad de Murcia.

Todos los experimentos realizados se han llevado a cabo segin las normas éticas que
dispone la Unién Europea para el trato de los animales de laboratorio segin la Ley
Espafiola del Real Decreto 1201/2005 (BOE, 2005). El modelo de cirrosis experimental
utilizado fue el de Cirrosis Biliar Secundaria por Ligadura crénica del Conducto Biliar

(LCB).

1.1 GRUPOS EXPERIMENTALES

Para este trabajo se utilizaron tres grupos experimentales: Controles, LCB sin ascitis
(15 y 21 dfas) y LCB con ascitis (>21 dias); una parte de los animales de cada grupo fueron
sometidos a tratamiento crénico con dcido folico (8 mg/Kg/dia), en el agua de bebida,
iniciandose el tratamiento tres dias antes de la ligadura del conducto biliar u operacion
simulada (Lee y cols., 2004). De igual manera, algunos animales fueron tratados crénicamente
con L-NAME (1 mg/Kg/dia) en el agua de bebida (solo para el protocolo de la medicién
del calcio plaquetario); el resto de los animales no recibieron tratamiento alguno. En la
tabla 1, se detalla el numero de animales empleados en cada grupo experimental segin el
tratamiento recibido.

Tabla 1: Distribucion del nimero de animales segiin su tratamiento

Grupos Experimentales Controles LCB (15y 21d) LCB (21d)
sin ascitis con ascitis
(n) (n) (n)
1. Sin tratamiento 96 78 64
2. Tratamiento crénico con Ac. Folico 43 44 61
3. Tratamiento crénico con L-NAME 10 10
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En la tabla 2 se resume el nimero de animales en cada grupo experimental, segun los

ensayos realizados.

Tabla 2: Distribucion del numero de animales de estudio para los ensayos
experimentales

Ensayos Controles LCB (15y 21d) LCB (21d)

sin ascitis con ascitis

(n) (n) (n)

1. Agregacion 40 37 32
2. Medicion de Calcio 70 62 37
3. Medicion de Radicales Libres (RL) 21 13 19

4. Expresion de receptor de
activacion plaquetaria 6 7 6

2. LIGADURA DEL. CONDUCTO BIILLAR (ILCB)

Tanto para la realizacion de la ligadura del conducto biliar, como para la extraccion
de la sangre, las ratas fueron anestesiadas previamente con una mezcla 1:1 de Ketamina (50
mg/ml. ®Imalgene, casa Pfizer) y Clorhidrato de Xilacina (20 mg/mL ®Rompuin, casa
Bayer), a una dosis de 5 mg/Kg de ketamina y 2 mg/Kg de xilacina, intramusculat.

Una vez anestesiado el animal y en condiciones de asepsia, se le somete a una
laparotomia media de unos pocos centimetros (2-3 cm) por debajo de la apofisis xifoides.
Con unos bastoncillos se levanta uno de los l6bulos hepaticos y se localiza el conducto
biliar, surgiendo del higado un conducto doble que posteriormente se une (conducto biliar
principal) desembocando en el duodeno. Una vez aislado el conducto principal, se ligan los
extremos distal y proximal y se corta el tramo entre ambas ligaduras. Finalmente se coloca
el higado en su sitio y se cierra la laparotomia por capas usando una sutura de puntos
continuos para la capa muscular y de puntos sueltos para cerrar la piel. Los animales se
dejan recuperar en una jaula limpia y con una fuente de calor hasta que se despiertan de la
anestesia. Transcurridos aproximadamente 15 dfas tras la operacién se manifiestan los
primeros signos de fibrosis hepatica y entre los 21 y 28 dias el 75 % aproximadamente de
las ratas intervenidas, tienen una cirrosis establecida (Kountouras y cols., 1984). Los animales
control (o Sham) fueron sometidas a una operacion simulada.
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3. ENSAYOS EXPERIMENTALES

Para llevar a cabo los objetivos propuestos, se ha estudiado la homeostasis del calcio
intracelular en plaquetas lavadas y la agregacién en plasma rico en plaquetas de animales
controles y con LCB. A continuacion se exponen los ensayos realizados:

Ensayo 1: MEDICION DE LA AGREGACION PLAQUETARIA

Ensayo 2: MEDICION DEL CALCIO INTRACELULAR EN PLAQUETAS
LAVADAS

a. Liberacién del calcio intracelular

b. Entrada de calcio extracelular

c. Niveles totales de calcio plaquetario

d. Entrada Capacitativa (ECC)

e. Entrada Capacitativa con medicién de una tercera longitud de onda
Ensayo 3: MEDICION DE ESPECIES REACTIVAS DE OXiGENO (ROS)
Ensayo 4: MEDICION DE RECEPTORES DE ACTIVACION PLAQUETARIA

Ensayo 5: MEDICION DE HOMOCISTEINA EN PLASMA
3.1 ENSAYO 1

3.1.1 AGREGACION PLAQUETARIA

3.1.1.1 Principio del ensayo: METODO TURBIMETRICO

La agregacion plaquetaria es la interaccion plaqueta—plaqueta y para que se
produzca es necesario que las plaquetas conserven su integridad metabolica, dado que este
proceso incluye cambios morfolégicos y quimicos. La medicion de la agregacion
plaquetaria fue descrita en 1962 por Born, como una técnica para estimar la cinética de la
agregacion de las plaquetas por medio de la turbidometria (medicién de turbidez o
densidad 6ptica). Este método se convirti6 de manera rapida en el patron de referencia
para el estudio de la funcién plaquetatia.

Este estudio mide en tiempo real la agregacion del plasma rico en plaquetas (PRP),
mediante el aclaramiento 6ptico. Esta prueba requiere un agregémetro (o
espectofotometro) en el que se deposita la muestra de PRP en una cubeta de incubaciéon a
37 °C, que se encuentra entre una fuente de luz y una foto-celda de mediciéon que calcula la
densidad 6ptica o turbidez del PRP. La preparacion del PRP requiere la separacion de las
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plaquetas del resto de las células de la sangre por medio de centrifugaciones lentas; también
requiere de la preparacion del plasma pobre en plaquetas (PPP) por medio de
centrifugaciones rapidas, para ajustar el numero de plaquetas por tubo.

Conforme las plaquetas se agregan en respuesta a un agonista (ADP, colageno y
otros), el PRP se aclara y se transmite mayor cantidad de luz, esta transmisién se mide en
tiempo real y se grafica el porcentaje del aclaramiento de la muestra: a mayor agregacion

plaquetaria, mayor transmision de la luz y viceversa (Fig. 1) (Seegmiller y Sarode, 2007).

Su representacion grafica genera una curva de agregacion plaquetaria que se puede
medir por el porcentaje maximo de agregaciéon y también por area de agregacion en el
tiempo (Fig. 2B). La curva tipica de agregacion tiene 3 fases distintas después de afadir el
agonista: un incremento inicial, un ligero descenso de la curva, por el cambio de forma de
las plaquetas, y un incremento agudo o agregaciéon maxima (Fig. 1b, ¢, d). Este ultimo
incremento puede tener dos fases mas, dependiendo del tipo de agonista y/o su
concentracion, generando una curva u onda primaria y secundaria (Pluma y cols., 2011).

Agregacion Plaquetaria

100%| d

Transmision
de
luz

SR
0% d N
Tiempo (min) i —
: = Adicién de
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Figura 1: Esquema de la agregacion plaquetaria segun en principio de Born. Tubo control con plasma
pobre en plaquetas (PPP), Tubo 1: falta de transmisién de la luz a través del plasma turbio (a: linea en
continuo); se induce la agregacién plaquetaria con la adicién de un agonista (ADP). Tubo 2: un incremento
inicial de la transmision de luz atribuible a dilucién del PRP por el agonista que se afiade (b: pequefio
incremento de la curva).Tubo 3: discreta disminucion de la transmision conforme las plaquetas cambian de
forma (c: ligero descenso de la curva).Tubo 4 incremento agudo de la transmision conforme las plaquetas
se agregan (d: méaximo incremento de la curva) (figura adaptada de: Pluma y cols., 2011; www.practical-
haemostasis.com).
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Los principales inductores (agonistas) de la agregacion “in witro” son el ADP,
epinefrina, colageno y trombina, todos ellos fisiologicos y el araquidonato sédico, que es un
agente agregante artificial. También han sido clasificados como fuertes y débiles, los
fuertes son capaces de inducir secreciéon con independencia de una agregaciéon completa y
generalmente con independencia de la producciéon de tromboxano por las plaquetas. Los
débiles son incapaces de inducir secrecion sin previa agregacion y requieren de la sintesis de
tromboxano. El agonista fuerte por excelencia es la trombina, mientras que la epinefrina es

débil.

El ADP o colageno funcionan como fuertes o débiles dependiendo de su
concentraciéon (Zucker y col, 2007; Shapiro, 1999; Patel y cols.,, 2005). Es decir, con una
concentracion de ADP a 2 uM, se pueden ver unas ondas de agregacion primaria y
secundaria, claramente definidas (Fig. 2A). La primera representa el efecto directo inducido
por el agonista y la segunda onda se debe a la liberacion de ADP enddgeno y a la
generacion de tromboxano A, (TXA,). Por debajo de 2 pM, existe menos respuesta
secundaria y la onda primaria frecuentemente se invierte cuando el ADP se degrada
enzimaticamente. Por encima de 3 puM la fase primaria suele ser tan intensa que la
distincion entre ésta y la fase secundaria queda enmascarada (Fig. 2B) (Kitchen y col., 1998).

______ Pico maximo
N i 0 de Agregacion 4

Onda
Secundaria

Area
de
Agregacion

Agregacién (%)

Onda
Primaria

Basal 4

Cambio de
forma

A = Adicién de Agonista B Tiempo

Figura 2: Curvas de agregacion plaquetaria. (A) Muestra los eventos bifasicos de una agregacion tras afiadir
ADP a bajas concentraciones, describe una onda primaria los primeros minutos, seguidos de una onda secundaria,
tras la liberacién de ADP endogeno y tromboxano Az (TXAz2). (B) Con otros agonistas como la Trombina no es
posible distinguir estas dos fases. Se registra el pico maximo de agregacion y también el area bajo la curva vs
tiempo (adaptada de: www.practical-haemostasis.com).
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3.1.2 PROTOCOLO"

3.1.2.1 Obtencién de Plasma Rico en Plaquetas (PRP)

Una vez anestesiada la rata, como se ha mencionado anteriormente, se le realiza una

laparotomia media desde la pelvis a la apofisis xifoides, se retiran los intestinos y el tejido

conectivo hasta aislar la vena cava y la aorta abdominal. Para canular la aorta, se interrumpe

el flujo sanguineo de la arteria transitoriamente con un clamp y se procede a su canulacion.

Répidamente, se retira el clamp y se recogen aproximadamente 10 mL de sangre en 2 tubos
de ensayo de plastico que contienen el anticoagulante (citrato 3 %: 500 ul/4,5 mL sangre) a

temperatura ambiente (T9).

Tras la extracciéon de la sangre se procede a centrifugar la muestra a 124 g/20
min/20 °C de la que obtendremos el sobrenadante, que es el PRP. El resto de la muestra se
volvié a centrifugar a 1750 g/10 min/20 °C, para la obtenciéon del plasma pobre en

plaquetas (PPP).

3.1.2.2 Agregacion plaquetaria

a.

El plasma rico en plaquetas (PRP), se mantuvo en un bafio a 20 °C hasta la
realizacion de la medicién, para evitar el deterioro de las plaquetas.

Se realiz6 el recuento plaquetario del PRP en un hemocitémetro (camara
de Neubauer), para luego ajustarla con PPP autélogo y obtener una

muestra final con aprox. 3x10° cel/ul.

La agregacion plaquetaria fue determinada en un agregémetro
(Aggrecoder PA 3210) por el método turbimétrico de Born. Se vertieron
200 pl de la muestra final a las cubetas siliconadas del agregémetro, mas 25
ul del agonista en estudio, ADP (5uM);*. L.as muestras se pre-incubaron
durante 5 minutos a 37 °C. En el momento de afiadir el ADP, las muestras
se agitan a 194 ¢ (1000 rpm).

En el caso de los experimentos en los que se evalud el papel de la
Homocisteina o Cisteina (control), se afiadieron otros 25 ul de éstos (tabla
3), y tras la incubacion, se indujo la agregacion plaquetaria por adicion de
ADP.

* LLa composicion y el modo de preparacion de todos los reactivos se encuentran en Anexos.

* (e significa la concentracién final que hay en la muestra.
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Tabla 3: Concentraciones de los agonistas para la agregacion

Agonistas Concentraciones Concentraciones
de trabajo en la muestra
Cisteina 100 uM 10 uM
y 250 uM 25 uM
Homocisteina 500 uM 50 uM
1 mM 100 uM

3.1.2.3 Calculos de la Agregacion

Los resultados fueron expresados como area bajo la curva (mm?) y el pico de la
curva como porcentaje maximo de agregacion (%) (Fig. 2B), que se produjo en 10
minutos, como medida relativa de la amplitud del incremento en la transmision de luz a
través de la muestra. El area bajo la curva fue medida con una camara de video Sony 151
AP conectada a un equipo de analisis de imagen Q-550 MC Leica.

3.2 ENSAYO 2

3.2.1 MEDICION DEL Ca** INTRACELULAR CON FURA 2-AM

3.2.1.1 Principio del ensayo

Para este ensayo se utilizo el fluorimetro o espectrofluorimetro que utiliza las
propiedades fluorescentes de ciertas particulas para conocer la concentraciéon de las
mismas en una muestra (Lorente, 1991). El instrumento permite excitar una muestra a una
longitud de onda determinada para posteriormente recoger la emisiéon de fluorescencia a
una cierta longitud de onda o todo un espectro. Existen diversas fuentes de excitacién
como el laser, lamparas de vapor de mercurio, fotodiodos; en nuestro caso se utilizé una
lampara de xenén que tiene un espectro de emisiéon continuo y de intensidad constante
entre 300 y 800 nm (Gullapalli y col., 2010).

La luz pasa por un filtro o monocromador que permite seleccionar la longitud
de onda de interés. Posteriormente la luz pasa por la muestra, por un segundo
monocromador, que nos permitira seleccionar la longitud de onda o el espectro que nos
interesa obtener, y serd recogida por un fotomultiplicador o un fotodiodo. Como se
puede observar en la figura 3, la medida de fluorescencia de la muestra se recoge a 90°
de la fuente de excitacién, esto se realiza para intentar minimizar la interferencia
producida por la fuente en el sensor y que este recoja exclusivamente los valores de
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fluorescencia, que se emiten en todas direcciones, de la muestra y no los de la emision
de la fuente, todo esto se encuentra conectado a un sistema de lectura para un analisis
cuantitativo (Gullapalli y col., 2010 y Rodriguez, 2010).

La intensidad depende de la concentracién del fluoréforo en la muestra a bajas
concentraciones; sin embargo para altas concentraciones los fluoréforos comienzan a
reaccionar y a formar compuestos no fluorescentes por lo que los valores de intensidad
recogidos comienzan a disminuir. Otro factor importante es que la cubeta donde va la
muestra sea clara y sin impurezas, para que no afecte la lectura del fluorimetro;
dependiendo de la longitud de onda de excitacién, pueden ser de diferentes materiales
(cuarzo o plastico) (Rodriguez, 2010).

Muestra
de células
Excitacion de
Monocromador

Lampara Xe

Monocromador

Fotodetector

Figura 3: Esquema del fluorimetro (Wether, 2009).

El desarrollo de indicadores fluorescentes en los estudios de la homeostasis del Ca**
celular se debe principalmente a Tsien y colaboradores en los afos 80. Estos autores
popularizaron el uso del indicador fura-2AM, para los estudios de la concentracién de
calcio intracelular ([Ca®']) y contribuyeron al desarrollo de nuevas sondas ttiles en estudios
de la regulacién de la [Ca*']; por hormonas y otros agonistas.

El fura-2AM es la sonda fluorescente mas empleada para medir los niveles de Ca™,
tiene una mayor constante de disociacion (Kd) para el calcio, menor sensibilidad al
magnesio y es mas foto estable que otras. El fura-2AM se usa para medir concentraciones
intracelulares del orden de micromolar ya que su Kd para el calcio esta entre 150-225 nM.
El principal problema que presenta esta sonda es que la forma acetoxi-metil éster (AM)
(forma de carga en las células) no se hidroliza completamente y ademas tiene tendencia a
compartimentalizarse en organulos sub-celulares durante el proceso de carga. Cuando el
fura-2AM se une al calcio, su maximo de excitacion se desplaza hacia bajas longitudes de
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onda, con un desplazamiento despreciable de la emisiéon maxima. Esto permite que el fura-
2AM sea utilizado como un indicador de doble excitacién.

El fura-2AM libre se excita a 380 nm mientras que la forma unida al calcio se excita
a 340 nm y emiten ambas a 510 nm (Fig. 4A), de manera que cuando existe un aumento de
calcio intracelular la fluorescencia emitida por la forma unida al Ca®* aumenta y en cambio
la de la forma libre de Ca*'disminuye (Fig. 4B), ocurriendo justo lo contrario cuando el
Ca®" intracelular disminuye. La relacién entre ambas longitudes de onda del fura-2AM

. . 2 s .
unida como libre al Ca®"puede calcularse en una relacién o ratio.

La ratio nos permite minimizar una serie de artefactos que provocan cambios en la
intensidad de la fluorescencia, que no se deben a cambios en la concentraciéon de calcio y
port lo tanto es una medida independiente de la concentracién de fluorocromo en la célula.

A BK
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Figura 4: Esquema del registro del Ca* por el Fluorimetro. (A) fura-2 libre (excitacién a 380 nm), fura-2
unida a Ca# (excitacion a 340 nm), ambos emiten a 510 nm (B) Representacién de fura-2 unido y libre de Ca?*
tras el estimulo con agonistas (adaptada de: http://www.biomed.cas).

3.2.2 PROTOCOLO

3.2.2.1 Preparacion del fura-2AM (fluorocromo)

El Fura-2AM es un éster hidrofébico de elevado peso molecular, que presenta muy
baja solubilidad en medios acuosos, pudiendo incluso precipitar. Para aumentar su
solubilidad en dichos medios, se utiliza un surfactante no iénico llamado acido plurénico,
que actua como una micela, secuestrando el éster en su interior, evitando asi la agregacion y
precipitaciéon de este (o que harfa imposible la entrada del fluorocromo en la célula) y
actuando, por otro lado, como una fuente constante de fluorocromo para la misma.
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En la preparacion del fura-2AM se evit6 la luz directa, para ello cubrimos el tubo de
ensayo con papel aluminio y se trabajé en una habitaciéon con muy poca luz. Los pasos a

seguir son:

o Se mezclan muy bien 2 pl de acido plurénico y 1 pl de fura-2AM (2,5 mM).

. Se afiade 1 mL de Tampon-2"y se agita enérgicamente.
. Se afiaden 50 mg de albumina y se agita suavemente para no formar
espuma.

3.2.2.2 Obtencién de plasma rico en plaquetas (PRP) para la mediciéon de calcio

intracelular

Para la obtencién del Plasma Rico en Plaquetas (PRP) se procedié de la misma
forma que para la agregacion, pero los 10 mL de sangre se recogieron en dos tubos de
ensayo con una solucién anticoagulante de: acido citrico (52 mM),, citrato sédico (80 mM);
y glucosa (180 mM); que denominamos ACG (850 ul/5 mlL de muestra). Ademas se
adiciono a la sangre apirasa (40 ng/mL); (5 pl/mL de muestra) y Prostaglandina E; (PGE,)
(50 uM); (10 ul/mL de muestra), para evitar que las posteriores manipulaciones de la
muestra activen a las plaquetas.

3.2.2.3 Lavado de plaquetas

Es necesario separar las plaquetas del plasma y lavarlas, debido a que el plasma de la
rata es rico en esterasas que desesterificarfa al fura-2AM, disminuyendo la captacién de éste
por parte de la célula. Para ello, el PRP (con apirasa* 5 ul/mL de muestra y PGE,* 10 ul/mL
de muestra) se volvié a centrifugar a 941 g/8 min/20 °C. Se eliminé el sobrenadante y el
pellet se resuspendié con 1 ml. de Tampén-1"mas la apirasa® y PGE,*. La acidificacién del
medio, asi como la adicién de estas dos sustancias quimicas ayudan a evitar la activacién de
las plaquetas durante su centrifugacién y manipulacion.

3.2.2.4 Carga con fura-2 AM

a. Las plaquetas se volvieron a centrifugar a 941 ¢/8 min/20 °C, se eliminé el
sobrenadante y el precipitado fue resuspendido con 1 mL de Tampdn-2 que
previamente se preparo (en el punto 3.2.2.1) ya cargado con fura-2AM (2,5 uM),.

b. Las plaquetas se incubaron en un bafio a 20 °C/45 min en la oscuridad, con
agitacion suave cada 10 minutos, para ayudar a que el fluorocromo penetre en
las plaquetas.

*(Tampon 1y 2): su composicion esta detallada en el apartado de anexos.

* Para todo el protocolo se us6 las concentraciones de: apirasa (40 ug/mL)f y PGE; (50 uM);
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c. En este periodo se realizé el conteo celular, en un hemocitémetro (camara de
Neubauer), para trabajar con la misma concentracién de plaquetas (3x10° cel/pl)
y determinar el nimero de experimentos a realizar en el espectrofluorimetro
(aproximadamente para 5 mL de sangre extraida se realizaron entre 10-12
experimentos).

d.  Después de la incubacion se afiadié 2 ml. del Tampoén-1, més apirasa® y se
centrifugé a 941 g/8 min/20 °C. Se eliminé el sobrenadante y el pellet se
resuspendié con la cantidad adecuada de Tampon-2.

e. Tras 30 minutos (para permitir que se produzca la desesterificacion del fura por
las esterasas intracelulares), y 10 minutos antes de empezar el experimento se le
adicioné Ca®* (100 uM), como concentracién final en la muestra. De esta manera
nos aseguramos que los almacenes de calcio intracelulares estén llenos.

Durante todo el proceso, las plaquetas cargadas con fura-2AM se protegen de la luz.

3.2.3 DISENO EXPERIMENTAL PARA LA
MEDICION DEL Ca*

La medida de Ca®" se realiz6 en un espectrofluotimetro (Fluorimeter Spectronic Unicans)
con 3x10° plaquetas/mL de Tampén-2 a 37 °C y se procedié a la realizacién de los
siguientes experimentos:

3.2.3.1 Liberacién de Ca** intracelular

Las plaquetas cargadas con fura-2AM (50 ul en 1950 ul de Tampoén-2 a 37 °C), se
depositaron en la cubeta de medida, dentro del espectrofluorimetro, a continuacion
afiadimos EGTA (200 uM), a la muestra, para conseguir un medio extracelular libre de Ca®,
registramos la sefial de fluorescencia durante 30 segundos, afladimos la trombina (Tt) a una
concentracion final de (0,1 y 0,3 U/mL); o ADP (5 uM); y seguimos registrando la sefial de
fluorescencia durante 180 segundos.
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3.2.3.2 Entrada de Ca** extracelular

Las plaquetas cargadas con fura-2 AM (50 pl en 1950 pl de Tampon-2 a 37 °C), se
depositaron en la cubeta de medida, dentro del espectrofluorimetro, a continuacion
afiadimos CaCl, (1 mM), para conseguir un medio extracelular con Ca®’, registramos la sefial
de fluorescencia durante 30 segundos, afiadimos la trombina a una concentraciéon final de
(0,1-0,3 U/mL); o ADP (5 uM); vy registtamos la sefial de fluorescencia durante 180

segundos.

Trombina

3.2.3.3 Niveles totales de Ca’" plaquetario

Para estudiar la cantidad de Ca®" almacenada en los depésitos internos, las
plaquetas cargadas con fura-2AM, se depositaron en la cubeta de medida, a continuacién
afiadimos EGTA (200 uM),, para conseguir un medio extracelular libre de Ca®", registramos
la sefal de fluorescencia durante 30 segundos y afiladimos tapsigargina (TG) (1 uM),, para el
bloqueo de la bomba de calcio del reticulo sarcoplasmico, mas ionomicina (Iono) (5 uM),,
para la liberacién de Ca®" citoplamatico y registramos la sefial de fluorescencia durante 180
segundos.

30" 30”

3.2.3.4 Entrada capacitativa del Ca*

Las plaquetas cargadas con fura-2AM, se depositaron en la cubeta de medida, a
continuacién afiadimos EGTA (200 uM); para conseguir un medio extracelular libre de Ca™,
registramos la sefal de fluorescencia durante 30segundos y anadimos tapsigargina (TG) (1
uM); y/o tet-butyl-benzohidroquinona (TBHQ) (2 uM),, para el bloqueo de la bomba de
calcio del reticulo sarcoplasmico, registramos la sefial de fluorescencia durante 180
segundos, luego se le adicioné CaCl, (0,5 mM); y la fluorescencia resultante se registrd
durante otros 180 segundos.
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3.2.3.5 Entrada capacitativa del Ca®* con registro de una tercera longitud de onda

(360nm)

Debido a que el fura-2AM tiene un punto isosbéstico (puntode isofluorescencia) a
360 nm, la medida a esta longitud de onda es util para monitorizar la fluorescencia no
dependiente de Ca®* o para apreciar el “quenching” o la pérdida de fluorescencia cuando el
fura-2AM se une a metales pesados como el Manganeso (Mn”"). Es decir, cuando el Mn**
entra con el Ca’’, en la entrada capacitativa, elimina la fluorescencia del fura-2 AM, por lo

que podemos asi valorar el grado de activacion o apertura de estos canales.

Este protocolo es igual al anterior, excepto que se registré6 con una tercera
longitud de onda de 360 nm y al final se afadi6 Cl, Mn (100 uM)..

3 0”

3.2.3.6 Calibracion

Se realiz6 la calibraciéon en cada animal para poder relacionar los calculos de los
cambios de fluorescencia de las plaquetas con los cambios de concentracién de [Ca*?),. Las
plaquetas cargadas con fura-2AM (50 ul en 1950 pl de Tampoén-2 a 37 °C), son depositadas
en la cubeta de medida, dentro del espectrofluorimetro, a continuaciéon afiadimos: CaCl, (2
mM),, se registré 5 segundos y se la afiadi6 tritén (0,1 %), se registré otros 5 segundos y se
la afiadi6 EGTA-TTtis, se registraron otros 5 segundos y se le afiadié MnCl, (40mM),.

. CaCl, (2 mM);: le aporta al medio el calcio necesario para que
pueda penetrar en la célula.

. Tritén (0,1 %): es un ionéforo que se encarga de crear poros en
la membrana plasmatica de las células, por lo que entran grandes
cantidades de calcio desde el exterior de la célula al interior.

. EGTA-Tris (160 mM);: es un quelante del calcio, es decir, se
une al Ca*', impidiendo que el catién se una al fura y acidificando
el medio, pero el Tris-base aumenta los protones del EGTA*
manteniendo el pH del medio a nivel inicial.

o MnCl, (40 mM);: es una sustancia que secuestra al fura, por lo
que hace que disminuya la fluorescencia hasta el nivel de auto-
fluorescencia, es decir toda la fluorescencia que no es debida al
fura, como la debida al material genético de la célula o a la
habitacion donde se realiz6 el experimento.
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3.2.3.7 Sobrenadante

Puesto que el fura-2AM tiende a ser eliminado por la célula con el tiempo, este
fura-2AM extracelular y el que no entra en la célula, contribuye a la fluorescencia total
medida en cada experimento. Por ello, fue necesario determinar la fluorescencia del
sobrenadante en ausencia y en presencia de calcio extracelular y tener en cuenta este
valor en los calculos de calcio intracelular. Las plaquetas cargadas con fura-2AM, fueron
depositadas en un tubo de ensayo, centrifugadas a 941 g/8 min/20 °C y el sobrenadante
fue recogido y su fluorescencia medida en el espectrofluorimetro. La fluorescencia fue
medida tras afadir EGTA (200 uM),, luego CaCl, (1 mM),, y finalmente MnCl, (1 mM);.

3.2.3.8 Calculo de la concentracién de Ca**

Para calibrar las sefiales de fluorescencia, utilizamos la ratio entre las dos longitudes
de onda de excitacion del fura-2AM (340-380 nm), para ello necesitamos la relacion o ratio
maxima (Rmax) y la relacion minima (Rmin), asi como otros parametros. La expresion que
nos proporciona los valores de concentracién de Ca®" utilizando la ratio entre las dos
longitudes de onda que excitan al fura-2AM, es:

[Ca**] = Kd * SF * (R-Rmin)/ Sb * (Rmax-R)

Kd, es la constante de disociaciéon del fura-2AM en las condiciones intracelulares, a 37 °C su
valor es 224 nM.

R, es el cociente de las lecturas a las longitudes de onda utilizadas (340 y 380 nm).

Sf y Sb, son los valores maximos y minimo de fluorescencia, respectivamente, con la
excitacién de 380nm, en las condiciones de medio sin calcio y medio saturado de calcio,
respectivamente.

Rmax y Rmin, son los valores maximo y minimo de la ratio, en condiciones de saturacién
de calcio y de medio sin calcio, respectivamente. Son los valores registrados en los
experimentos de calibraciéon y sobrenadante (Grynkiewicz y cols., 1985).
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3.2.4 EFECTO AGUDO DE FACTORES PLASMATICOS SOBRE
LAS PLAQUETAS

3.2.4.1 Efecto agudo de la homocisteina (Hcy) en la entrada, liberacién y entrada

capacitativa del Ca’"

Se realizaron los experimentos del 1 al 7 (del apartado 3.2.3), pero con incubacion
previa de la muestra con Hcy a dos concentraciones distintas (10 y 25 uM); durante 5
minutos a 20 °C. Luego, la muestra fue depositada en la cubeta de medida dentro del

espectrofluorimetro y se procedié con los experimentos ya indicados.

3.2.4.2 Efecto agudo de los acidos biliares en la entrada, liberaciéon y entrada

capacitativa del Ca**

El experimento se realiz6 con y sin incubacién de la muestra con el
acidodesoxicolico (DC) y el acido quenodesoxicolico (CDC) a una concentracion final de
(100 uM);, durante 10 minutos a 20 °C. Luego, la muestra fue depositada en la cubeta de
medida dentro del espectrofluorimetro y se procedié con los experimentos del 1 al 4,6y 7
ya indicados (del apartado 3.2.3).

3.2.4.3 Efecto agudo de la butionina sulfoximina (BSO) en la entrada, liberacion de

calcio y entrada capacitativa

Para este experimento se separ6 la muestra de sangre en dos tubos:

Tubo 1: a 5mL de sangre se afiadié ademas de la apirasa y la PGE,, en las cantidades
ya descritas anteriormente, BSO (20 ul/ml. de muestra) (5 mM);. Se continué con el
protocolo de obtencién de las plaquetas incluyendo carga con el fura-2AM y sus
posteriores lavados, siempre afiadiendo en cada resuspension: apirasa, PGE, y BSO,
excepto en la ultima resuspension con el Tampon-2. Finalmente se procedio con los
experimentos del 1 al 7 (del apartado 3.2.3).

En el caso de los experimentos que usaron L-NAME para analizar el papel del 6xido
nitrico, la muestra se incubd previamente con L-NAME (200 uM), durante 10
minutos a 20 °C.

Tubo 2: los 5SmL de sangre restantes, fue nuestra muestra control, es decir sin la
adicién de BSO, solo con apirasa y PGE,. Tampoco se incub6 con L-NAME antes
de proceder con los experimentos del 1 al 4 (del apartado 3.2.3).

3.2.4.4 Efecto_crénico del L-NAME en la entrada, liberaciéon de Ca> y entrada
capacitativa
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Se realizaron los experimentos del 1 al 7 (del apartado 3.2.3), en ratas tratadas
crénicamente con L-NAME (1 mg/Kg/dia) 7 dias antes de realizar el experimento.

3.3 ENSAYO 3

3.3.1 MEDICION INTRACELULAR DE ESPECIES REACTIVAS
DE OXIGENO (ROS) CON CM-H,DCFDA-acetil ester

3.3.1.1 Principio del ensayo

El 5-(y-6)-clorometil-2’,7’-diclorodihidrofluoresceina diacetato (CM-H,DCFDA-
acetil ester) es una sonda sensible a las especies reactivas de oxigeno (ROS) utilizada para
detectar su produccién en células vivas. Esta sonda se difunde pasivamente dentro de la
célula, donde sus grupos acetato se rompen por las esterasas intracelulares y se oxidan,
liberando el correspondiente derivado diclorodihidro-fluoresceina. La oxidacién produce
una fluorescencia y la sefial es recogida, usando un espectrofluorimetro a una longitud de
onda de excitacion de 495 nm y de emision de 525 nm.

3.3.2 PROTOCOLO

3.3.2.1 Obtencion de plasma rico en plaquetas (PRP) para la medicién de ROS

El protocolo es igual al realizado para la medicion del calcio intracelular.

3.3.2.2 Lavado de plaquetas

El protocolo es igual al realizado para la medicion del calcio intracelular.

3.3.2.3 Carga con CM-H,DCFDA-acetyl ester
Las plaquetas se volvieron a centrifugar a 941 g/8 min/20 °C

Las plaquetas se incubaron en un bafio a 20 °C/45 min en la oscuridad, con
agitacion suave cada 10 minutos, para ayudar a que el fluorocromo penetre en las plaquetas.

En este periodo se realiz6 el conteo celular, para trabajar con la misma
concentraciéon de plaquetas y determinar el nimero de experimentos a realizar en el
espectrofluorimetro (aproximadamente para 5 mL de sangre extraida se realizaron entre 10-
12 experimentos).
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Después de la incubacion se le anadié 2 mL del Tampoén-1, mas la apirasa y se
centrifugd a 941 g/8 min/20 °C. Se eliminé el sobrenadante y el pellet se resuspendié con la
cantidad adecuada de Tampoén-2/sin albumina.

Tras 30 minutos (para permitir que se produzca la desesterificacion de la sonda por las
esterasas intracelulares), y 10 minutos antes de empezar el experimento se le adicioné Ca**

(100 uM),

Durante todo el proceso, las plaquetas cargadas con la sonda se protegen de la luz.

3.3.3 DISENO EXPERIMENTAL PARA LA MEDICION DE ROS

La medida de ROS se realizé en un espectrofluorimetro con 3x10° cel/ul de Tampén-
2 a 37 °Cy se procedio a la realizaciéon de los siguientes experimentos:

a.  En respuesta a trombina (0,3 U/mL),

Las plaquetas cargadas con la sonda (50 pl en 1950 ul de Tampédn-2 a 37 °C), se
depositaron en la cubeta de medida, dentro del espectrofluorimetro, a continuacién
afiadimos CaCl, (1 mM); para con seguir un medio extracelular con Ca™, registramos la sefial
de fluorescencia durante 1 minuto, afiadimos la trombina a una concentracién final de 0,3
U/mL y registramos la sefial de fluorescencia durante 1 minuto.

Trombina

b. En respuesta a ADP (5 pM),

Las plaquetas cargadas con la sonda (50 pl en 1950 pl de Tampoédn-2 a 37 °C), se
depositaron en la cubeta de medida, dentro del espectrofluorimetro, a continuacion
afiadimos CaCl, (1 mM); para conseguir un medio extracelular con Ca*', registramos la sefial
de fluorescencia durante 1 minuto, afiadimos ADP a una concentracién final de 5 pM y
registramos la senal de fluorescencia durante 1 minuto.
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c. En respuesta a Hcy (50 y 200 pM),

Las plaquetas cargadas con la sonda (50 pl en 1950 pl de Tampodn-2 a 37 °C), se
depositaron en la cubeta de medida, dentro del espectrofluorimetro, a continuaciéon
afiadimos CaCl, (1 mM); para conseguir un medio extracelular con Ca*’, registramos la sefial
de fluorescencia durante 1minuto, afladimos Hcy a concentraciones finales de 5y 20 uM y
registramos la senal de fluorescencia durante 7 minutos.

30" ‘I I 7'

d. Calibracién
Realizamos dos mediciones: una solo colocando CaCl, para verificar que el primer

estimulo no produce un incremento de ROS a través del tiempo, y por ultimo para detectar
una respuesta maxima afladimos H,O,.

o Respuesta Basal: CaCl, (100 pM),

3OII 7I
. Respuesta maxima: H,O, (1 mM);
30" H,0, 7'
e.  Sobrenadante

Puesto que la sonda tiende a ser eliminado por la célula con el tiempo, este contribuye
a la fluorescencia total medida en cada experimento. Por ello, fue necesario determinar la
fluorescencia del sobrenadante y tener en cuenta este valor en los calculos de ROS
intracelular. Las plaquetas cargadas con la sonda (50 ul en 1950 pl de Tampon-2 a 20 °C),
fueron depositadas en un tubo de ensayo y centrifugadas a 941 g/8 min/20 °C, recogimos el
sobrenadante para medir en el espectrofluorimetro. Le afiadimos H,O, (1 mM),, se registrd 7
minutos.
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30" H,0, 7'

f. Calculo de la concentracion de ROS

Para calibrar las sefiales de fluorescencia, se utilizaron unidades arbitrarias.

3.2 ENSAYO 4

3.4.1 MEDICION DE ACTIVACION PLAQUETARIA POR
CITOMETRIA DE FLUJO

3.4.1.1 Principio del ensayo

P Flujo Celular
/

i
——Tubo de Muestra

Figura 5: Sistema de flujo de un citémetro
(www.bd.com).

La citometria de flujo es una técnica que analiza y mide las caracteristicas especificas
de un nimero elevado de células. Antes del analisis citométrico, las células en suspension
son marcadas con un anticuerpo monoclonal fluorescente. En el citometro de flujo, las
células suspendidas atraviesan una camara de flujo, a una velocidad de 1.000 a 10.000
células por minuto, a través de un laser (Givan, 1992). En funcién de la capacidad del laser se
pueden medir multiples parametros celulares basados en la foto-dispersion y la
fluorescencia y posteriormente llevar a cabo la separacion fisica de sub-poblaciones de
células segun su tamafno y complejidad. El citémetro de flujo consta de tres sistemas
principales:

a) Sistema de flujo: Rodea la suspension celular en flujo, con una vaina externa,
formada por un fluido libre de particulas, que mueve la muestra, a velocidad constante y
controlada, a través de una zona de deteccion (camara de flujo), donde las células o
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particulas pasan de forma perpendicular a través de un haz iluminador (laser) (Fig. 5)
(Barrientos y cols., 2009; www.bd.com).

b) Elementos 6pticos: Compuesto de lentes y prismas (filtros 6pticos).Permiten el
enfoque del laser, que es una fuente de iluminacién monocromatica y de intensidad
conocida. Los lentes y prismas, al enfocar la iluminacion de las particulas o células de la
muestra, también detectan la luz dispersada por ellas y selecciona la fluorescencia

emitida, a medida que las particulas atraviesan el haz luminoso (Fig. 6) (Bartientos y cols.,
2009; www.bd.com).

Prismas
Laser

Flujo
Celular

| [
AN
YA

A

A

Laser Lentes

Cables de
Fibra Optica

Figura 6: Elementos dpticos de un citometro (www.bd.com).

c) Sistema de tratamiento de sefales: Proporciona una iluminaciéon de intensidad
constante, que detectada y amplifica la respuesta de las particulas en forma de pulso
analdgico, transforma las sefiales en forma digital y controla el proceso de separacion
celular. El sistema operativo, permite la adquisicién multiparamétrica de datos y el
analisis a tiempo real y en modo de lista de datos, estos datos se presentan en forma de
histogramas monoparamétricos o biparamétricos o en forma de plots o puntos(donde
cada punto representaria una célula), de la distribucion (Fig. 7) (Barrientos y cols., 2009;

www.bd.com).

Como ya mencionamos, las células pasan a través del flujo rodeadas por un fluido
envolvente en direccion perpendicular al haz del laser. Cuando solo pasa fluido, no se
produce dispersion alguna de luz. Pero al pasar una célula frente al laser, ésta dispersa la
luz, lo que se detecta mediante unos tubos fotomultiplicadores. La dispersion tiene dos
componentes: dispersion frontal (FSC: del inglés forward scatter, detecta el tamafio
celular) y dispersion lateral (SSC: del inglés side scatter, detecta la complejidad o
granularidad celular) al eje del laser. Ademas, cuando las células han sido marcadas con
un fluorocromo (Ej: Ficoeritrina y/o Fluoresceina), para detectar una molécula celular
(Ej: CD62 y/o CDG61), la luz fluorescente que emite, se dispersa también lateralmente y
detecta las intensidades relativas de emisioén de fluorescencia (Fig. 8).
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Figura 7: Sistema de tratamiento de Sefales. Una vez que la muestra pasa por los laseres, estos
dispersan la luz, por dispersion frontal (DF) (forward scatter) y lateral (DL) (side scatter), la luz es
recogida por el sistema optico (lentes) y la sefial pasa por los detectores, para finalmente pasar por
un sistema de tratamiento de sefiales (Carlson y cols., 1997; www.bd.com).

Por lo tanto, la citometria permite el analisis, para cada célula, de dos parametros
de dispersion (SSC/FSC) y como minimo tres fluorescencias (en equipos con un solo
laser), FLL1, F1.2, FL3. Para poder separar la dispersion de las diferentes fluorescencias se
utiliza un sistema de filtros 6pticos y todas las sefiales son convertidas a valores digitales
(Fig. 7). Estos valores no son absolutos sino relativos ya que indican que en una
poblacién determinada existen células que presentan diferentes niveles de fluorescencia
o de dispersion de luz. Si se elaboran histogramas de frecuencia con estos datos se
puede apreciar la distribucién de la poblacién que ha sido analizada de acuerdo a
cualquiera de los parametros medidos (Fig. 8) (Catlson y cols., 1997; www.bd.com).
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FLUORESCENCIA
FL1: FITC. Isotiocianato de Fluoresceina
FL2: PE. Ficoeritrina
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Figura 8: Deteccion de seiiales de fluorescencia. El citdmetro de flujo permite detectar sefiales
de fluorescencia procedentes de complejos antigeno/anticuerpo marcados con un fluorocromo y
situados en una célula. Una vez que la muestra pasa por los laseres, estos dispersan la luz, por
dispersion frontal (FSC: forward scatter) y lateral (SSC: side scatter). Por dispersion lateral también
son recogidas las sefales de fluorescencia de las moléculas de interés, en este caso el CD61
marcado con FITC para la deteccion de las plaquetas y el CD62P marcado con PE, para la
deteccion de plaquetas activadas (Carlson y cols., 1997; www.bd.com).

3.4.2 PROTOCOLO

3.4.2.1 Determinaci6én de la activacién plaquetaria en plasma rico en plaquetas

(PRP), a través de la expresion de la P-selectina

Para el analisis citométrico, determinamos la expresion de la P-selectina o CD62P

a partir de PRP, obtenido con el mismo procedimiento que se utilizé para la agregacion.

a. Una vez obtenido el PRP se ajust6 el nimero de plaquetas a 3x10° cel/ ul con
PBS-0,3 % albumina.

b. Incubamos 200 pl de las células con 10 pl de EDTA (2 mM),;y 20 pl de los
reactivos: Hey, DC, CDC durante 10 min/37 °C y con BSO, TNF, IL-6
durante 1 hora/37 °C (Tabla 3).

c. Afadimos 20 pl de ADP (5 pM); y con agitaciéon (194 g 6 1000 rpm)
incubamos por 3 min/37 °C.
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d. Inmediatamente recolectamos 15 pl de la muestra y la colocamos en 30 pl
de PBS 0,16 % PA. Se mezclo bien.

e. Seincubo 15 min/20 °C. Luego se afiadié 1 mL de PBS 0,3 % albimina y
se centrifugd a 941 g/10 min.

f. Se elimin6 sobrenadante y se resuspendieron las plaquetas con 30 pl de
PBS.

g. Se tomaron 10 pl de la resuspension y se afiadié 5 ul de CD61-FITC (para
la deteccién de poblacion plaquetaria) y 5 ul CDG62P-PE (para la deteccion
de la activacién plaquetaria).

h. Se incubé todo 30 min/4 °C, y se recolectaron 10 ul de esta muestra en 250
wul de PBS.

i. Por ultimo se procedi6 a la medicion de la expresion de los receptores de
superficie.

j.  La adquisiciéon fue de 50.000 eventos, en el citdbmetro FAC-Sort (Becton-
Dickinson), y el software utilizado fue el CELLQuest™, que permite el
analisis cuantitativo de los datos, asi como el analisis logaritmico y
combinaciones légicas de varias regiones analizadas. Asimismo, realiza las
compensaciones adecuadas en base a la informacién obtenida.

Tabla 3: Concentraciones de los agonistas usados para la citometria de flujo.

Concentraciones Concentraciones
Reactivos de trabajo finales en la

muestra
Hey 2,5mM 200 uM
Butionina Sulfoximina(BSO) 62,5 mM 5mM
Acido Desoxicélico (DC) 1,25 mM 100 uM
Acido Quenodesoxicélico (CDC) 1,25 mM 100 uM
Factor de Necrosis Tumoral-a (TNF-a) 20 pg/mL 1 pg/mL
Interleiquina-6 (IL-6) 20 pg/mL 1 pg/mL
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3.5 ENSAYO 5

3.5.1 MEDICION DE HOMOCISTEINA (Hcy) TOTAL EN PLASMA

3.5.1.1 Principios del ensayo: INMUNO-ENSAYO COMPETITIVO

Se utiliz6 el kit IMMLITE/IMMULITE 1000. Requiere un pre-tratamiento
preliminar de la muestra. La Hcy presente en el plasma, es liberada de sus proteinas de
unién (albumina en su mayorfa) y convertida en S-adenosil-homocisteina (SAH) durante

una incubacién de 30 minutos a 37 °C en presencia de S-adenosil-I.-homocisteina hidrolasa

y ditiotriol (D'T'T).

La muestra tratada y anticuerpos anti-SAH marcados con fosfatasa alcalina son
introducidos simultaneamente en la unidad de reaccién que contiene una bola de
poliestileno recubierta con SAH. Durante 30 minutos de incubacién, la SAH obtenida a
partir de la muestra preparada compite con la SAH inmovilizada por la unién al anticuerpo
anti-SAH unido a la fosfatasa alcalina. El conjugado enzimatico no unido es eliminado

mediante un lavado por centrifugacién. (http://www.medical.siemens.com).

3.5.2 OBTENCION DE LA MUESTRA

3.5.2.1 Sobrecarga con L-metionina

a. La sobrecarga con metionina permitié amplificar la capacidad de deteccion
de la hiperhomocisteinemia, asociada a la deficiencia de las vias de
transulfuraciéon (Burjel y cols., 2007). Por lo tanto, a los animales tanto
controles como LCB de 21 dias, se les administré L-metionina (100 mg/Kg
1.p.) (Ebrahimkhani y cols., 2005), y la sangre fue recolectada sobre hielo 2 horas
mas tarde, con EDTA-K, (15 %) en una relacién de 57 pl/5 mL de sangre.

b. Parala obtencién del plasma: la sangre se centrifugé a 1938 g/10 min/4 °C.
c. Se hicieron alicuotas de 1 mL y se guardé a -80 °C.

d. Las muestras fueron analizadas en la Facultad de Veterinaria en el Dpto. de
Medicina y Cirugfa Animal de la Universidad de Murcia.
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4. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresan como media £ un error estandar, para valorar las
diferencias estadisticas entre un mismo grupo. Para las comparaciones entre los grupos se
utilizé el analisis de la varianza, seguido de 7 de Student, cuando era necesario,
considerandose estadisticamente significativo un valor del nivel de significacién p<0,05.
Las respuestas de area bajo la curva fueron calculadas segundo a segundo en cada respuesta
individual como el integral del aumento de calcio por encima de la basal, durante 180

segundos.
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Resultados

1. CARACTERIZACION DE 1.4 POBI.ACION
DE ESTUDIO

Los animales con la ligadura del conducto biliar (LCB), presentaron los signos
caracteristicos de la cirrosis, es decir, presencia de pigmentaciéon amarilla a nivel cutaneo y
orina, hepatomegalia, esplenomegalia, dilatacién vascular generalizada y ascitis en una
cantidad variable.

A medida que avanza la enfermedad, las ratas LCB presentan incremento en el
tamafio del bazo, tanto en ratas tratadas como en las sin tratar con acido félico, dindonos
una diferencia significativa con respecto a su control (p<0,05) (Tabla 1). En cuanto al peso
corporal, hay una disminuciéon en las LCB de 15 y 2ldias, sin tratamiento, aunque
aumentan mas tarde, debido a la presencia de ascitis. Los animales tratados con acido
folico, disminuyen de peso de forma significativa a los 15 dias de habetles realizado la
ligadura. Comparando el peso corporal entre tratadas vs sin tratar, no encontramos
diferencias significativas.

Tabla 1: Valores del peso corporal y del bazo, en animales control, LCB de 15, 21 dias y con ascitis. Siny con
tratamiento cronico con acido folico. (*): p<0,05 vs Ctrl; (#): p<0,05 vs Ctrl con/tto.

Ctrl  LCB(15d) LCB(21d) LCB(Asc) Ctrl  LCB(15d) LCB(21d) LCB(Asc)

Sin/tto Sin/tto Sin/tto Sin/tto Conltto Conltto Conltto Conltto
(n=96) (n=8) (n=70) (n=64) (n=43) (n=13) (n=31) (n=30)

Peso
Corporal 321,945,2 273,5%53* 299,4455% 3284466 3058481 262,5+4,5¢ 2844497 330,5+8,6
(9)

Bazo 0,8£0,02  1,7#0,1* 2,240,  25+0,1*  0,840,2  17%0,4*  22#0,1*  255+0,1*
(9)
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2. ALTERACION DE I.A FUNCION PLLAQUETARIA
EN LOS DIFERENTES ESTADIOS DE 1.4
CIRROSIS HEPATICA BILLAR

2.1 MEDICION DE LA AGREGACION PLAQUETARIA

Para la medicién de la agregacion en plasma rico en plaquetas (PRP), se tomaron en
cuenta dos parametros: el area bajo la curva (Fig. 1A) y la agregaciéon maxima (Fig. 2A).
En el primero, vemos que las plaquetas de los animales con LCB compensada, tras ser
estimuladas con ADP (5 uM), presentaron un incremento de la respuesta a los 15 y 21 dfas
respecto al grupo control, (p<0,05). En LCB con ascitis, el area de agregacion disminuye
con respecto al grupo control, (p<0,05) (Fig. 1, Tabla 2). Es decir, una vez que hay una
cirrosis descompensada, con aparicion de ascitis, la agregacion se ve disminuida (76,5 %)

con respecto al control.

En cuanto al segundo parametro, el porcentaje de agregaciéon maxima, el mayor
valor se encontré en las LCB de 15 y 21dias, con respecto a su control, siendo ambos
estadisticamente significativos, (p<0,05). En el grupo de LCB con ascitis no hubo
diferencias significativas con respecto al control (Fig. 2, Tabla 2).

>
w

Area Agregacion (UA)

8 B R 5 8

*

N

LB (Asc) Tiempo (min) Control LCB{®6d) LCB{21d) LCB {Asc)

o B &

Areabajola Curva
[* zon respecta al grupo contral]
2

Figura 1: (A) Representacion gréfica de la agregaciéon plaquetaria expresada en area bajo la curva en
respuesta al ADP (5 uM). (B) Agregacion plaquetaria expresada en area bajo la curva en respuesta al ADP (5
uM) en animales control (Ctrl) y con ligadura del conducto biliar (LCB) de 15, 21 dias y con ascitis. (*): p<0,05
vs Ctrl.
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Figura 2: (A) Representacion grafica de la agregacion plaquetaria expresada en agregacion maxima (%).
(B) Agregacion maxima (%) en respuesta al ADP (5 uM) en animales control (Ctrl) y con ligadura del conducto
biliar (LCB) de 15, 21 dias y con ascitis. (*): p<0,05 vs Ctrl.

Tabla 2: Agregacion plaquetaria en respuesta a ADP (5 uM), expresada en %, en el area y
agregacion maxima, en ratas control y con ligadura del conducto biliar de 15, 21 dias y con
ascitis. (*): p<0,05 vs Ctrl.

Ctrl LCB (15d) LCB (21d) LCB (Asc)
Sin/tto Sin/tto Sin/tto Sin/tto
Area de 10040,9 136+1,4 * 145+0,8 * 23,4+10,4 *
agregacion
Agregacion 57,242 73,942 * 72,2415 * 49,3+36
maxima

2.2 MEDICION DE LA EXPRESION DE LA P-selectina

2.2.1 RESPUESTA BASAL

Basalmente, es decir sin activaciéon con ADP, vemos que hay una mayor expresion
del receptor para la P-selectina, en LCB de 21 dias y en LCB con ascitis, siendo
estadisticamente significativo con respecto a su control, (p<0,05) (Tabla 3).

2.2.2 RESPUESTA A ADP (5 uM)

Tras la activacién con ADP (5 uM), la expresion de P-selectina se ve
significativamente aumentada en ratas LCB de 21 dfas con respecto a su control, (p<<0,05).

Sin embargo, las ratas LCB con ascitis presentan una expresion similar al control (Fig. 3,
Tabla 3).
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Figura 3: Representacion de la expresion de la P-selectina. Respuesta
basal (sin activacion) y tras la activacion con ADP (5 uM) (con 1 hr de
incubacién con salino) en animales control, LCB de 21 dias y con
ascitis. (*): p<0,05 vs mismo Ctrl.

Tabla 3: Valores de expresion de P-selectina, en unidades arbitrarias (UA), en
animales control y con ligadura del conducto biliar de 21 dias y con ascitis.
(*): p<0,05 vs Ctrl.

Ctrl LCB (21d) LCB (Asc)
Sin/tto Sin/tto Sin/tto
(n=6) (n=8)
Sin Activar 6,641,2 13,741,3 15,4435 *
ADP (5 pMm) 29,8+1,6 65,8+0,6 * 26,5+1,3
10 min
ADP (5 uMm) 29,8+1,6 76,4407 * 26,9+0,6
1hr
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3. ESTUDIO DE I1.AS AL TERACIONES
INTRINSECAS

3.1 MEDICION DEL Ca** INTRACELULAR
3.1.1 NIVELES BASALES DE Ca** INTRACELULAR

La figura 4 nos muestra la representacion de los niveles basales de Ca®" intracelular
de los grupos con cirrosis biliar y control. Como vemos, son significativamente mas altos
en ratas LCB de 21 dias y ascitis vs control.

100 A
90 A
80 A
70 A
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50 A

40

*
*
30 A
20 A
10 A
0 T T i

Control LCB (21d) LCB (Asc)

Niveles de [C&*] (nM)

Figura 4: Representacion del area bajo la curva, de los niveles basales
de Ca?* intracelular (30 s de registro), en animales control y LCB de 21
dias y ascitis. (*): p<0,05 vs Ctrl.

3.1.2 LIBERACION DE Ca?' INTRACELULAR:
En respuesta a Tr (0,1y 0,3 U/mL) y ADP (5 uM)

La respuesta al agonista Tr en ausencia de Ca*" extracelular (EGTA 200 uM) da
lugar a un aumento intracelular de Ca®’, debido a la salida de Ca®* de los depésitos
intracelulares, encontraindose un aumento mayor en ratas LCB 21 dfas con respecto al
control (p<0,05). Sin embargo, con ADP no encontramos diferencias significativas con
ninguno de los grupos de estudio (Fig. 5, Tabla 4).
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Figura 5: (A) Cambios del Ca?* intracelular y (B) representacion del area bajo la curva, en respuesta a la Tr (0,1
y 0,3 U/mL), en ausencia de Ca?* (30 s de registro), en animales control y LCB de 21 dias y ascitis. (*): p<0,05 vs
ctrl.

Tabla 4: Valores del area bajo la curva (expresado en nM) de la liberacién de Caz*
intracelular en respuesta a Tr y ADP en plaquetas de animales control, LCB 21 dias
y con asciis. (*): p<0,05 vs Ctrl

Agonistas LCB(21d) LCB(Asc)

Tr (0,1 U/mL) 2366,1+£229,1 3710,3£310,2 *  3035,2+813,6
(n=10) (n=18) (n=5)

Tr (0,3 U/mL) 3988,3+309, 1 5755142894 *  4542,5+655,6
(n=8) (n=9) (n=6)

ADP (5 uM) 2073,2+99,1 2102,9461,2 233334315
(n=14) (n=20) (n=6)
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3.1.3 ENTRADA DE Ca** EXTRACELULAR:
En respuesta a Tt (0,1y 0,3 U/mL) y ADP (5 pM)

Al ser estimuladas con los agonistas, en presencia de Ca®" extracelular (1 mM),
observamos un aumento de Ca’'intracelular, que corresponde tanto a la salida de éste
desde los depositos intracelulares como a la entrada desde el espacio extracelular. Existen
diferencias significativas de este incremento entre animales control vs LCB de 21 difas y
ascitis en trespuesta a Tr (0,1 U/mL), mientras que en respuesta a ADP (5 pM) solo hay
diferencias en ratas LCB de 21 dfas vs control (Fig. 6, Tabla 5).
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Figura 6: (A) Cambios del Ca?* intracelular y (B) representacion del area bajo la curva, en respuesta ala Tr (0,1
U/mL) y ADP (5 uM), en presencia de Ca2* (30 s de registro), en animales control y LCB de 21 dias y ascitis.
(*): p<0.05 vs Ctrl.
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Tabla 5: Valores del area bajo la curva (expresado en nM) de la entrada de Ca?*
intracelular en respuesta a la trombina y ADP en plaquetas de animales control y LCB 21
dias y con ascitis (*): p<0,05 vs Ctrl.

Agonistas LCB (21d) LCB (Asc)

Tr (0,1 U/mL) 82274 +7216 10658,7+348,4 * 106071474 *
(n=11) (n=11) (n=6)

Tr (0,3 U/mL) 78366,4 +3770,7 84107,6 42625  98268,5 +9620,7
(n=7) (n=12) (n=6)

ADP (5 uM) 6347,7 £276,4 7305,8 £253,2 * 7661,1 £1209,9
(n=14) (n=20) (n=6)

3.1.4 NIVELES TOTALES DE Ca* PLAQUETARIO:

En respuesta a TG + Ionomicina

Para medir los niveles totales de Ca’ intracelular almacenados en las diversas
estructuras intra-plaquetarias, se eliminé todo el Ca*" extracelular presente (EGTA 200 uM)
y se estimul6 su salida desde los almacenes con TG e ionomicina. El Ca** liberado por el
grupo LCB de 21 dias fue mayor que en el grupo control (p<0,05) (Fig. 7 y Tabla 06).
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Figura 7: (A) Cambios del Ca?* intracelular y (B) representacion del area bajo la curva, en respuesta a TG +
lonomicina, en ausencia de Ca?* (30 s de registro), en animales control y LCB de 21 dias y ascitis. (*): p<0,05 vs
Ctrl.
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Resultados

Tabla 6: Valores del area bajo la curva (expresado en nM) de los niveles totales de
Ca?* intracelular en respuesta a TG + lonomicina en plaquetas de animales control y
LCB 21 dias y con ascitis. (*): p<0,05 vs Citrl.

Agonista LCB (21d) LCB (Asc)

(n=11) (n=5)

TG+lono 6752,8+359,4 8698,5+807,2 * 6860,4+370,9

3.1.5 ENTRADA CAPACITATIVA DEL Ca*' (ECQ)

En ausencia de Ca*" extracelular, el vaciamiento de los almacenes de Ca** con TG
o unicamente de los sensibles a TBHQ, da lugar a un aumento de los niveles de Ca*
intracitoplasmaticos, siendo mayor el efecto en plaquetas de ratas LCB de 21 dias que en las
de los controles. Ia aparicion de ascitis revierte este efecto. Posteriormente, al adicionar
Ca® al medio extracelular se produce un gran aumento de Ca® intracelular debido a la
ECC. La ECC esta disminuida en las plaquetas de las ratas cirroticas y la aparicion de ascitis
altera ain mas este proceso (Fig. 8 y 9, Tabla 7).
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Figura 8: (A) Efecto de la TG sobre los niveles de Ca?* intracelular, en ausencia Ca2* extracelular, y tras la adicion
de Ca?*, (B) Area bajo la curva en respuesta a la TG, (C) Area bajo la curva en respuesta al adicionar Ca?*, en
plaquetas de animales control y LCB de 21 dias y con ascitis. (*): p<0,05 vs Ctrl.
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Figura 9: (A) Efecto del TBHQ sobre los niveles de Ca2* intracelular, en ausencia Ca?* extracelular, y tras la adicion de
Ca?, (B) Area bajo la curva en respuesta a TBHQ, (C) Area bajo la curva en respuesta al adicionar Ca?* en

plaquetas de animales control y LCB de 21 dias y con ascitis.
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Tabla 7: Valores del area bajo la curva (expresado en nM) entrada capacitativa de Ca?* intracelular
en respuesta a la TGy TBHQ y fras la adicién de Ca2* extracelular en animales control y LCB de 21
dias y con Ascitis. (*): p<0,05 vs Citrl.

Agonistas LCB (21d) LCB (Asc)

TG 2533,3+507,3 3222,1£317 2928,2+568 4

Ca2* 218794,2+22056,8 183770,1+8614,5 146814,5£24604 *
(n=9) (n=13) (n=5)

TBHQ 2413,8+541,1 3461,5+323,5 2910,5+197,3

Caz 120907,4+23338,6 111895 +14439,8 88530,7+4879,4
(n=5) (n=7) (n=6)

3.1.6 ECC CON REGISTRO DE UNA TERCERA LONGITUD DE
ONDA (360 nm)

Cuando estimulamos la ECC con TG y posteriormente administramos MnCl,, se
produce una entrada del Mn®" a través de los mismos canales de Ca®" responsables de la
ECC. Este Mn®" se une al fura-2 intracelular y produce un apagamiento de su fluorescencia,
que medimos en el punto isosbéstico (360 nm). A 360 nm, los cambios de fluorescencia
son independientes de las concentraciones de Ca®* intracelular y nos dan una estimacion de
la apertura de los canales responsables de la ECC. En la figura 10 vemos que el descenso
de la fluorescencia a 360 nm, debido a la entrada capacitativa de Mn®" es menor en las
plaquetas de los animales cirroticos.

Apagamiento del Fura

O -
Ctrl
5 LCB (21d)
LCB (Asc)
10 A

F3GO (%)

15 - ;V'\\
] A M
25 - N\t-

30 1

35 T T T T T T
0 30 60 90 120 150 180

Figura 10: Representacién de los cambios porcentuales de la fluorescencia a 360
nm fras la administracién de de MnCl2 (100 pM) en plaquetas de animales control,
LCB 21 dias y ascitis.
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3.1.7 PAPEL DEL OXIDO NITRICO (NQO)

3.1.7.1 Respuesta a L-NAME cronico (1 mg/Kg/dia)

a. Niveles Basales de Ca’" intracelular

Las plaquetas de animales LCB de 21 dias, tratados cronicamente con L-NAME
(1 mg/Kg/dfa), también presentan niveles basales de Ca®" significativamente mas altos que

sus controles (Fig.11, Tabla 8).
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Figura 11: Representacion del area bajo la curva, de los niveles
basales de Ca?* intracelular (30 s de registro), en animales
control y LCB de 21 dias, tras ser tratadas crénicamente con L-

NAME. (*): p<0,05 vs Ctl.

Tabla 8: Valores del area bajo la curva
(expresado en nM) de los niveles basales de
Ca?* en plaquetas de animales control y LCB 21
dias y con ascitis. (*): p<0,05 vs Citrl.

Ctrl LCB (21d)

Ca2+
Basal

(n=10) (n=10)

25,5+0,8 30,7+0,7 *

111




b. Liberacién de Ca* intracelular: En respuesta a Tr (0,1 y 0,3 U/mlL)

Al ser estimuladas con la trombina en ausencia de Ca®* extracelular (EGTA 200
uM), se produce un aumento intracelular de Ca®’, debido a la salida de Ca®*" de los
depositos intracelulares. Siendo también significativamente mayor en ratas LCB 21 dias con
respecto al control (Fig. 12, Tabla 9).
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Figura 12: (A) Cambios del Ca?* intracelular y (B) representacion del area bajo la curva, en respuesta a la Tr
(0,1y 0,3 U/mL), en ausencia de Ca?*, (30 s de registro), en animales control y LCB de 21, tras ser tratadas
cronicamente con L-NAME. (*): p<0,05 vs Ctrl.

Tabla 9: Valores del area bajo la curva (expresado en nM) de la
liberacion de Ca?* intracelular en respuesta a la trombina en
plaquetas de animales control y LCB 21 dias, tratadas crénicamente
con L-NAME. (*): p<0,05 vs Ctrl.

Agonistas LCB (21d)

Tr (0,1 U/mL) 4151,5+399,3 7159,16+431,1 *
(n=5) (n=5)

Tr (0,3 U/mL) 6430,5+219,7 8557,8+283,3 *
(n=5) (n=5)
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Resultados

c. Entrada de Ca* extracelular: En respuesta a Tr (0,1 y 0,3 U/mlL)

Al ser estimuladas con los agonistas, en presencia de Ca*" extracelular (1 mM),
observamos que hay un aumento de Ca®", desde la basal, que corresponde tanto a la salida
de este, desde los depésitos intracelulares, como a la entrada desde el espacio extracelular.
En este caso, no encontramos diferencias significativas entre controles y LCB de 21, tras
ser tratadas cronicamente con L-NAME (Fig. 13, Tabla C-Anexos.)
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Figura 13: (A) Cambios del Ca?* intracelular y (B) representacion del area bajo la curva, en respuesta a la Tr
(0,1y 0,3 U/mL), en la entrada de Ca?* extracelular, (30 s de registro), en animales control y LCB de 21, tras
ser tratadas crénicamente con L-NAME.

d. Niveles totales de Ca** Plaquetario: En respuesta a TG + lonomicina

Para medir los niveles totales de Ca*" intracelular almacenados en las diversas
estructuras intraplaquetarias, se eliminé todo el Ca®* extracelular presente (EGTA 200 uM)
y se estimuld su salida con TG mas ionomicina. Como se aprecia, hay también diferencias
significativas de este incremento entre animales control y LCB de 21 dfas tras el tratamiento
crénico con L-NAME (Fig. 14, Tabla 10).
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Figura 14: (A) Cambios del Ca?* intracelular y (B) representacién del &rea bajo la curva, en respuesta a TG +
lonomicina, en ausencia de Ca?* (30 s de registro), en animales control y LCB de 21 dias y ascitis, tras ser
tratadas cronicamente con L-NAME.
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Tabla 10: Valores del area bajo la curva (expresado en (nM) de los
niveles totales de Ca2* en respuesta a TG + lonomicina, en animales
control y LCB 21 dias. (*): p<0,05 vs Ctrl.

Agonista Ctrl LCB(21d)

(n=5) (n=5)

TG +lono 11673,7+449,1 15265,7+925,4 *

e. Entrada Capacitativa del Ca** (ECC)

En ausencia de Ca®" extracelular, la estimulacién con TG y/o TBHQ da lugar a
un aumento de Ca*" intracelular, que es mayor en plaquetas de ratas L.CB (Fig. 15A, Tabla
11). Posteriormente, al adicionar Ca’" al medio extracelular, se produce un gran aumento de
Ca’" intracelular debido a la ECC. Este aumento de Ca®* es mayor en controles que en
animales cirréticos encontrandose diferencias significativas en LCB de 21 dias, tratada
créonicamente con L-NAME, pero solo en el protocolo de la TG (Fig. 15B y C, Tabla 11).

A Respuestaa TGy Ca?*
£30;
£ ctl
25 - LCB(24d)
z
= 20
3 Caz
o 15
o
n
@
2 10
=z
0,5 -
TG
0,0 - . T : . T : : : : : : T :
30 0 30 60 90 120 150 180 27 57 87 117 147 1177
Tiempo (s)
B Res; taa TG c
Lt puesiaa " Respuesta aCa®
Zo . & 450 -
= =
= = 400 -
8 - 350
T 7 = i
g7 g w0 %
A 1 * — 260 4
L "
E 0 200 -
Z 41 P
a3 T
14 = i
0 0
cid LCB (24) Control LCB (21d)

Figura 15: (A) Efecto de la TG sobre los niveles de Ca 2* intracelular, en ausencia Ca2* extracelular, y tras la
adicién de Ca?*, (B) Area bajo la curva en respuesta a la TG, (C) Area bajo la curva en respuesta al adicionar
Ca?* en plaquetas de animales control y LCB de 21 dias, tratadas crénicamente con L-NAME. (*): p<0,05 vs
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Resultados

Tabla 11: Valores del area bajo la curva (expresado en nM) de la entrada
capacitativa de Ca?* intracelular en respuesta a la TG y TBHQ y tras la
adicion de Ca?* extracelular en ratas control y LCB de 21 dias, tratadas
crénicamente con L-NAME.(*): p<0,05 vs Ctrl.

Agonistas LCB (21d)

TG 1860,6+172,6 3491,7+296,7 *

Ca?t 351853,7+351853,7 222661,249731,5
(n=5) (n=5)

TBHQ 1549,4+104 2602,82274,3 *

Ca?* 94985,6+3358,5 89604,3+4292,5
(n=5) (n=7)

3.1.7.2 Disminucién de la disponibilidad de NO con BSO
a. Niveles Basales de Ca®" intracelular

Los niveles basales de Ca®" de las plaquetas, de animales control y LCB, tratados
de forma aguda con BSO, presentaron diferencias significativas solo en animales LCB (21d)
tratadas vs sin tratamiento con BSO (Fig. 16, Tabla 12).
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Figura 16: Representacién del &rea bajo la curva, de los niveles basales
de Ca? intracelular (30 s de registro), en animales control y LCB de 21
dias y ascitis, tras ser tratadas agudamente con BSO. (*): p<0,05 vs LCB
(21d) sin BSO.
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Tabla 12: Valores del area bajo la curva (expresado en nM) de los niveles
basales de Ca?* en plaquetas de animales control y LCB 21 dias y con ascitis
tratadas agudamente con BSO (5 mM). (*): p<0,05 vs LCB (21d) sin BSO.

LCB (21d) LCB (Asc)

Sin BSO 21,6+3,9 31,4442 28,6+7,5
(n=5) (n=8) (n=5)

Con BSO 23,2+3,5 21,5+2 * 26,516,5
(n=5) (n=7) (n=6)

b. Liberacién de Ca*" intracelular: En respuesta a Tr (0,3 U/mlL)

Al ser estimuladas con la trombina en ausencia de Ca*" extracelular (EGTA 200
uM), se observa un aumento intracelular de Ca**, debido a la salida de Ca®* de los depésitos
intracelulares. Existen diferencias significativas en los animales del grupo control sin
tratamiento con BSO vs control tratadas con BSO (Fig. 17, Tabla 13).
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Figura 17: (A) Cambios del Ca2* intracelular en respuesta a la Tr (0,3 U/mL) en ausencia de Ca2* extracelular en
plaquetas tratadas agudamente con BSO de animales control, (B) Area bajo la curva, del efecto del tratamiento
agudo con y sin BSO en respuesta a Tr (0,3 U/mL), en ausencia de Ca?* (30 s de registro), en animales control y
LCB de 21 dias y con ascitis. (*): p<0.05 vs ctrl sin BSO.
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Resultados

Tabla 13: Valores del area bajo la curva (expresado en nM) de la liberacion
de Ca?*intracelular en respuesta a la Tr (0,3 U/mL) en plaquetas de animales
control y LCB 21 dias y con ascitis, tratadas agudamente con BSO.

(*): p<0,05 vs Ctrl sin BSO.

LCB (21d) LCB (Asc)

Sin BSO 5129,5+394,6 5246,6+412,9 5349,8+925,4
(n=5) (n=8) (n=5)

Con BSO 3947 1+279,4 * 4540,1+419,3 4908,7+685,1
(n=5) (n=7) (n=7)

c. Entrada de Ca® extracelular: En respuesta a Tr (0,3 U/mlL)

Al ser estimuladas con el agonista, en presencia de Ca*" extracelular (1 mM),
observamos que se produce un aumento de Ca**, desde la basal, que corresponde tanto a la
salida desde los depésitos intracelulares como a la entrada desde el espacio extracelular. Si
bien hay diferencias entre controles vs LCB, no se encontraron diferencias entre las
plaquetas tratadas agudamente con BSO vs sin tratamiento (Fig. 18, Tabla D-anexos).
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Figura 18: (A) Cambios del Ca2* intracelular y (B) Area bajo la curva, del efecto del tratamiento agudo con y sin
BSO en respuesta a la Tr (0,3 U/mL), en presencia de Ca2* (30 s de registro), en animales control y LCB de 21

dias v con ascitis.
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d. Niveles totales de Ca® plaquetario: En respuesta TG + lonomicina

Para medir los niveles totales de Ca*" intracelular almacenados en las diversas
estructuras intraplaquetarias, se eliminé todo el Ca®" extracelular presente (EGTA 200 uM)
y se estimulé su salida con tapsigargina e ionomicina, encontrandose diferencias
significativas de este incremento entre animales tratados agudamente con BSO vs sin tratar,
en controles y en LCB de 21 dfas (Fig. 19 y Tabla 14).
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Figura 19: (A) Cambios del Ca?* intracelular y (B) Area bajo la curva, en respuesta a TG + lonomicina, en
ausencia de Ca?* (30 s de registro), de plaquetas tratadas agudamente con y sin BSO, en animales control,
LCB de 21 dias y ascitis. (*): p<0,05 vs mismo grupo sin BSO.

Tabla 14: Valores del area bajo la curva (expresado en nM) de los niveles
totales de Ca?* liberado en respuesta a TG + lonomicina, en plaquetas de
animales control, LCB 21 dias y ascitis, tratadas agudamente con BSO.

(*): p<0,05 vs mismo grupo sin BSO.

Agonistas LCB (21d) LCB (Asc)

Sin BSO 8367,2 +457,6 9700+1162,9  8969,4+1187,8
(n=5) (n=7) (n=7)

Con BSO 5791,5+632,6 =  707544502,8 *  7880,5+1435,6
(n=5) (n=7) (n=7)
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Resultados

e. Entrada capacitativa de Ca** (ECC)

En ausencia de Ca®" extracelular, la estimulacién con TG y/o TBHQ da lugar a
un aumento de Ca’’ intracelular, siendo mayor en plaquetas de ratas LCB con y sin
tratamiento con BSO (Fig. 20 A y B). El tratamiento con BSO produjo una disminucion
significativa, tanto en respuesta a la tapsigargina como al adicionar Ca*', en ratas LCB de
21dias (Fig. 20 C, Tabla 15).
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Figura 20: Entrada Capacitativa de Ca?* (ECC). (A) Efecto de la TG sobre los niveles de Ca?* intracelular, en
ausencia Ca?* extracelular y tras la adicién de Ca2*; en plaquetas sin tratamiento agudo con BSO y (B) con
tratamiento agudo con BSO, (C) Area bajo la curva de la ECC tras la adicién de TG y Ca?*, en plaquetas de
animales control, LCB de 21 dias y con ascitis tratadas agudamente con y sin BSO. (*): p<0,05 vs LCB (21d) sin
BSO.
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Tabla 15: Valores del area bajo la curva (expresado en nM) de la entrada capacitativa de
Ca?* intracelular en respuesta a TG vy tras la adicion de Ca?* extracelular en plaquetas
tratadas agudamente con BSO, en animales control, LCB de 21 dias y con ascitis.

(*): p<0,05 vs LCB (21d) sin/tto BSO.

Agonistas LCB (21d) LCB (Asc)
Sin tto BSO
TG 2326,1+407,3 4487 2+ 216,7 3187,3+ 449,6
Caz* 266693,4+51707 4 257848,2+24531 231949,1+33575,5
(n=5) (n=7) (n=5)
Con tto BSO
TG 1871,74224,2 3631,26+296,1 * 3342,6+779
Ca? 228653,8+36085,5 190139,1+ 12627,8 * 168913,8+8863,1
(n=5) (n=7) (n=5)

En general, el vaciamiento de los almacenes de NO, con BSO, produjo una menor
ECC, siendo esta disminucion significativa en las plaquetas del grupo LCB 21 dias, con
respecto al grupo control y a su mismo grupo sin tratar (Fig. 21 C, Tabla 10).

Tabla 16: Valores del area bajo la curva (expresado en nM) de la Entrada Capacitativa de
Ca?* intracelular en respuesta a TBHQ vy tras la adicion de Ca?* extracelular en plaquetas
tratadas agudamente con BSO, en animales control, LCB de 21 dias y con ascitis.

("): p<0,05 vs LCB (21d) sin/BSO.

Agonistas LCB (21d) LCB (Asc)
Sin tto BSO
TBHQ 2413,8 +541,1 3461,5+323,5 2910,5 +197,3
Caz 120907 4+ 23338,6 111895 + 14439,8 88530,7 +4879,4
(n=5) (n=7) (n=6)
Con tto BSO
TBHQ 21172 + 237 27545 £ 175 2288,7 + 308,9
Caz 101310,3+16184,3 76002,8+5233 * 78956,3 + 5530,2
(n=5) (n=7) (n=5)

120



Resultados
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Figura 21: Entrada capacitativa de Ca2* (ECC). (A) Efecto del TBHQ sobre los niveles de Ca?* intracelular, en
ausencia Ca2* extracelular y tras la adicién de Ca?*; en plaquetas con y sin tratamiento agudo con BSO en LCB de
21 dias, (B) Area bajo la curva del efecto de la TBHQ y (C) tras la adicién de Ca?*, en plaquetas de animales
control, LCB de 21 dias y con ascitis tratadas agudamente con BSO. (*), p<0,05 vs LCB (21d) sin BSO.
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3.2 PRODUCCION DE ESPECIES REACTIVAS DE
OXIGENO (ROS)

3.2.1 EN RESPUESTA A H,0,, Trombina y ADP

En la figura 22 se representan los cambios de ROS en los diferentes grupos
experimentales tras la adicion de H,O, (1 mM), siendo similares en todos los grupos de
estudio (Fig. 22, Tabla 17).
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Figura 22: Representacion de los niveles de especies reactivas de
oxigeno (ROS) en respuesta a H202 (1 mM), (420 s de registro 6 7
min), en plaquetas de animales control, LCB de 21 dias v ascitis.

Tras la estimulacién con Tr (0,3 U/mL), las plaquetas de animales citréticos
producen mas ROS que el grupo control, pero la presencia de ascitis aumenta aun mas
dicha produccién (p<0,05) (Fig. 23, Tabla 17).
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Figura 23: (A) Representacion de los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) en respuesta a Tr (0,3
U/mL), (B) mismos datos, expresados en area bajo la curva, (420 s de registro 6 7 min), en plaquetas de animales
control, LCB de 21 dias y ascitis. (*): p<0,05 vs Citrl.
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Resultados

La produccién de ROS tras la estimulacion con ADP (5 uM) fue casi inapreciable
tanto para controles como para animales cirréticos (Fig. 24, Tabla 17).
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Figura 24: Representacién de los niveles de especies reactivas de
oxigeno (ROS) en respuesta a ADP (5 uM) (420 s de registro 6 7 min),
en plaquetas de animales control, LCB de 21 dias y ascitis.

Tabla 17: Valores del area bajo la curva expresada en unidades arbitrarias (UA)
de los niveles de ROS en respuesta a H20, trombina y ADP en animales control,
LCB de 21 dias y con ascitis. (*): p<0,05 vs Ctrl.

Agonistas LCB (21d) LCB (Asc)
H2 02 (1mM) 0,5+0,1 0,5+ 0,1 0,6+0,1
(n=14) (n=8) (n=10)
Tr (0,3 U/mL) 0,1£0,01 0,3%0,1 0,7£0,2 *
(n=8) (n=7) (n=5)
ADP (5 pM) 0,01+ 0,01 0,01%0,01 0,01%0,01
(n=8) (n=4) (n=5)
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4. ESTUDIO DEL PAPEL DE L.OS FACTORES
PLASMATICOS (Factores extrinsecos)

4.1 EFECTO AGUDO DE LAS CITOQUINAS Y DE LA
BUTIONINA SULFOXIMINA (BSO): sobte la exptesion de

P-selectina

Tras la incubacién con I1.-6 y TNF-a y la posterior activacion con ADP (5 uM), no
se encontré ningun efecto de las citoquinas sobre la expresion de la P-selectina con

respecto a su control basal (salino), para cada grupo de estudio.

Sin embargo, se mantienen sus altos niveles de expresion, en ratas LCB de 21 dias,
con respecto al grupo control (p<<0,05), tanto para las plaquetas incubadas con salino como
para las incubadas con IL-6 y TNF-a (Tabla 18).

Tabla 18: Valores de expresion de P-selectina en unidades arbitrarias (UA), en
respuesta a ADP (5 uM), en ratas control y con ligadura del conducto biliar de 21
dias y con ascitis, tras el tratamiento agudo con IL-6 y TNF-a. (*): p<0,05 vs Citrl.

Ctrl LCB (21d)  LCB (Asc)
Sin/tto Sin/tto Sin/tto
(n=3) (n=3)
Salino 29,8+1,6 76,3+0,7 * 26,95+0,6
IL-6 (1 pg/mL) 234417 75,5+0,7 * 26,9419
TNF-a (1 pg/mL) 25,242.4 76,940,3 * 28,9424

Tras la incubacién de 1 hora con BSO vy la posterior activacion con ADP (5 uM), no
se encontrd ningun efecto sobre la expresion de la P-selectina con respecto a su control
basal (salino), para cada grupo de estudio.

Pero se mantienen sus altos niveles de expresion, en ratas LCB de 21 dfas, con
respecto al grupo control (p<0,05), tanto para las plaquetas incubadas con salino como
para las incubadas con la BSO (Tabla 19).
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Resultados

Tabla 19: Valores de expresion de P-selectina en unidades arbitrarias (UA),
en respuesta a ADP (5 pM), en animales control, LCB de 21 dias y con
ascitis, tras el tratamiento agudo con BSO. (*): p<0,05 vs Ctrl.

Ctrl. LCB(21d) LCB(Asc)
Sin/Tto Sin/Tto Sin/Tto
(n=3) (n=3) (n=3)
Salino 29,8+1,6 76,3+0,7 * 26,9+0,6
BSO (5 mM) 30+1,2 77,8404 * 27,141

4.2 EFECTO AGUDO DE LOS ACIDOS BILIARES

4.21 MEDICION DE LA EXPRESION DE P-selectina

Tras la incubacién de 10 minutos con acido desoxicolico (DC), acido
quenodesoxicolico (CDC) vy salino, y la posterior activacion con ADP (5 uM), no se
encontraron diferencias con respecto a su control basal (salino).

Sin embargo, se mantienen los altos niveles de expresion de la P-selectina en ratas
LCB de 21 dias, tanto para las plaquetas incubadas con salino como para las incubadas con
CDC y DC con respecto al grupo control, (p<<0,05) (Fig. 25, Tabla 20).
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Figura 25: Valores de expresion
de P-selectna en unidades
arbitrarias (UA), en plaquetas de
animales control, LCB de 21 dias y
con ascitis, tras el tratamiento
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Tabla 20: Valores de expresion de P-selectina en unidades arbitrarias (UA), en
controles, LCB de 21 dias y con ascitis, tras el tratamiento agudo con &cidos
biliares. (*): p< 0,05 vs Ctrl.

Ctrl LCB (21d) LCB (Asc)
Sin/tto Sin/tto Sin/tto
(n=3)
Salino 29,8+1,6 65,8+0,6 * 26,5+1,3
DC (100 pM) 25,4+2 .1 62,5+0,8 * 26,6+14
CDC (100 uM) 22,7+4 654+1,1 * 28,2415

4.2.2 MEDICION DEL Ca*' INTRACELULAR

4.2.2.1 Niveles Basales de Ca*’ intracelular

Las plaquetas de animales LCB de 21 dfas y ascitis, tratados agudamente con DC y
CDC (100 pM), presentan niveles basales de Ca’" significativamente més altos que su
control salino (Fig. 26, Tabla 21).

100 -
O Salino
90 - B DC

Niveles de [C&*] (nM)

crl LCB(21d) LCB(Asc)

Figura 26: Representacion del area bajo la curva, de los niveles
basales de Ca%* (30 s de registro), de plaquetas tratadas agudamente
con acido desoxicélico (DC), acido quenodesoxicélico (CDC) y salino
como control, en animales LCB de 21 dias, ascitis y controles.

(*): p<0,05 vs mismo grupo salino.
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Resultados

Tabla 21: Valores del area bajo la curva (expresado en nM) de los niveles
basales de Ca2* intracelular en animales control, LCB 21 dias y con ascitis,
tras el tratamiento agudo con &cidos biliares. (*): p<0,05 vs mismo grupo
salino.

LCB(21d)  LCB (Asc)

(n=5) (n=6)
Salino 13,642 29,9+ 3,1 28,9+2,1
DC (100 pM) 23444+  467:73* 357421
CDC (100 puM) 341461+  652+118+% 387441+

4.2.2.2 Liberacién de Ca® intracelular: En respuesta a Tr (0,3 U/mlL)

Al ser las plaquetas estimuladas con trombina en ausencia de Ca™ extracelular
(EGTA 200 uM), se produce un aumento intracelular de Ca**, debido a la salida de Ca** de
los depésitos intracelulares, siendo mayor en LCB 21 difas, pero en este mismo grupo, tras
el tratamiento agudo con DC, se produjo una disminucién de dicha liberacién de Ca*" de

manera significativa con respecto a su control salino (Fig. 27, Tabla 22).
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Figura 27: (A) Cambios del Ca?* intracelular y (B) representacién del area bajo la curva, de la liberaciéon de Caz
intracelular (30 s de registro), de plaquetas tratadas agudamente con &cido desoxicolico (DC), &cido
quenodesoxicdlico (CDC) y salino como control, en animales LCB de 21 dias. (*): p<0,05 vs salino.

127




Tabla 22: Valores del area bajo la curva (expresado en nM) de la liberacién
de Ca? intracelular en controles, LCB 21 dias y con ascitis, tras el
tratamiento agudo con &cidos biliares. (*): p<0,05 vs LCB (21d) salino.

Ctrl LCB (21d) LCB (Asc)

n= n= n=6
Salino 4794245148 62744+ 567,3  5444,6+758,7
DC (100 uM) 4289,3+496 428141925  4629,1+691,2

CDC (100 pM) 4125,6+489,1 5122,3+452,5 4295,8+632,2

4.2.2.3 Entrada de Ca®* extracelular: En respuesta a Tr (0,3 U/mlL)

Al ser estimuladas con el agonista, en presencia de Ca®" extracelular (I mM),
observamos que hay un aumento de Ca*’, desde la basal, que corresponde tanto a la salida
desde los depositos intracelulares, como a la entrada desde el espacio extracelular.
Observamos que el tratamiento agudo con acido desoxicélico (DC) produce una
disminucién significativa de dicha entrada de Ca®" extracelular y de los depésitos, tanto en
plaquetas de animales control como en LCB respecto a su control salino (Fig. 28, Tabla
23).
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Figura 28: (A) Cambios del Ca?* intracelular y (B) representacion del area bajo la curva, de la entrada de Ca?*
extracelular (30 s de registro), de plaquetas tratadas agudamente con acido desoxicolico (DC), acido
quenodesoxicdlico (CDC) y salino, en animales LCB de 21 dias. (*): p<0,05 vs mismo grupo salino.
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Resultados

Tabla 23: Valores del area bajo la curva (expresado en nM) de la entrada de Ca?
extracelular en controles, LCB 21 dias y con ascitis, tras el tratamiento agudo con acidos
biliares. (*): p<0.05 vs mismo grupo salino.

LCB (21d) LCB (Asc)
n=5 n=6
Salino 84544,7+£4524,2 97889,7+£7025,1 97676,6+£4469,5
DC (100 pM) 62195,8+41853 *  61936,3+5735,4 *  77516,1£5331,1 *
CDC (100 pM) 81976,1+£5254,7 75173,7+£9448,9 93690,4+4786,5

4.2.2.4 Niveles totales de Ca’ plaquetario: En respuesta TG + lonomicina

Para medir los niveles totales de Ca®" intracelular almacenados en las diversas
estructuras intraplaquetarias, se eliminé todo el Ca®" extracelular presente (EGTA 200 uM)
y se estimul6 su salida con tapsigargina mas ionomicina. En este caso no encontramos
diferencias significativas de este incremento entre animales tratados agudamente con acido
desoxicolico (DC) y acido quenodesoxicolico (CDC), en relacién con su mismo grupo
salino (Fig. 29, Tabla E-Anexos).
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Figura 29: Cambios del Ca2* intracelular de los niveles totales de Ca2*
(30 s de registro), de plaquetas tratadas agudamente con &cido
desoxicolico (DC), acido quenodesoxicdlico (CDC) y salino,
representacion de los tres grupos de estudio: control, LCB de 21 dias y
ascitis.
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4.2.2.5 Entrada capacitativa del Ca’* (ECC): En respuesta a TG y/o TBHQ

En ausencia de Ca®" extracelular, la estimulacién con tapsigargina da lugar a un
aumento de Ca’" intracelular, siendo mayor en plaquetas de ratas LCB. El tratamiento
agudo con el acido desoxicolico (DC) y quenodesoxicolico (CDC) produce un aumento de
Ca’" intracelular tanto en controles como en ratas LCB comparadas con su mismo control
salino, pero siendo de forma mas significativa mayor en los animales control, pero solo
para el tratamiento con CDC (Fig. 30A, Tabla 24A).

Posteriormente al adicionar Ca*" al medio extracelular, se produce un gran
aumento de Ca®" intracelular debido a la ECC. Este aumento de Ca’* es mayor en
controles que en ratas cirréticas Pero el tratamiento agudo con el DC y CDC produce, de
forma significativa, un menor ingreso de Ca®" extracelular tanto en controles como en ratas
LCB comparadas con su mismo control salino, (Fig. 30B, Tabla 24B ).

A Respuesta a TG-Ca”
£ 20
= Salino
= 1.8 DC
1,6
= 14
£ Ca?t
— 1,2
3
= 1.0 -
-
2 08 -
2
= 06 -
04 -
0,2 -
’ TG /
0,0 : T : : T : : ‘ ‘ ‘ ‘ T T
-30 0 30 60 90 120 150 180 27 57 87 117147 177
Tiempo (s)
3 B Respuestaa TG w c RespuestaaCa?*
0 2 300 -
g | OSalino =
BDbC
81 mepe 5250 ]
g7 2200 -
= 6 L ] =
¥ i
8¢ 3]
o 4 =
224 2 50
=
1,
0 0
cid LCB {24) LCB {Asc) cil LCB (2H) LCB {Asc)

Figura 30: Entrada Capacitativa de Ca* (ECC). (A) Cambios del Ca?* intracelular del efecto de la TG y Ca?*. (B)
Area bajo la curva de la ECC, en respuesta ala TG y (C) en respuesta a Ca2*, en plaquetas de animales control y
LCB de 21 dias y con ascitis, tratadas agudamente con &cido quenodesoxicdlico (CDC), acido desoxicdlico (DC)
y salino como control basal. (e): p<0,05 vs LCB (21d) salino; (*): p<0,05 vs mismo grupo salino.
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Tabla 24: Valores del &rea bajo la curva (expresado en nM) de la ECC (A) en respuesta a TG y (B) en respuesta a
Ca?* extracelular en controles, LCB 21 dias y con ascitis, tras el tratamiento agudo con &cidos biliares. (e): p<0,05
vs Ctrl salino; (*): p<0,05 vs mismo grupo salino.

A B
Respuestaa  Ctl  LCB(21d)  LCB(Asc) Respuesta a LCB(21d)  LCB(Asc)
TG (n=6) (n=5) (n=6) jca» Ww W T
21383 37451 3583 2400625 2338104 2066715
Salino + + + Salino + t t
2475 406 6557 30443,2 14046 21004,5
DC 28238 4761,7 4066,9 DC 80827 647414 78125,5
+ + + 100 M t t *
(100 uM) 3963 7808 6073 (100 u) 96648« 117942+ 42561+
cDC 43358 47028 49101 cDC 119926 1142123 1202623
+ + + 100 M * t t
(100 kM) 9109 o 8816 9787 ( ) 262035+ 240362+ 121112+

Y para el TBHQ, el tratamiento agudo con el acido desoxicdlico (DC) vy
quenodesoxicélico (CDC) no produce ningtin cambio del Ca*" intracelular en ninguno de
los grupos de estudio comparados con su control salino. Pero el tratamiento agudo con el
DC produce, de forma significativa, un menor ingreso de Ca®" extracelular tanto en
controles como en ratas LCB comparadas con su mismo control salino, y el acido CDC
solo se ve que disminuye en animales LCB con ascitis (Fig. 31, Tabla 25).

Tabla 25: Valores del area bajo la curva (expresado en nM) de la entrada
capacitativa de Ca2* extracelular en controles, LCB 21 dias y con ascitis, tras el
tratamiento agudo con &cidos biliares. (*): p<0,05 vs mismo grupo salino.

Respuesta a LCB (21d) LCB (Asc)
Ca2* (n=5)

Salino 93394,4+5859,4 103488+25993,7 122119,9+7258,9
DC 9813,5+6978,8 *  41534,8+15836,2 «  65673,1+8070,3 *
(100 M)

CcDC 67611,2£152154  87677,3£28655,5 94845,5+9764,6 *
(100 uM)
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Figura 31: Entrada capacitativa de Ca2* (ECC). (A) Cambios del Ca?*intracelular del efecto de la TBHQ y Ca?*, (B)
area bajo la curva de la ECC, en respuesta a la TG y (C) en respuesta a Ca2*, en plaquetas de animales control y
LCB de 21 dias y con ascitis, tratadas agudamente con acido quenodesoxicélico (CDC), &cido desoxicolico (DC) y
salino como control basal. (*): p<0,05 vs mismo grupo salino.
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Resultados

4.3 EFECTO AGUDO DE LA HOMOCISTEINA (HCY)

4.3.1 NIVELES PLASMATICOS DE HCY

La Hcy en plasma fue medida en su estado basal y después de la administraciéon de
L-metionina (100 mg/Kg i.p.). Basalmente no se observan diferencias entre Cttl y LCB. Sin
embargo, tras la sobrecarga, tanto LCB como Cttl, presentan niveles elevados de Hcy,
siendo en los animales cirréticos los niveles significativamente mas altos que en su grupo
control (con sobrecarga L-metionina) (Fig. 32, Tabla N-Anexos).
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Figura 32: Concentraciones de Homocisteina (Hcy) en plasma. Basal y
post-sobrecarga con L-metionina, en animales control y LCB de 21
dias. (*): p<0,05 vs mismo grupo basal, (e): p<0,05 vs Ctrl con
sobrecarga L-metionina.

4.3.2 EFECTO AGUDO DE LA HCY EN LA AGREGACION
PLAQUETARIA

Para estudiar el efecto agudo de la homocisteina (Hcy) en la agregacion plaquetaria,
hemos sometido a las plaquetas a una incubacién previa con concentraciones de Hcy
crecientes (10, 25 y 100 pM) durante 5 minutos a 37 °C y como control basal se incubé con
cisteina (Cys). Posteriormente, fueron estimuladas con ADP (5 pM).

Tomando en cuenta el area de agregacion, el estudio mostréd que en las ratas
control y LCB (15d y 21d), el tratamiento con Hcy produjo un incremento significativo,
con respecto a su basal sin tratamiento, (p<<0,05) (Fig. 32, Tabla 206). Pero, en los animales

LCB con ascitis no se observaron diferencias significativas con respecto a su basal,
(p<0,05) (Fig. 33, Tabla 20).
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Pero, si tomamos en cuenta el porcentaje de agregaciéon maxima, solo hay
diferencias en ratas control, produciéndose un incremento en la agregacion a las
concentraciones de (25 pM) (69,9%4,1 %) y (100 uM) (68,2%2,8 %) con respecto a su
control, (57,2% 2 %), (p<0,05) (Tabla A-Anexos).
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Figura 33: Efecto del tratamiento agudo con Homocisteina (Hcy), a diferentes concentraciones,
en el Area de agregacion plaquetaria (expresada en %), tras ser estimuladas con ADP (5 uM),
en animales control y LCB de 15, 21 dias y ascitis. (*): p< 0,05 vs mismo grupo basal.

Tabla 26: Valores del area de agregacion con respecto al control, expresado en %. En
animales control y con LCB de 15, 21 dias y con ascitis, tras el tratamiento agudo con
Homocisteina. (*): p<0,05 vs mismo grupo basal.

LCB (15d) LCB(21d)  LCB (Asc)

Sin/tto Sin/tto Sin/tto

(n=7)
Basal 10040,9 136,914 145,2+0,8 23,4104
Hey (10 pM) 128443 * 155,541,1 * 171,241,3 * 24,4+0,5
Hcy (25 pM) 130+1,7 * 158,1+1,7 * 173,5+1,7 * 25,840,3
Hey (100 pM) 134411 * 165,3+1,7 * 170,642,2 * 24,5104

134



Resultados

4.3.3 MEDICION DE LA EXPRESION DE P-selectina

Tras la incubaciéon con la Hcy y la posterior activacion con ADP (5 pM), no se
encontré ningun efecto sobre la expresion de la P-selectina con respecto a su control basal
cisteina (Cys), para cada grupo de estudio.

Pero se mantiene, de forma significativa, una mayor expresion de la P-selectina en
ratas LCB de 21 dias, tanto para las plaquetas incubadas con salino, como para las con Hcy,
con respecto al grupo control, (p<0,05) (Fig. 34, Tabla 27).

Expresesion P-selectina
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Figura 34: Valores de expresion de P-selectina en unidades arbitrarias (UA), en
plaquetas de animales control y LCB de 21 dias y con ascitis, tras el tratamiento
agudo Hcy. (*): p< 0,05 vs mismo grupo basal.

Tabla 27: Valores de expresion de P-selectina en unidades arbitrarias (UA),
en controles y con LCB de 21 dias y con ascitis, tras el tratamiento agudo con
Hey. (*): p<0,05 vs mismo grupo basal.

Ctrl LCB (21d) LCB (Asc)
Sin/tto Sin/tto Sin/tto
(n=3) (n=3)
Basal 29,8+1,6 65,8+0,6 26,5+1,3
Hcy (200 pM) 28,5+3,9 * 63,4+1,5 * 26,3+0,8 *
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4.3.4 MEDICION DE Ca*' INTRACELULAR

4.3.4.1 Niveles Basales de Ca*' intracelular

Las plaquetas de animales control, LCB de 21 dias y ascitis, tratados agudamente

con Hey (10 y 25 uM), presentan niveles basales de Ca®" mas altos que sus controles

basales (tratados con cisteina). Pero esta diferencia es estadisticamente significativa en

controles y en LCB de 21 dias, siendo para este dltimo grupo solo a la concentracion de
Hcey 25 uM (Fig. 35, Tabla 28).
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Figura 35. Representacion del area
bajo la curva, de los niveles basales de
Ca% (30 s de registro), de plaquetas
tratadas agudamente con Hey (10 y 25
uM) y cisteina (Cys) como control basal,
en animales control, LCB de 21 dias y
ascitis. (*): p<0,05 vs mismo grupo
basal.

Tabla 28: Valores del area bajo la curva (expresado en nM) de los
niveles basales de Ca?* intracelular en controles, LCB 21 dias y con
ascitis, tras el tratamiento agudo Hcy. (*): p<0,05 vs mismo grupo

basal.

Agonistas Ctrl LCB (21d) LCB (Asc)
Sin/tto Sin/tto Sin/tto
(n=5) (n=12) (n=6)
Basal 17,5+2,3 36,4+3,1 39,947
Hey (10 pM) 36,2+ 5,6 * 46,7+6,1 50,149,2
Hcy (25 pM) 40,748,2 * 65,8+ 13,4 * 43,6+7,4
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4.3.4.2 Liberacién de Ca* intracelular: Respuesta a Tr (0,1 y 0,3 U/mL) y ADP (5 puM)

Al ser estimuladas con la trombina y ADP (5 pM), en ausencia de Ca®" extracelular
(EGTA 200 uM), se produce un aumento intracelular de Ca*', debido a la salida de Ca*" de
los depositos intracelulares. El tratamiento agudo con Hcy a 10 y 25 uM, no produjo

ningin aumento en ninguno de los grupos de estudio, para ninguno de los agonistas (Fig.
36, Tabla F-Anexo).
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Figura 36: Cambios del Ca?
intracelular de la liberacion de Ca2*
intracelular (30 s de registro), de
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120

' ' |plaquetas tratadas agudamente con
150 180 [Hgy, representacion de los tres grupos
de estudio: control, LCB de 21 dias y
ascitis.

4.3.4.3 Entrada de Ca’ extracelular: En respuesta a Tr (0,1 y 0,3 U/mL)

El tratamiento agudo con Hey (10 y 25 uM) no produjo un mayor incremento tras

ser estimuladas con Tr (0,1 pM), para ninguno de los grupos de estudio. En cambio con Tt

(0,3 uM), la Hey (10 y 25 pM) produjo una mayor respuesta en animales control y LCB de

21 dias, aunque en este dltimo grupo la respuesta fue significativa s6lo con Hey 25 pM (Fig.

37, Tabla

29).

Tabla 29: Valores del area bajo la curva (expresado en nM) de la entrada de Ca?
extracelular en respuesta a Tr (0,3 U/mL), en controles, LCB 21 dias y con ascitis, tras el
tratamiento agudo con Hey. (*): p<0,05 vs mismo grupo Cys.

Agonistas Ctrl

Sin/tto

LCB (21d) LCB (Asc)
Sin/tto Sin/tto
n=12 n=6

Cys 78366,4+3770,7

84107,6+4262,5 98268,5+9620,7

Hey (10 puM) 106118,1+ 11900,8 *

99076,8+8833,6 105979,7+19846,4

Hey (25 pM) 107675,4+13398,5 *

1594848+ 28008,5 * 96220,6+11617

137



A = Respuestaa Tr (0,3 U/ml) B N Respuesta a Tr{0,3 Wml)
2 Control 8 LCB (21d)
=" Basal 51 c
12 ¥s
- Hecy D _ 124 Hoy 10
% 10 - Hcy 26 % 10 | —Hcy 25
E 08 - E 03 -
2 06 I 086 -
E 04 - E 04 -
E E
= 02 4 Z 02
0,0 T T T T T T T 0!0 T T T T T T T
-3 0 X 60 90 20 ‘B0 ‘B0 -30 0 30 60 90 0 B0
Tiempo (s) Tiempo {s)
c
u 200 -
5 o Basal *
1801 ghHy10
160 { MWHoy 25
= 140
- *
— *
% 120 |
o,
o 100 -
o
3
o 80
>
=z 60 |
40 4
20 4
0
cirl LCB (21d) LCB (Asc)

Figura 37: (A) y (B) Cambios del Ca?* intracelular de la Entrada de Ca?* en respuesta a Tr (0,3
U/mL) tras la incubacion con Hcy (10 y 25 pM) en animales control y LCB de 21 dias,
respectivamente (30 s de registro), (C) representacion del Area bajo la curva de las figuras (A y B) de
plaquetas tratadas agudamente con Hcy (10 y 25 yM) y cisteina (Cys) como control basal, en
animales control, LCB de 21 dias y ascitis. (*): p<0,05 vs mismo grupo Cys.
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4.3.4.4 Niveles totales de Ca* plaquetario: En respuesta TG + Ionomicina

Para medir los niveles totales de Ca*" intracelular almacenados en las diversas
estructuras intraplaquetarias, se elimino todo el Ca®" extracelular presente (EGTA 200 uM)
y se estimul6 su salida con TG mas ionomicina. Observamos que el tratamiento agudo con
Hcy (10 y 25 uM) no produjo ningun efecto con respecto a su basal (Cys) para ninguno de
los grupos de estudio (Fig. 38, Tabla H-Anexos).

Respuesta a TG+lono
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Figura 38: Cambios del Ca?*intracelular de los niveles totales de Caz*
(30 s de registro), de plaquetas tratadas agudamente con Hcy.
Representacidn de los tres grupos de estudio: control, LCB de 21 dias
y ascitis.

4.3.4.5 Entrada capacitativa del Ca’>* (ECC)

En ausencia de Ca®" extracelular, la estimulacién con tapsigargina da lugar a un
aumento de Ca’’ intracelular, siendo mayor en plaquetas de ratas LCB con respecto al
control. Este aumento de Ca*" es mayor en ratas cirrticas que en controles. Pero el
tratamiento agudo con homocisteina no dio ningin aumento de Ca”" intracelular, ni en

controles, ni en animales cirréticos.

Posteriormente, tras adicionar Ca*" al medio extracelular, se produce un gran
aumento de Ca”*" intracelular debido a la ECC. Como sabemos, este aumento de Ca*’es
mayor en controles que en ratas cirréticas. Pero el tratamiento con Hcy, tampoco produjo
ningun cambio comparadas con su control cisteina (Fig. 39, Tabla G-Anexos).
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4.3.5 PRODUCCION DE ROS

Tras la estimulacion con Hcy, podemos observar una mayor produccion de ROS en
animales LCB con ascitis, llegando a ser su expresion de forma significativa (p<<0,05), con
respecto a su control; también vemos una clara tendencia, de una mayor produccién de
ROS, en ratas LCB de 21 dias, aunque esta no sea estadisticamente significativa (Fig. 40,

Figura 39: Entrada
capacitativa de Ca2* (ECC).

Cambios del Ca?* intracelular
del efecto de la TG y Ca?,
en  plaquetas tratadas
agudamente  con  Hcy.
Representacion de los tres
grupos de estudio: control,
LCB de 21 dias y ascitis.

Tabla 30).
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Figura 40: (A) Representacion de los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) en respuesta a Hey (200
pM), (B) mismos datos, pero expresados en &rea bajo la curva, (420 s de registro 6 7 min), en plaquetas de
animales control, LCB de 21 dias v ascitis. (*): p<0,05 vs Ctrl.

Tabla 30: Valores del area bajo la curva (expresado en UA) de los niveles de
ROS en respuesta a Hey en animales control, LCB de 21 dias y con ascitis.

(*): p<0,05 vs Ctrl

Ctrl

LCB (21d)

LCB (Asc)

Hey (200 pM)

0,1£0,02

(n=8)

0,10,02
(n=5)

0,20,02 *
(n=5)
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5. FECTO DEL, TRATAMIENTO CRONICO CON
ACIDO FOLICO

5.1 MEDICION DE LA AGREGACION PLAQUETARIA

Nuestros resultados muestran que el acido félico disminuye la agregacion plaquetaria,

tanto en ratas LCB como controles, siendo el efecto mayor en las plaquetas del grupo con

LCB sin ascitis. El tratamiento tiende a disminuir el porcentaje de agregacion maxima,

siendo significativamente menor la agregacion en el grupo LCB de 15 dfas y en los animales

con ascitis (Fig. 41, Tabla 2 y 31). En el area de agregacion, vemos mas claramente los
efectos del tratamiento, de manera que ambos, el grupo control y LCB de 15 y 21 dias

tratados con acido félico muestran una gran disminucioén con respecto a su grupo sin tratar
(p<0,05), siendo esta disminucién mucho mas acusada en el grupo LCB 15y 21 dias (Fig.
42 y 43, Tabla 32). En el grupo LCB con ascitis, el area de agregacion se encuentra muy

disminuida en ausencia de tratamiento, por lo que el acido félico no produce ningun efecto

(Fig. 42, Tabla 31).
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Tabla 31: Valores de agregacion plaquetaria, expresada en %, para el area y agregacion
méxima. En animales control y con LCB de 15, 21 dias y con ascitis, tratadas cronicamente
con &cido folico. (*): p<0,05 vs Ctrl conltto.

Ctrl LCB(15d) LCB (21d)  LCB(Asc)
Conltto Con /tto Con /tto Con /tto
(n=7) (n=6) (n=6) (n=6)
Area de Agregacién 84,8416 58,3+0,5 * 61,7+1,1 * 20,31,7 *
Agregacion Maxima 497435 58,8+2,8 65,38 29,116,1 *

Area de agregacion (AUC)
120
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Sin tto Ac. Félico Con tto Ac. Félico

20 A

Figura 43: Porcentaje de descenso en el area de agregacion plaquetaria, tras
el tratamiento cronico con Acido félico, en los diferentes grupos experimentales.

Tabla 32: Efecto del tratamiento del &cido folico, expresado en % de
descenso en el area de agregacion. En controles y con LCB de 15, 21 dias
y con ascitis. (*): p<0,05 vs LCB (15 d) sin/tto. (¢): p<0,05 vs LCB (21 d)

sin/tto.

Area de %
Agregacion Agregacion Descenso
Control 100+5,2 | Control 84,8+8,6 15,1
Sin/tto Conltto

(n=6) (n=7)

LCB(15d) 100457 | LCB(15d)  42,5%2,1 574
Sin/tto Conltto

(n=6) (n=6)

LCB(21d) 100£3,3 | LCB(21d) 425443 ¢ 57,4
Sin/tto Conltto

(n=7) (n=6)

LCB(Asc) 100+8,6 | LCB(Asc)  86,8+38,8 13,2
Sin/tto Conltto

(n=6) (n=6)
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5.2 MEDICION DE LA EXPRESION DE P-Selectina

5.1.1 CONDICIONES BASALES

Tras el tratamiento cronico con acido félico, basalmente, es decir en ausencia de
estimulo, hay una mayor expresioén del receptor para la P-selectina, en LCB de 21 dfas y
con ascitis con respecto al grupo control tratado, (p<<0,05) (Fig. 44, Tabla 33).

Sin embargo no encontramos diferencias significativas entre animales tratados versus
sin tratar con acido félico, para ninguno de los grupos de estudio (Fig. 44 y Tablas 33 y 3
ref. Sin/tto).

5.2.2 RESPUESTA A ADP (5 uM)

La incubacién con ADP (5 uM), durante 10 minutos o 1 hora a 37 °C en animales
tratados con acido félico aumenta la expresion de P-selectina (Fig. 44, barras naranjas), en
ratas LCB de 21 difas y ascitis con respecto a su control basal sin activar (p<0,05). El
tratamiento con 4acido félico disminuye la respuesta a ADP en todos los grupos
experimentales (Fig. 44, Tabla 33).

Expresion de P-selectina
Sin/tto vs Con/tto Acido Félico
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O Ctrl Cirl

90 {B LCB (21 d) LCB (21d)
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Figura 44: Comparacion del efecto del tratamiento crénico del acido félico (barras
naranjas) vs sin tratamiento con acido félico (barras grises), en la expresion de la
P-selectina. Respuesta basal (sin activacién) y tras la activacién con ADP (5 uM)
(con 1 hr de incubacion con salino) en ratas control, LCB de 21 dias y con Ascitis.
(*): p<0,05 vs Ctrl con/tto; (#): p<0,05 vs basal con/tto mismo grupo, (1) p<0,05 vs
sin/tto mismo grupo.
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Tabla 33: Valores de expresion de P-selectina, en unidades arbitrarias (UA), en ratas

control y con LCB de 21 dias y con ascitis, tras el tratamiento cronico con &cido félico.
(*): p<0,05 vs Ctrl con/tto.

Ctrl LCB (21d) LCB (Asc)
Conltto Con /tto Con /tto
(n=3) (n=4) (n=3)
Sin Activar 2.8+18 10,7+1,7 * 9,4+1,9 *
ADP (5 pM) - 10 min 18,6+1,4 35,113 * 16,5+1,7
ADP (5 uM) - 1 hr 16,441,2 44406 * 16,1+1,3

5.2.3 EFECTO DE LA INCUBACION AGUDA CON HCY,
CITOQUINAS, BSO Y ACIDOS BILIARES, SOBRE LA
EXPRESION DE P-Selectina EN RESPUESTA AL ADP

El tratamiento agudo con Hcy, BSO, acidos biliares y citoquinas, no altera la
expresion de P-selectina en respuesta a ADP (5 uM), en ningun grupo experimental. (Fig.
45 lado derecho, Tabla 34).

Expresesion de P-selectina
Sin/tto vs Con/tto Ac. Félico
100 A
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Figura 45: Efecto del tratamiento crénico del acido félico en la expresién de la P-selectina en respuesta a ADP
(5 uM) en plaquetas incubadas con IL-6 (1 pg/mL), TNF-a (1 pg/mL), BSO (5 mM), Hey (200 uM), DC (100 uM)
y CDC (100 uM) durante 1 hr.
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Tabla 34: Valores de expresion de P-selectina, en respuesta a ADP, en unidades arbitrarias (UA), en
animales control, LCB de 21 dias y con ascitis, sin y con tratamiento crénico con acido félico. (+): p<0,05
vs Ctrl sin/tto. (*): p<0,05 vs Ctrl con/tto. NR: no realizado.

Agonistas Ctrl LCB (21d)  LCB (Asc) LCB (21d) LCB (Asc)

Sin/tto Sin/tto Sin/tto Con /tto

ADP (5 pMm) NR NR NR 16,4+1,2 44406 * 16,2+1,3

IL-6 (1 pg/mL) 234417 75507+  26,9+19 13,142,03 254+12* 132405

TNF-a (1 g/mL) 253+25 769+04 + 28824 12,6+2,9 246422+ 151413

BSO (5 mM) 30412 77,8404 + 27,11 13,242 246406  12,1%1

Hey (200 uM) 285+39  633+15+ 26,3087 192,1 30,5¢1,1%  153%2,7
DC (100 uM) 253121 62,5£08 +  26,5+14 16,2+1,1 218+1+  11,1£2,9
CDC(100 pM) 2274 654+11+  282%15 17,6£0,9 43609+  17,3%1,3

5.3 MEDICION DE Ca’" INTRACELULAR

5.3.1 EFECTO DEL ACIDO FOLICO SOBRE LOS NIVELES
BASALES DE Ca*

El tratamiento crénico con acido félico no produjo ningin efecto sobre los niveles
basales de Ca®* plaquetario en animales control, LCB de 21 dias y ascitis.

5.3.2 LIBERACION DE Ca* INTRACELULAR:
En respuesta a Tt (0,1y 0,3 U/mL) y ADP (5 uM)

En los animales tratados con acido folico, la liberacion intracelular de Ca®* en
respuesta a ADP y Tr fue mayor en el grupo LCB 21 dias con respecto al control (p<<0,05)
(Fig. 46-47).
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Figura 46: Efecto de la Tr (0,1y 0,3 U/mL) sobre los niveles de Ca?* intracelular, en ausencia Ca2* extracelular. A
la derecha, representacion del area bajo la curva de dicha respuesta. (*): p<0,05 vs Ctrl con/tto.
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Figura 47: Efecto del ADP (5 pM) sobre los niveles de CaZ* intracelular, en ausencia Ca%* extracelular. A la
derecha, representacion del area bajo la curva de dicha respuesta. (¥): p<0,05 vs Ctrl con/tto.
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5.3.3 ENTRADA DE Ca** EXTRACELULAR:
En respuesta a Tr (0,1y 0,3 U/mL) y ADP (5 pM).

Al ser estimuladas con los agonistas, en presencia de Ca®’ extracelular (1 mM),
observamos un aumento de Ca*", desde la basal, que corresponde tanto a la salida de este
desde los depdsitos intracelulares, como a la entrada desde el espacio extracelular. El
tratamiento crénico con acido félico disminuyé la respuesta de manera significativa, tras ser
estimuladas con Tt (0,1 y 0,3 U/mL) en animales LCB de 21 dfas (Fig. 48, Tabla 35).
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Figura 48: Efecto de la Tr (0,1 y 0,3 U/mL) sobre la entrada de Ca?* intracelular, en presencia de Ca%
extracelular, a la derecha, representacion del &rea bajo la curva de dicha respuesta, en plaquetas de animales
control, LCB de 21 dias y con ascitis, con y sin tratamiento cronico con &cido félico. (*): p<0.05 vs LCB (21d)
sin/tto.
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Tabla 35: Valores del area bajo la curva (expresado en nM) de la entrada de Ca2*
intracelular en respuesta a Tr (0,3 U/mL), en controles, LCB 21 dias y con ascitis,
tras el tratamiento crénico con acido félico. (*): p<0,05 vs LCB (21d) sin/tto.

LCB (21d) LCB (Asc)
Sin/ttg _ 78366,3+£3770,7 84107,6+4262,5 98268,5£9620,7
Ac. Félico (n=8) (n=12) (n=7)
Conltto 69038,6+3500,2 70498,8+1821,7 * 99658+10541,8
Ac. Félico (n=7) (n=10) (n=5)

5.3.4 NIVELES TOTALES DE Ca** PLAQUETARIO:

En respuesta a TG + Ionomicina

Para medir los niveles totales de Ca* intracelular almacenados en las diversas
estructuras intraplaquetarias, se eliminé todo el Ca®" extracelular presente (EGTA 200 uM)
y se estimul su salida con tapsigargina mas ionomicina. Observamos que el tratamiento
crénico con acido félico no cambia la respuesta de los animales con LCB, siendo ésta
mayor que en el grupo control (Fig. 49). Estos resultados muestran que el tratamiento con
4cido félico no altera el tamafio de los almacenes de Ca®* en las plaquetas de los animales
con LCB, sugiriendo que la Hcy no es responsable de esta alteracion.
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Figura 49: Efecto de la TG + lonomicina sobre los niveles totales de Ca?* intracelular, en ausencia de Ca?
extracelular, a la derecha, representacion del area bajo la curva de dicha respuesta, en plaquetas de animales
control, LCB de 21 dias y con ascitis, con y sin tratamiento crénico con &cido félico. (*): p<0,05 vs Ctrl.
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5.3.5 ENTRADA CAPACITATIVA DEL Ca*' (ECC)

En ausencia de Ca*" extracelular, la estimulacién con TG da lugar a un aumento de
Ca®" intracelular, siendo mayor en plaquetas de ratas LCB con respecto al control. El

tratamiento crénico con acido félico no mejora dicha respuesta en ratas cirroticas.

. .. 2 .
Posteriormente al adicionar Ca®" al medio extracelular, se produce un gran aumento
2+ . 2
de Ca®" intracelular debido a la ECC. Este aumento de Ca*" es mayor en controles que en
ratas cirréticas. El tratamiento crénico con acido félico no mejora dicha respuesta en los

animales de estudio.

5.4 PRODUCCION DE ESPECIES ROS

En los animales tratados crénicamente con acido félico, podemos observar que los
niveles de ROS producidos en animales cirréticos tras la estimulaciéon con Tr esta
notablemente disminuida con respecto a su grupo sin tratamiento, siendo en animales LCB
con ascitis significativa esta diferencia (p<<0,05) (Fig. 50, Tabla 30).

Respecto al efecto del tratamiento crénico del acido folico, sobre la produccion de
ROS en las plaquetas, tras ser estimuladas con ADP (5 uM) y H,O, (1 mM), al igual que en
los grupos sin tratamiento no se produjo una producciéon apreciable de ROS en ningin
grupo experimental.
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Figura 50: Efecto de la Tr (0,3 U/mL) sobre los niveles de ROS, a la derecha, representacion del area bajo la curva
de dicha respuesta, en plaquetas de animales control, LCB de 21 dias y con ascitis, con y sin tratamiento crénico
con acido félico, (420 s de registro 6 7 min). (*): p<0,05 vs LCB (Asc) sin/tto.
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También observamos que el acido foélico fue capaz de de disminuir de forma

significativa (p<0,05) la producciéon de ROS tras la estimulaciéon con Hey (200 uM) en los

animales cirréticos (Fig. 51, Tabla 306).
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Figura 51: Efecto de la Hcy (200 uM) sobre los niveles de ROS, a la derecha, representacion del area bajo la
curva de dicha respuesta, en plaquetas de animales control, LCB de 21 dias y con ascitis, con y sin tratamiento
cronico con acido félico, (420 s de registro 6 7 min). (*): p<0,05 vs mismo grupo.

Tabla 36: Valores del area bajo la curva (expresado en UA) de los
niveles de ROS en respuesta a H20z, trombina, ADP y Hcy, en animales
control, LCB de 21 dias y con ascitis, tratadas cronicamente con acido
félico. (*): p<0,05 vs mismo grupo sin/tto (Tabla 17 y 30 ref. sin/tto).

Agonistas Ctrl LCB (21d) LCB (ASC)

H202 (1mM) 0,540,1 0,5+ 0,1 0,5+10,1
(n=10) (n=13) (n=7)

Tr (0,3 UimL) 0,101 0,240,1 0,3+0,1
(n=8) (n=7) (n=5)

ADP (5 pM) 0,010 0,010 0,002+0
(n=4) (n=6) (n=7)

Hcy (200 pM) 0,1£0 0,03+0 * 0,03+0 *
(n=6) (n=13) (n=8)
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Sumario de Resultados

1. Los animales con LCB presentan una mayor agregacion plaquetaria in vitro, tanto si
se expresa como porcentaje maximo o como duracién de la respuesta. La presencia
de ascitis, revierte esta alteracion e incluso reduce notablemente la duracion de la
respuesta.

. FACTORES INTRINSECOS:

2. Basalmente, hay una mayor expresion del receptor de activacion (P-selectina) en
plaquetas de animales cirréticos (sin y con ascitis) que en las del grupo control. La
estimulacion con agonista (ADP) aumenta la expresiéon en todos los grupos, pero

este aumento es mucho mayor en el grupo cirrético sin ascitis.

3. Los niveles basales de Ca*" son maés altos en las plaquetas de los animales cirréticos
(Fig. 4). En el grupo de cirrosis sin ascitis, la respuesta a los agonistas ADP vy
trombina produce un mayor aumento del [Ca®]; y el tamafio de los almacenes de
Ca®, estimado por la respuesta a tapsigargina mas ionomicina es mayor (Fig. 5, 6y 7
respectivamente). La ECC, esta disminuida en las plaquetas de las ratas cirroticas y la
aparicion de ascitis altera ain mas este proceso (Fig. 8).

Papel del NO: respuesta a L-NAME croénico

4, La inhibicién croénica de la sintesis de NO con L-NAME no mejora las alteraciones

en la homeostasis del Ca** citoplasmatico en las plaquetas de los animales cirréticos
(Fig. 11,12y 14).

Disminucion de la disponibilidad de NO, tras el tratamiento agudo con BSO

5. Se observa que la reduccion de los niveles de NO en la plaquetas, reduce basalmente
la [Ca®"];, normalizando los niveles de Ca*" en el grupo de LCB (21 dias) (Fig. 16).
También observamos una reduccién de los almacenes de Ca*’, tanto en plaquetas de
animales LCB (21 dfas) como en el grupo control. En la ECC, el BSO es capaz de
disminuir atin mas la entrada de Ca®* a los almacenes en los animales I.CB (21 dfas)
(Fig. 19 y 20).

6.  Basalmente no se observan diferencias en la produccién de ROS, entre plaquetas de
animales cirréticos con respecto al grupo control. Pero tras la estimulacion con el
agonista (trombina), las plaquetas de los animales cirréticos producen una mayor
cantidad de ROS que su grupo control (Fig. 22).
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10.

11.

12.

13.

FACTORES EXTRINSECOS:

EFECTO AGUDO DE LOS ACIDOS BILIARES

La incubacién con los acidos desoxicélico (DC) y quenodesoxicolico (CDC) no altera

la sobreexpresion del receptor de activacion (P-selectina) encontrada en las plaquetas
de animales LCB (21 dfas) (Fig. 24).

Los 4cidos biliares DC y CDC son capaces de aumentar los niveles basales de Ca**
intracelular tanto en plaquetas de animales cirréticos como en animales control (Fig.
25). La incubacién con DC hace que disminuya la respuesta al agonista (trombina),
por lo que a su vez también observamos una disminucién de los almacenes de Ca**
intracelular en animales cirréticos y controles (Fig. 26 y 27). La ECC también se ve
doblemente disminuida en los tres grupos de estudio, tanto con el tratamiento con
DC como con CDC (Fig. 29).

EFECTO AGUDO DE LA HOMOCISTEINA (Hcy)

Tras la sobrecarga con L-metionina, tanto en animales cirréticos como en controles,
vemos que los niveles de Hcy en plasma, son significativamente mds altos en
animales LCB con respecto a su grupo control (Fig. 31).

La incubacién con Hcy a concentraciones crecientes (1, 25 y 100 uM) aumenta la
respuesta de agregacion al ADP en controles y LCB (15 y 21 dias); en cambio, en los
animales con presencia de ascitis la Hey no altera su respuesta (Fig. 32).

La incubacién con la Hcey, no altera la sobreexpresion del receptor de activacion (P-
selectina), ya encontrada en plaquetas de animales LCB (21 dfas) (Fig. 33).

La Hcy aumenta los niveles basales de Ca®" intracelular en el grupo control (10 y 25
uM) y sin ascitis (25 uM) (Fig. 34). Ademas, la Hcy (25 pM) aumenta la respuesta al
agonista (trombina) en estos dos grupos (Fig. 36). Sin embargo, no es capaz de alterar
el tamafio de los almacenes de Ca®" intra- plaquetarios ni la ECC, en ninguno de los
grupos de estudio (Fig. 37).

La Hcy (200 uM) produce una mayor cantidad de ROS en el grupo cirrético, siendo
esta mas significativa en el grupo con ascitis (Fig. 39).

152



14.

15.

16.

17.

Sumario de Resultados

EFECTO DEL TRATAMIENTO CRONICO CON ACIDO
FOLICO

El tratamiento con 4acido félico disminuye la respuesta de agregacion plaquetaria,
sobre todo en el grupo cirrético, siendo este descenso mucho mas pronunciado en
ausencia de ascitis (con un 57,5 % de descenso) (Fig. 40 y 42) (Tabla L, anexos).

El tratamiento crénico con acido félico no altera la expresion basal de la P-selectina,
pero disminuye la respuesta a ADP en todos los grupos experimentales (Fig. 43).

. ’ . ’ . 71 . . 2+.
Tras el tratamiento crénico con acido félico, ni los niveles basales de Ca™ intracelular,
~ 2 . . .
tamafio de los almacenes de Ca®", ni la ECC, se normalizan en los animales de
estudio. Pero si produce una disminucién en cuanto a la respuesta a agonista

(trombina) en el grupo de cirrosis sin ascitis (Fig. 47).

El tratamiento crénico con acido félico disminuye la excesiva produccion de ROS en
respuesta a trombina u Hcy en las plaquetas de los animales cirréticos,
normalizandola (Fig. 49 y 50).

Conclusiones:

Los animales con cirrosis biliar experimental por ligadura del conducto biliar (LCB),
sin presencia de ascitis, presentan una mayor agregacion plaquetaria. Esta alteracion
esta relacionada con una mayor movilizacién del Ca®" intracelular, pero con una
menor ECC. Sumado a ello, presentan sobreexpresion del receptor de activacion (P-
selectina) y una mayor producciéon de ROS. La presencia de ascitis revierte parte de
estas alteraciones, llegando incluso a producir una hipoagregacion, que se acompafa
de una gran disminucién de la ECC y una excesiva produccion de ROS.

El 6xido nitrico (NO) tiene un papel en el mantenimiento de los niveles de Ca*
intracelular en las plaquetas de animales LCB, ya que su ausencia hace que disminuya
ain mas la ECC.

Un aumento plasmatico de 4cidos biliares, como el desoxicélico (DC) y
quenodesoxicolico (CDC), podtia explicar en parte los niveles elevados de [Ca®],
plaquetario basal y la menor ECC en animales con cirrosis biliar experimental. Sin
embargo, estos acidos biliares no estan relacionados con la sobreexpresion de la P-

selectina encontrada en los animales cirrdticos sin ascitis.

El tratamiento crénico con acido félico puede ser efectivo en la cirrosis biliar, en una
fase pre-ascitica, ya que revierte la hiperagregacion plaquetaria y produce una menor
expresion de la P-selectina en respuesta a agonista. Esto se acompafia de una
. IS P : .z 2
normalizacién en la produccion de ROS y una menor liberaciéon de Ca*" de los

almacenes, aunque sin cambios en la ECC.
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Diversos factores plasmaticos (Hcy, NO, acidos biliares) pueden contribuir a la
hiper- excitabilidad plaquetaria de la cirrosis biliar experimental sin ascitis,
mediante un aumento excesivo de los niveles de Ca®* y/o produccién de ROS.
La aparicion de ascitis reduce la duracion de la respuesta de agregacion, lo que

puede ser explicado por la mayor producciéon de ROS.
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Discusion

La cirrosis hepatica es una enfermedad que se caracteriza por una distorsion
irreversible de la arquitectura hepatica y una elevada acumulacién de fibrosis, lo que
conduce a un fallo funcional a nivel sistémico. Entre las profundas alteraciones
fisiologicas, podemos incluir el desarrollo de una circulacién hiperdinamica (caracterizada
por un incremento del gasto cardiaco y una disminucién en la resistencia vascular
periférica), cardiomiopatia, sindrome hepatopulmonar, coagulopatia y disfuncién renal
con retencién de agua y sal lo que genera ascitis e hiponatremia (Garcia-Estafl y cols., 2002).

La hemostasia en los pacientes con cirrosis esta influenciada por variables
multiples, opuestas y cambiantes, que pueden favorecer tanto la aparicién de episodios de
sangrado, como de estados de hipercoagulacién (Garcia-Tevijano y cols, 2001). Las
anormalidades plaquetarias descritas en la cirrosis, incluyen no solo trombocitopenia,
sino también defectos en la agregacién (Forrest y cols, 1996), ya sea por una hiper o hipo-
respuesta. Aunque no se sabe con certeza qué mecanismos causan el inicio y el
mantenimiento del trastorno hemostatico en la cirrosis, varios estudios sugieren que los
altos niveles de homocisteina (Hcy) en el plasma puede ayudar a ser un inductor efectivo
de la fibrogénesis del higado ya que interfiere con la estructura y la funciéon de varias
proteinas (N-homocisteinilacion) al inducir la expresion de procolageno tipo I (Torres y
cols., 1999; Garcia-Tevijano y cols., 2001). Esto ultimo altera ademas el metabolismo de los
acidos grasos del plasma y membranas lipidicas, conduciendo a cambios en los receptores
de las membranas (Durand y cols.,, 1997). A su vez, la Hcy al ser facilmente oxidada en el
plasma, principalmente como consecuencia de su auto-oxidacién, va a generar aniones
superéxido (O7) y peréxidos de hidrégeno (H,0,) (Okatani y cols., 2001). Estas moléculas
producen estrés oxidativo, dafio endotelial y procesos de inflamacién que va a contribuir
a la activacion plaquetaria (Luo y cols., 2005; Durand y cols., 1996).

La fisiopatologia de todas estas alteraciones hemostaticas es un area de gran interés,
puesto que su conocimiento puede contribuir a enfocar mejor el tratamiento en los
pacientes con cirrosis hepatica. Asi, se ha descrito una hiper-estimulaciéon plaquetaria en
pacientes con cirrosis biliar primaria, relacionandola con la mayor tendencia de trombosis
portal en este tipo de cirrosis hepatica (Ben-Ari y cols., 1997; Caldwell y cols, 2006). Un
incremento en la concentracién de Ca*' libre citosélico ([Ca®'].) inicia y modula diversos
procesos celulares, ademas de ser el mecanismo esencial para la activaciéon plaquetaria
(Rosado y cols.,, 2006). Estudios previos en nuestro laboratorio han demostrado que las
plaquetas de animales con cirrosis biliar experimental (sin ascitis), presentan alteraciones
en la movilidad del calcio intracitoplasmatico, compatibles con una mayor recaptaciéon de
los almacenes intracelulares de Ca®" (Iy, 2005). El objetivo de este trabajo es estudiar,
desde el inicio de la colestasis hepatica hasta la apariciéon de ascitis, el papel de las
alteraciones del Ca®" intracitoplasmatico en la funcién plaquetaria y su regulacién por
factores extrinsecos o plasmaticos como la Hcy, acidos biliares, 6xido nitrico y estrés
oxidativo. El tratamiento crénico con acido félico en el agua de bebida ha permitido
profundizar en el papel de la Hcy, ya que favorece su degradacidn, via hepatica,
previniendo incrementos en sus niveles plasmaticos.
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En este estudio, se ha utilizado el modelo de cirrosis hepatica por ligadura del
conducto biliar (LCB), caracterizado en estudios anteriores de nuestro laboratorio, y que
es capaz de inducir una colestasis inicial que evoluciona a una cirrosis hepatica, que en su
etapa final se descompensa y produce ascitis. Estos animales presentan las tipicas
alteraciones hemodinamicas de la cirrosis hepatica, con hepatomegalia y esplenomegalia.
El peso del bazo se utiliz6 como una estimacién de la hipertensién portal (cuyo aumento
depende a su vez del grado de dafio hepatico). Nuestros resultados muestran que el bazo
va aumentando de peso conforme avanza el dafio hepatico, lo que podria contribuir a la
trombopenia que hemos observado en los animales con ascitis, ya que este aumento de
peso se produce, segin otros estudios, a costa de una retencion de plaquetas y hematies
en el bazo (Peck-Radosavljevic, 2007). Los animales con LCB presentan, al igual que los
pacientes, dos estadios de la enfermedad claramente diferenciados, cirrosis compensada o
sin presencia de ascitis y cirrosis descompensada o con presencia de ascitis. E1 numero de
plaquetas asi como la funcién de las mismas dependera del grado de cirrosis en que se
encuentren los sujetos de estudio. En nuestro caso, hemos encontrado que en una
primera etapa (colestasis o cirrosis sin ascitis), existe hiper-agregabilidad plaquetaria con
normocitopenia y en una segunda etapa, la aparicion de ascitis produce hipo-
agregabilidad que se suele acompafar de trombocitopenia. Asi, la presencia de ascitis se
acompafa de un deterioro importante de la respuesta de agregacion plaquetaria, lo que
puede ser debido a un fallo de los mecanismos de compensaciéon estimulados en la
primera etapa.

Colestasis (LCB 15 dias) y cirrosis sin ascitis (LCB 21 dias)

En los animales con LCB, la respuesta de agregacion plaquetaria va aumentando a
medida que va progresando la enfermedad, llegando casi a doblar su valor a los 21 dias.
Estos datos se asemejan a los hallados por Watanabe y colaboradores (1998), en pacientes
cirréticos. Ellos encontraron un cambio en la composicién de acidos grasos de la
membrana plaquetaria de estos pacientes, de manera que el colesterol y los fosfolipidos
aumentaban, mientras que la fosfatidil serina y el fosfatidil inositol, factores importantes
para la activacion plaquetaria, estaban reducidos.

La fisiopatologia de la activacién plaquetaria en la cirrosis no tiene un claro
mecanismo y varfa dependiendo de la etiologia de la enfermedad. La enfermedad hepatica
colestatica tiende a producir un estado de hiperagregabilidad, existiendo un 40 % de
riesgo de padecer trombosis portal venosa cuando se realiza el trasplante hepatico
(Shannon y cols.,, 1995; Witters y cols., 2008), que se correlaciona con un incremento en la
expresion de receptores de adhesion, como el CD42d (glicoproteina que se une al vWT),
sugiriendo una preactivaciéon plaquetaria. Ademas, la trombina es un factor clave en la
cascada de la coagulacién y a través de receptores PAR1 y 4 actia como un potente
activador. Asi, es posible que un aumento de la trombina in vivo pueda contribuir, en
parte, en la activacion plaquetaria, como sugiere el hallazgo de una correlacion entre los
niveles de plasma de fragmentos de protrombina F1+2 y la excrecién urinaria del TXB2
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Discusion

en este tipo de cirrosis (Daviy cols., 1998). En nuestros experimentos, este estado de hiper-
agregabilidad, se acompafia de un incremento de los niveles basales de Ca®'
intraplaquetario, asf como de una mayor liberaciéon intracelular de Ca®" desde los
depdsitos tras la estimulaciéon con agonistas, lo que puede explicar también parcialmente
esta hiper-respuesta. En cuanto a la entrada capacitativa de Ca** (ECC), que se produce al
vaciar los almacenes de Ca®’, fue menor en las plaquetas de los animales con LCB, con
respecto al grupo control. Esta menor ECC no limita la respuesta de agregaciéon en la
colestasis o cirrosis compensada, posiblemente porque existen otros mecanismos que

2
compensan la menor entrada de Ca®".

En nuestro estudio, hemos observado que existe un aumento en la expresion de la
P-selectina en la superficie de las plaquetas de ratas con LCB de 21 tras ser estimuladas
con ADP. Estudios por otros autores han demostrado que la P-selectina soluble (sPs),
esta elevada en el plasma en pacientes con una severa enfermedad hepatica, siendo un
marcador in vivo de la activacion plaquetaria, llevando asi a un mayor estado de
agregacion (Vardereli y cols., 2007).

Cirrosis colestatica con presencia de ascitis (LCB Asc)

La presencia de ascitis se acompana de un deterioro en la funcién plaquetaria, con
una disminucién en la duracién de la respuesta de agregacion, a pesar de que la respuesta
maxima no se altera. En cuanto a la ECC, la deplecién de los almacenes con TG, provocod
claramente una menor ECC en ratas LCB con ascitis con respecto a su control. Estos
resultados se confirmaron al analizar el apagamiento de la fluorescencia del fura-2AM,
mediado por la entrada del Mn®" (Fig. 10), un i6n que utiliza los mismos canales operados
por almacenes (SOC) que el Ca*? (Atucha y cols., 2007). Estos experimentos confirmaron los
resultados obtenidos con la TG, indicando que la ECC, secundaria a la inhibiciéon de la
SERCA, esta reducida en plaquetas de ratas cirréticas. Esta menor ECC puede ser
responsable de la disminucién en la respuesta de agregacion, posiblemente porque no

puede ser compensada por otros mecanismos como ocurre en la etapa pre-ascitica.

La expresion de la P-selectina, basalmente también esta aumentada como en el
grupo sin ascitis, sin embargo su expresion no aumenta tras ser estimuladas con ADP, lo
que sugiere que las plaquetas estan basalmente en un estado de estimulacién maxima.

El incremento en la produccién de radicales libres ha sido implicado en varias
condiciones, las cuales resultan en un aumento en el dafio hepatico y fibrosis. Bajo
condiciones normales, del 1 al 4% del oxigeno (O,) que llega a las células se convierte en
especies reactivas de oxigeno (ROS), que pueden ser facilmente neutralizadas por el
sistema antioxidante en las células y en las mitocondrias (Diaz y cols,, 2010). El estrés
oxidativo es el desequilibrio entre las ROS y los antioxidantes, de manera que tanto el
incremento de la produccién de radicales libres como la disminucién de antioxidantes,
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puede resultar en el aumento de iones superéxido. En pacientes con cirrosis avanzada, se
ha visto que la producciéon de radicales libres, esta correlacionado con el numero de
neutrofilos en la sangre y activa el sistema monocito/macréfago (Feng Chen y cols., 1997). El
anién superoxido actia como un agente pro-inflamatorio al regular neutrofilos, induce la
liberacion de agentes quimiotacticos y mediadores proinflamatorios como el TNF-« y la
IL-1, genera dafos a los acidos nucleicos e inicia la peroxidacion lipidica (Diaz y cols., 2010).
Nuestros datos, muestran que en animales LCB con ascitis las plaquetas responden con
un mayor aumento de ROS tras la estimulacién con un agonista como la trombina (Fig.
22). Por lo tanto las plaquetas de animales cirréticos también son una fuente de ROS, que
podrfa alterar la ECC de Ca®’, dependiendo de su concentracién. Rosado y cols. (2006)
mostraron como a bajas concentraciones de H,O, (<100 uM), los ROS pueden actuar
como segundos mensajeros en la activaciéon de la ECC. Ellos vieron que existia una
correlacién positiva entre la liberacién y la entrada de Ca*'inducida por H,O,, que
inducirfa a una reorganizacién del citoesqueleto de actina, similar a la observada tras la
estimulacion con agonistas fisiolégicos. Por el contrario, dicha despolimerizaciéon no se
observo tras el tratamiento con altas concentraciones de H,O, (Rosado y cols., 2006). Por lo
tanto, el aumento de ROS en las plaquetas de los animales con cirrosis y ascitis podria
explicar, en parte la menor ECC observada en nuestros experimentos.

EFECTO DE LA INHIBICION CRONICA DE LA
SINTESIS DE OXIDO NITRICO (NO) CON L-NAME

El 6xido nitrico (NO) sintetizado por las plaquetas y por el endotelio inhibe la
adhesién y la agregacion plaquetaria, ejerciendo su accién a través un aumento del GMP
ciclico (Radomsky & Moncada, 1993); el cual, a su vez, conduce a una disminucién de la
disponibilidad de Ca®* en las plaquetas (Geiger y cols., 1992). La expresion de la P-selectina y
la activacién del complejo glicoprotéico IIb-IIla, que se producen tras la activacion
plaquetaria por agonistas, son también inhibidos por el NO (Michelson y cols., 1996).

Hay que destacar que Lantoine y colaboradores, han demostrado que el Ca**
citosélico, a su vez, participa en la regulacién de la sintesis del NO  (Jeyachristy y cols., 2008).
Y el NO derivado de las plaquetas no solo modula la activaciéon plaquetaria a los
agonistas fuertes y débiles, sino que ademas puede inhibir notablemente el reclutamiento
de las plaquetas para la formacion del trombo hemostatico (Freedman y cols., 1997). Esto
también ha sido demostrado en un modelo de dafo glomerular inducido por

endotoxinas, donde el NO inhibe la agregaciéon plaquetaria previniendo la trombosis
(Stamler y cols., 1989).

Los niveles basales de NO y NOS en plaquetas no estimuladas de pacientes con
cirrosis son mayores comparados con plaquetas de sujetos normales (Jeyachristy y cols,
2008). Se ha sugerido que el NO inhibe la ECC en plaquetas humanas por activacion del
rellenado de los almacenes (Trepakova y cols.,, 1999). Nuestro grupo de trabajo, demostro,
que el tratamiento crénico con L-NAME (40 mg/kg/dia) en ratas controles producia una
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hipertension arterial sistémica por reduccion en la producciéon de NO, con alteracion de
la regulacion de los niveles de calcio plaquetario, elevando los niveles basales y alterando
la entrada y movilizacion de calcio citosélico. Esto puede deberse a los efectos directos o

indirectos de la pérdida de sintesis del NO en las plaquetas o en otros tejidos (Iyu y cols.,
2004).

En nuestro modelo experimental de cirrosis por LCB, ya basalmente las plaquetas
presentan unos niveles elevados de Ca®’ intracelular, y el tratamiento crénico con L-
NAME no produjo cambios en éste aspecto. Sin embargo, se esperaba que la inhibicién
de la sintesis de NO con L-NAME pudiera modificar el tamafio de los almacenes de Ca**
o la ECC. Nuestros resultados muestran que el tratamiento con L-NAME no produce
cambios significativos en estos parametros. Esto ultimo podria indicar que el NO no es el
responsable de las alteraciones encontradas, que la inhibicién de la sintesis de NO no
elimina todas las fuentes de NO o que se ponen en marcha mecanismos compensadores
tras la inhibicién crénica. Respecto a esta ultima posibilidad, Albornoz y colaboradores
encontraron que las plaquetas de ratas sometidas a la LCB, al ser tratadas con L-NNA
(para inhibir la sintesis de NO) no alteraban su respuesta de agregacion, aunque el tiempo
de sangrado se vio parcialmente normalizado (Albornoz y cols., 1999). Este dltimo efecto se
pudo deber a otros factores diferentes a las plaquetas, ya que tanto el tiempo de sangrado
como la presencia de ascitis introducen otros aspectos moduladores.

EFECTO DEL TRATAMIENTO AGUDO CON LA BSO

En condiciones fisiolégicas los grupos sulfidrilo reaccionan con el NO en presencia
de oxigeno para producir S-nitrotioles los cuales son almacenados en las células como S-

nitroglutation.

Cuando la sintesis de NO es interrumpida, por diferentes causas, estos S-nitrotioles
se descomponen poco a poco para aumentar el NO (Sogo y cols, 2000). Por ello, la
inhibicién créonica de NO puede que no sea suficiente para eliminar estos almacenes y
que quede una producciéon de NO residual en las plaquetas a partir de estos almacenes,
que sea suficiente para enmascarar la falta de sintesis (producida por el tratamiento con
L-NAME). La Butionina Sulfoximina (BSO) es una sustancia que inhibe la sintesis de la
enzima gamma-glutamilcisteina (y-GCS) y reduce al glutation (GSH) y niveles de enzimas
antioxidantes (como la vit C). Zhou y cols., demostraron que la BSO inducia hipertensién
debido a la reduccién de la biodisponibilidad de NO producido por la ROS, al formarse

peroxinitrito (ONOO ), que impide que ese NO secuestrado actué normalmente (Zhou y
cosl, 2002).

Asi que para ver el papel integral del NO, ademas del tratamiento con L-NAME, se
ha realizado simultaneamente el vaciamiento de los almacenes de NO plaquetario,
mediante un tratamiento agudo de las plaquetas con BSO. L-NAME crénico + BSO
agudo, provocé una disminucién en la liberacién (Fig. 16) y en los niveles totales de Ca*
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(Fig. 18), y en animales LCB con ascitis no se observaron ningunas diferencias con
respecto al control. Es decir este tratamiento combinado normaliza el calcio basal y la
entrada de calcio extracelular que estaban aumentados en ratas LCB con ascitis sin tratar.

Pero de forma mas llamativa, tras el tratamiento combinado de L-NAME y BSO,
los niveles basales y los niveles totales de Ca®" disminuyen en ratas LCB de 21d
comparadas con las plaquetas sin tratamiento con BSO. Ademas, la respuesta a TG
también se halla disminuida al igual que su ECC (Fig. 19). Por lo tanto una ausencia total
de NO provoca una menor respuesta a los agonistas, y también es responsable de una
disminucién en la movilizacién de Ca®" celular. Por lo tanto podernos decir que el NO
estarfa almacenado en los depdsitos celulares plaquetarios y que de alguna forma va a
contribuir para mantener los niveles de Ca®* celular plaquetario.

En cuanto a la expresion de la P-selectina, el tratamiento de la BSO no produjo
ninguna alteracion en cuanto a su expresion en ninguno de los grupos de estudio. Por lo
tanto el estado de sobre expresion en respuesta a ADP, en animales LCB de 21dias estarfa
solventado por otro tipo de mecanismos que mantengan su estado de activacion. Puesto
que el NO no explica totalmente las alteraciones en la funciéon plaquetaria de animales
con LCB, también se estudi6 el papel de otros factores plasmaticos que estan
incrementados en la cirrosis hepatica:

EFECTO DE LA HOMOCISTEINA vs TRATAMIENTO CRONICO CON
ACIDO FOLICO

La homocisteina (Hcy) es un aminoacido sulfurado que viene del metabolismo de la
metionina (adquirida en la dieta). El incremento en las concentraciones en el plasma esta
asociado con un incremento en el riesgo de la arterioesclerosis y trombosis arterial (Luo y
cols., 2006). La hiperhomocisteinemia (HHcy) puede ser causada por una deficiencia
enzimatica como la cistationina {-sintasa (CBS) o por agentes farmacéuticos. Este
incremento promueve el dafio endotelial, hiperactividad plaquetaria y la produccién
anormal de factores de coagulacion que llevan al desarrollo de tromboembolismo

plaquetario a nivel carotideo, coronario y sistema vascular periférico (Durand y cols., 1996;
Luo y cols., 2000).

EFECTOS EN LA CIRROSIS COLESTATICA
EN AUSENCIA ASCITIS (LCB 21 dias)

En la agregacion:

En nuestras ratas control y con LCB de 15 y 21 dias, y de forma similar, podemos
observar (Fig. 32, Tabla 26) que el area de agregaciéon se ve aumentada cuando las
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plaquetas son incubadas con Hcy a concentraciones crecientes. Por lo tanto diremos que
la Hcy potencia la actividad agregante del ADP en estos grupos experimentales. En las
ratas control y con LCB (15 y 21 dfas) con tratamiento crénico de acido fdlico
observamos que la Hcy aguda (a diferentes concentraciones) no pierde su efecto
potenciador de la agregacion, pero su efecto es menor que en ratas no tratadas y ademas
en ningun caso se normaliza la agregacion. Nuestros resultados muestran claramente que
el tratamiento con acido fdlico tiene un efecto anti-agregante muy importante y este
efecto fue mayor en los animales con LCB (15 y 21 dias) con un porcentaje de descenso
de un 57,5 % para el area de agregacion con respecto a los animales sin tratamiento (Fig.
42, Tabla 32); sin embargo es menos apreciable esta diferencia al tomar en cuenta la
agregaciéon maxima siendo significativo solo para LCB de 15 dfas con un 20,5 % de
descenso (Tabla L, anexos). Esto nos indica, que la Hcy tiene un papel fisiolégico en la
agregaciéon plaquetaria, que serfa fundamental para que las plaquetas funcionen
correctamente. Puesto que el efecto del acido félico es mayor en ratas LCB, podemos
pensar que la Hcy tiene un papel mayor en la agregaciéon en la cirrosis colestatica
compensada que en condiciones normales.

Esta bien documentado que la HHcy también esta presente en pacientes con
cirrosis, ya sea adquirida por virus, alcohdlica, quimica (CCl,) o por interrupcion del flujo
biliar. Es probable que la Hcy sea una de las causas que contribuya a esta patogénesis de
la trombosis por una variedad de mecanismos dependientes de la enfermedad (Garcia-
tevijano y cols,, 2001; Riba y cols., 2004). Por lo tanto otro factor que pueda producir la
hiperagregabilidad, en nuestro estudio, son los niveles elevados de Hey. En el modelo de
LCB en ratas, se ha descrito que a la segunda semana e inicios de la tercera, los niveles de
Hcy en el plasma son elevados, pero luego a la cuarta semana vuelve a retornar a su nivel
normal (Ebrahimkhani y cols., 2005). En base a estos datos, nosotros atribuimos que el
aumento en la agregacion en ratas a los 15 y 21 dias después de la ligadura del conducto
biliar, podria ser debido a una HHcy. De hecho para asegurarnos de ello, realizamos la
medicion plasmaticas de la Hey en animales control y LCB, con una previa sobrecarga
con L-metionina, debido a que la medicién de forma basal no revelaba ninguna diferencia
entre los grupos de estudio, ya que los niveles compensatorios para mantener los niveles
de Hcy resultaban ser muy variables, es por ello que una sobrecarga nos ayudé a ver la
alteracion de forma mas clara. En la figura 31, podemos observar que los animales LCB
presentan mayores niveles de Hcy que sus controles, por lo tanto, tienen alterado el
metabolismo de la Hcy. Un estudio del 2005 revela que ratas LCB también presentaban
dicha alteracién, sus niveles de Hcy en el plasma, eran mas altos a los 15 dias después de
la ligadura del conducto biliar y también eran acompafiados por incremento en tejido
hepatico de la S-adenosil-homocisteina (SAH) y la S-adenosil-metionina (SAM),
moléculas intermedias para la formaciéon de Hey. Ademas que tras el tratamiento con L-
NAME, los niveles de SAH y SAM disminuian, junto con el de Hcy y metionina, lo que
confirmaria que la sobreproduccion de NO también puede contribuir a la elevacion de
los niveles de Hcy en el plasma (Ebrahimkhani y cols., 2005). También se ha visto que el NO y
el estrés oxidativo puede inactivar a la metionina sintasa (MS), el cual participa en la
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remetilacion de la Hcy. Pero como ya habifamos mencionado anteriormente, el NO es
capaz de inhibir la activaciéon plaquetaria, incluso cuando reacciona con la Hcy, para
formar S-nitroso-Hcy, el cual tiene algunas propiedades del NO; esto representa un
mecanismo protectivo contra las consecuencias adversas de una elevacion de la Hcy. Sin
embargo, altas y prolongadas concentraciones de Hcy resulta en un dafo en la
produccién de NO, reduciendo su actividad por degradacion oxidativa y por inhibicién

de la glutatién peroxidasa (Mohan y cols., 2008).

En la cirrosis existe una deficiencia de acido félico, lo que se piensa que es debido
al dafio hepatico que puede reducir la capacidad de almacenar el acido félico, o bien estar
relacionado con una mala absorcion. La deficiencia de acido félico produce un aumento
en la actividad del factor tisular (FT) por estimulaciéon de endotoxinas derivadas de los
macréfagos, contribuye también a la activaciéon pro-coagulante (PCA). La superficie
celular plaquetaria se hace mas apta para la actividad catalitica del FT o mejora la
capacidad de unién del FT una vez que ha sido expresado sobre la superficie celular,
aumentando asf la capacidad trombogénica de las plaquetas (Durand y cols., 1996; Doi y cols.,
2006). Sumado a ello, la deficiencia vitaminica incrementa la actividad plaquetaria en
respuesta al ADP y trombina por via del acido araquidénico (AA) que a su vez aumenta
la actividad del tromboxano (TXA,), que es un pro-agregante y vasoconstrictor. En
estudios in vivo, también se vio que la deficiencia de acido félico hace que disminuya la

actividad antitrombdtica derivada de endotelio y las prostaglandinas (Durand y cols., 1997; Besen
y cols., 2003; Signorello y cols., 2002).

Asi, hay un gran nimero de estudios sobre el efecto inhibidor del acido félico en la
funcién plaquetaria y la existencia de niveles plasmaticos disminuidos en la enfermedad
hepatica. Estos datos nos indican que una dieta suplementada con acido félico puede
mejorar la funcién plaquetaria en cirrosis, disminuyendo la agregabilidad. Nuestros datos
vuelven a confirmar el efecto de esta vitamina en la funcién plaquetaria (Fig. 40 y 41). Sin
embargo, en los pacientes cirréticos, esta hipoagregabilidad producida por el tratamiento
también podria potenciar otro tipo de patologia, es decir que se prolongue el tiempo de
sangrado y un mayor peligro de hemorragia digestiva por varices debidas a la
hipertensiéon portal. Por ello, es importante tener en cuenta en los pacientes con cirrosis
hepatica, los efectos colaterales del suplemento con vitaminas (en este caso el acido

félico) en la funcién plaquetaria (Klipstein y col., 1965; Durand y cols., 1996; Durand y cols., 1997;
Ebbesen y cols., 2003; Ebbesen y cols., 2004; McCarty, 2007).

En la homeostasis del Ca**:

Coémo la Hey puede operar, o cuales son los mecanismos moleculares que van a
estimular la activacién atn no estan claros, es por ello que nosotros analizamos el papel
de la homeostasis del calcio intracelular, ya que este i6n es esencial para la activacion
plaquetaria. La activacion de las plaquetas por la mayoria de los agonistas, probablemente
por todos, estd acompafiada por un aumento de la concentracién de Ca®’ libre
citoplasmatico que resulta, no solamente de la redistribucion del calcio almacenado en las
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mencionadas estructuras, sino también de la difusién de Ca®" extracelular hacia el interior
de la célula a través de canales especificos para este cation. Aunque la magnitud y

duracién de las respuestas de [Ca’']; a la activacién aumenten en presencia de Ca®*

1

. 2+ ., .
extracelular, los mecanismos por los cuales se genera la entrada de Ca™ contindan sin
esclarecer (Woitas y cols., 2002).

Basalmente, la Hcy aument6é de manera significativa las concentraciones de Ca**
intracelular, tanto en controles como en LCB de 21 dias (Fig. 34). Nuestros resultados
indican que en respuesta al agonista trombina (0,3 U/mL) se produce una mayor
liberacién de Ca®" desde los depésitos internos en las plaquetas de ratas sometidas a la
LCB de 21 dias, pero la Hey no produjo ningtin cambio en dicha liberacién de Ca**. Los
mecanismos responsables para esta alteracién no son claros, es posible que sea a una
mayor estimulacién en la sintesis del IP; o por una mayor afinidad catalitica de la PLC, o
un aumento de la afinidad del receptor IP, hacia el IP;. Ademads otros trabajos
demuestran que la prostaciclina y el NO estan aumentados en la cirrosis hepatica y por
lo tanto son capaces de inhibir la actividad del receptor IP, al promover su fosforilacién y
por lo tanto disminuir su afinidad hacia el IP; o bien que las plaquetas de las LCB
presenten un aumento de resistencia de este receptor a la desensibilizaciéon. Otros
articulos indican que las concentraciones de Ca’" en los depésitos internos también
participan en la regulaciéon de la afinidad del IP; (Iy4, 2005). En nuestro trabajo, cuando
inducimos el vaciamiento de los depositos internos, tratando a las plaquetas con
tapsigargina e ionomicina (para ver el tamafio de los almacenes), encontramos que la
cantidad de Ca*" acumulado en los depésitos internos en las LCB de 21 dias sin y con
tratamiento con acido félico es significativamente mayor que sus controles (Fig. 48). Por
lo tanto nosotros podemos explicar que esta mayor respuesta a la trombina por las LCB
es debida a que éstas acumulan mas Ca®" en sus dep6sitos intracelulares, lo que podria
estar ocasionando la mayor liberacién de Ca*".

Por otro lado, no se observé ningtin efecto de la Hey en la liberaciéon de Ca®*
intracelular, es decir que este aminoacido no es un factor que altere de forma aguda la
liberacién del Ca®" en respuesta a trombina. Sin embargo, vemos una disminucién
significativa en la liberacién del Ca®" en ratas control tratadas crénicamente con 4cido
folico con respecto a las sin tratar, y en la figura 45 y tabla M (anexos), vemos en general
que hay una tendencia a disminuir esta liberaciéon en las ratas LCB aunque no de una
manera significativa en animales LCB. El mecanismo por el cual actia el acido fdlico
modificando la respuesta a trombina en ausencia de calcio extracelular no esta claro. Por
referencias bibliograficas sabemos que el acido félico disminuye los efectos producidos
por la Hcy, por lo tanto asumimos que esta vitamina puede actuar por la misma via que
actia la Hey pero en sentido contrario. Es decir, inhibiendo la liberacién de calcio desde
los almacenes al medio intracelular ya sea inhibiendo la IP; o segundos mensajeros,
contribuyendo a una menor produccién de acido araquidénico (AA) y por lo tanto de
tromboxano (TXA,). Otra accién descrita para la Hey que podria ser inhibida por el acido
folico es la inhibicion de la actividad del intercambiador Na*/Ca®" (Leoncini y cols., 2003).
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Cuando las plaquetas son estimuladas con trombina en presencia de Ca®*
extracelular (1 mM) la sefial de Ca*" es mayor que en ausencia de calcio. En esta entrada
de Ca* extracelular estimulada por agonista, no encontramos ninguna diferencia
significativa entre LCB y controles ya sea con o sin tratamiento con acido félico (Fig. 47
Ay B). Trabajos anteriores al nuestro encontraron diferencias a concentraciones bajas de
trombina, a dosis similares a las que en las plaquetas se pueden encontrar en los vasos
sanguineos de manera que la activacion de las plaquetas se da de forma mas facil. A dosis
altas (como en nuestro experimento: 0,3 U/ml) no vimos diferencias en la entrada de
Ca*". Posiblemente como el Ca®’ citosélico es un regulador importante de las bombas
ATPasas de Ca*’, elevadas dosis de trombina pueden producir elevados aumentos de
Ca®" que a su vez produzcan una gran activacién de las bombas que eliminan Ca®" al
exterior celular (PMCA) y de las que bombean Ca®" al interior de los depésitos internos
(SERCA), produciendo un aumento neto de Ca*>". Ademas el propio Ca** puede inhibir el
flujo de Ca™ a través de los canales que permiten la ECC (Ma y col., 2001; Malli y cols., 2005;
Iyu, 2005). Por ello, nuestros resultados no descartan que a dosis mas bajas, la respuesta a
trombina en presencia de calcio extracelular esté modificada tras el tratamiento con acido
télico.

En cuanto al efecto agudo con Hey (10 y 25 uM), en la respuesta a trombina (Fig.
36), observamos que existe una tendencia a un aumento de la entrada de Ca”" extracelular
en controles y en LCB de 21 dias, sin embargo solo encontramos una diferencia
significativa en las LCB de 21 dias sin tratar con respecto a su control cistefna, en la dosis
de Hcey (25 uM). El mecanismo por el cual podria actuar, es estimulando la ATPasa de la
membrana plasmatica (PMCA) e inhibiendo la salida de Ca® al deplecionar el
intercambiador de Na*/Ca*" (Ebbesen y cols., 2003; Leoncini y cols., 2003; Matte y cols., 2006).

Al igual que en la liberacién de Ca’" intracelular, en la entrada de Ca®" también
vemos diferencias significativas al comparar el efecto de la trombina entre controles
tratadas con las sin tratar crénicamente con acido folico. Existe una disminucién en la
entrada de calcio extracelular producido por la trombina tras el tratamiento crénico con
acido félico. Aunque en ratas LCB existe una tendencia a una respuesta menor, las
diferencias no fueron significativas. Esto se puede deber a mdultiples factores y sera

necesario confirmar esta tendencia aumentando el nimero de animales experimentales.

Como ya habfamos mencionado antes, el mayor flujo de Ca*" en las plaquetas se
produce mediante entrada capacitativa (ECC). Estudios previos en nuestro laboratorio
han encontrado una alteraciéon en la ECC en plaquetas de ratas LCB a los 21 dfas. El
inhibidor de Ca®* ATPasa (SERCA), la tapsigargina (Thastrup y cols., 1990), da lugar a la
liberacién de Ca** hacia el citosol que causa el vaciamiento de los depdsitos, estimulando
la apertura de canales de Ca®* en la membrana plasmatica que permiten la ECC (Putney, y
cols., 1999; Berridge y cols., 1995). En nuestros expetimentos, la liberaciéon de Ca** de los
almacenes intracelulares causada por la tapsigargina, es mayor en el grupo con LCB que
en el control, mostrando diferencias significativas, las ratas LCB de 21 dias ya sea con o
sin tratamiento crénico con 4cido félico. Esto indicarfa mayor acumulacién de Ca* en los
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depésitos internos en el grupo LCB. Al estimular las plaquetas con Ca®" (0,5 mM) para
rellenar sus almacenes, las ratas LCB presentan niveles de Ca®" intracelular menor que los
controles (Fig. 8). Como ya habiamos mencionado antes, esto se puede deber a una

menor entrada y/o una mayor salida de Ca*" al espacio extracelular producida por la
PMCA o el intercambiador Na*/Ca*".

El efecto de la Hcy en las plaquetas en la movilizacién del calcio en plaquetas se
conoce poco. Posiblemente el mayor efecto en la agregacion no esté a nivel de una
estimulacién especifica de los receptores de Ca®’, sino mas bien a través de segundos
mensajeros, o mediadores como es el caso del 6xido nitrico, cuya reduccién resulta en un
incremento moderado de la sensibilidad hacia el agonista (Riba y cols 2004). Asi, sabemos
que en nuestro modelo experimental de cirrosis, existe un exceso de NO y una elevada
Hcy plasmatica (Ramirez, 1995).

Un hecho a tener en cuenta, es que existen datos bibliograficos que describen que
el efecto de la Hcy es tiempo dependiente. En nuestro estudio, hemos utilizado un
tiempo de incubacién de 5 minutos, ya que vimos que era suficiente para producir
cambios en la agregacion plaquetaria. Pero posiblemente tiempos de incubacién mas
largos incrementen los efectos agudos de la Hcy y esto se tendra en cuenta en futuros
experimentos. Por ello, es posible que el tratamiento crénico con acido foélico para
eliminar los efectos de la Hcy, sea mas efectivo en descubrir el papel de la Hey en
plaquetas de ratas con LCB.

En la expresion de P-Selectina:

A pesar de utilizar dosis fisiolégicas muy altas de Hcy para este estudio,
observamos que no produjo ningun efecto en animales controles o cirréticos. A pesar de
que la Hcy es capaz de aumentar la agregacion plaquetaria, tras el estimulo con un
agonista, no es capaz de producirlo de forma espontanea (Fig. 33), sugiriendo que la
influencia de la Hcy sobre la activacion plaquetaria es secundaria. Parece simplemente

promover otros mecanismos que potencien dicho aumento.

Se piensa que la Hcy es rapidamente autooxidada en el plasma, para formar
disulfuros mixtos y tiolactona de Hcy (Andersson y cols., 1995; Mohan y cols., 2008). Potentes
especies reactivas de oxigeno son formadas durante esta auto-oxidacién. La generacion
de superéxido dependiente de radicales hidroxilo iniciarfan la peroxidacién lipidica
(Heinecke y cols., 1988; Loscalzo y cols., 1996; Mohan y cols., 2008). Lipoproteinas oxidadas de baja
densidad, pueden inducir a la activacién y ejercer un potente efecto aterogénico (Ardlie y
cols., 1989; Mohan y cols., 2008). Otro estudio mostré que la Hey estimulaba la liberaciéon de
acido araquidénico (AA), para producir TXA, y acumulaciéon de especies reactivas de
oxigeno (ROS), llevando a un desbalance del estado redox e hiperactividad plaquetaria en
humanos (Signorello y cols., 2002; Mohan y cols., 2008). Una HHcy inducida puede alterar el
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metabolismo plaquetario proporcionando una liberacion de sustancias protromboticas y
por lo tanto un posible mecanismo para la activaciéon plaquetaria, terminando en una
agregacion, esto puede explicar la trombosis intravascular (Mohan y cols., 2008). Se ha
descrito que el grado de HHcy esta correlacionado con la reducciéon de la Proteina C,
inhibiéndose asf la actividad anticoagulante (Lentz y cols., 1996; Mohan y cols., 2008). Ademas,
la. Hey induce una inhibicién de mas del 75 % de la antitrobina III, la sintesis
anticoagulante del heparansulfato a través de una alteracién inducida del potencial redox,
sumado a ello hay un aumento de la expresion de la trombomodulina por la inactivaciéon
de la actividad de su cofactor y bloqueo del plasminégeno tisular unido a las células
endoteliales (I.eoncini y cols., 2003).

Hay varios estudios que indican que la Hcy reacciona con el NO para formar S-
nitroso-Hcy, el cual tiene alguna de las propiedades del NO, representando un mecanismo
protectivo contra las consecuencias adversas de una elevada Hcy. Sin embargo a altas
concentraciones de Hcy y una larga exposicion a las células endoteliales resulta en un
dafio en la producciéon de NO (Upchurch y cols., 1996; Stampfer y cols., 1993; Mohan y cols., 2008).
La Hcy también reduce la actividad del NO por degradacion oxidativa y por inhibicion de
la glutatién peroxidasa, resultando ser la Hey la causante de un dafio endotelial (Mohan y
cols., 2008). Riba y colaboradores demostraron que la sensibilidad de las plaquetas al NO
en presencia de HHcy se reduce significativamente, concluyendo que el NO modula el
efecto de la Hcy en las plaquetas (Riba y cols., 2004; Mohan y cols., 2008).

Sin embargo el 4dcido folico es capaz de normalizar la expresion de la P-selectina en
animales LCB de 21 difas (Fig. 43). Si bien hemos visto que la Hcy no es responsable del
aumento de la expresion de P-selectina, entonces el acido félico no ejerce su efecto a
través de ella. Un estudio realizado por Marillach y colaboradores, mostré que la
suplementacién de acido folico en ratas cirréticas inducia a un aumento en la fibrosis,
concluyendo que una sobredosis de esta vitamina en pacientes con enfermedad hepatica
puede estar contraindicado causando efectos adversos (Marillach y cols., 2008). Sabemos que
el folato juega un rol critico en la sintesis de purinas y timidinas que van a influenciar el
ciclo celular, la estabilidad del ADN vy la apoptosis (Huang y cols., 1999; Marillach y cols., 2008).
A pesar del gran numero de estudios sobre los efectos de la suplementacion con acido
félico en modelos experimentales de cancer y enfermedades cardiovasculares, no se ha
estudiado en detalle su efecto sobre la funcién hepatica (Kim, 2004; Marillach y cols., 2008). En
este ultimo estudio, el suplemento con 4cido félico revelé que las muestras hepaticas
presentaban un alto contenido de colageno, un alto nimero de células estelares activadas
y un alto numero de células apoptoticas parenquimales; ademas de grandes alteraciones
en los marcadores serologicos de un higado dafiado (Marillach y cols., 2008). Por lo tanto, el
tratamiento puede producir un cambio en la expresion de genes envueltos en la apoptosis
y en la fibrosis en el higado.
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En la produccion de ROS:

La HHcy se cree que ejerce sus efectos a través de un mecanismo que implica el
dafio oxidativo. Durante la auto-oxidaciéon de la Hcy en el plasma, lo que conduce a la
formaciéon de especies reactivas de oxigeno (el anién superdxido y perdxido de
hidrégeno). Estas moléculas son potencialmente responsables de la disfuncién endotelial
asociada con HHcy (HHcy) (Loscalzo, 1996; Davi y cols., 2001).

Nuestros resultados confirman que la Hcy, en nuestros modelos de cirrosis es
capaz de generar también un aumento de ROS, si bien este incremento en animales LCB
de 21 difas no alcanza a ser estadisticamente significativo, por la variabilidad de respuesta
entre los animales, observamos una clara tendencia al incremento, comparada con el
grupo control (Fig. 39). Como ya mencionamos, los ROS pueden ocasionar la
peroxidacion lipidica sobre la superficie endotelial, asi como de particulas lipoprotéicas
en el plasma (Kanani y cols.,, 1999; Davi y cols., 2001). A su vez, la oxidacién de lipoproteinas
puede desencadenar la activacion de plaquetas, asi como algunas de las anormalidades
hemostaticas que se han asociado con la HHcy. Por lo tanto, las modificaciones oxidativas
inducidas por Hcy pueden contribuir a la patogenia de la trombosis en pacientes con
HHcy (Loscalzo, 1996; Kanani y cols., 1996).

Tras el tratamiento crénico con el acido félico hubo una reduccién significativa de
producciéon de ROS tras ser las plaquetas incubadas con Hcy, pero no asi tras ser
estimuladas con otro agonista (ADP y Trombina). Este tltimo caso puede deberse sobre
todo a la variabilidad de las respuestas entre animales. Aun asi, se observa una clara
tendencia al efecto inhibitorio que ejerce el acido folico sobre la producciéon de ROS. Una
via por el cual el acido félico es capaza de reducir la produccién de ROS, puede ser por
un mecanismo auto-oxidativo que mejora el metabolismo de la Hcy, por lo tanto, la

reduccién de este aminoacido azufrado, conllevaria a un menor estrés oxidativo (Mahfouz y
col.,, 2004).

EFECTOS DE LA PRESENCIA DE ASCITIS (LCB ASC)
En la agregacion:

En animales LLCB la presencia de ascitis hace que la Hcy no produzca ningin
efecto, es decir no consigue aumentar una agregacion, ya de por si muy disminuida. En
estadios avanzados de cirrosis hepatica, la disminucién de la agregacion plaquetaria que
se observa, es consecuencia, entre otros factores, de la pérdida de disponibilidad de acido
araquidonico, con deterioro subsecuente de la sintesis de prostaglandinas por la plaqueta
(Rubin y cols., 1979). Es posible que el deterioro de la membrana plasmatica en estadios
avanzados impida que la Hcy ejerza algun efecto.
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Por otro lado, la agregacion plaquetaria que basalmente se encuentra disminuida en
los animales con cirrosis y ascitis, se redujo aun mas tras el tratamiento crénico con acido
folico. Lo cual también nos indicarfa el efecto nocivo del acido félico en estadios muy
avanzados de cirrosis biliar. El porcentaje de descenso para el area de agregacion, fue de
un 13,2 % con respecto a su grupo sin tratamiento, siendo también muy similar al grupo
control (Fig. 42, Tabla 32). Pero en cuanto a la agregacién maxima, llegé a un 40,9 % de
descenso (Tabla L, anexos).

A pesar de ser el folato esencial para la sintesis de DNA y por ende en la reparacion
celular, el acido félico es un tratamiento comun en pacientes con enfermedades hepaticas
cronicas, usualmente empleadas para la correccion de la anemia (Stratton vy cols., 2006).
Ademas, esta bien documentado que la deficiencia de folato se asocia con un mayor
grado de insuficiencia hepatica en pacientes con enfermedad hepatica y en modelos
experimentales (Halsted y cols., 2002; Esfandiari y cols., 2005). Sin embargo la posibilidad de un
efecto perjudicial del exceso de acido folico en el curso de esta enfermedad no se ha
investigado lo suficiente. Esta posibilidad puede tener relevancia clinica, dado el riesgo de
los pacientes que reciben una sobredosis durante un periodo prolongado de tratamiento.
Masillach y colaboradores demostraron que en ratas sometidas a inhalacién con CCl, (un
modelo de cirrosis) y tras la suplementacion creciente de acido félico, observaron que
habfa un incremento significativo de la expresion hepatica del gen Mmp7, gen que esta
relacionado con la degradaciéon con la matriz extracelular hepatica que conduce a la
fibrogénesis y deposiciéon de colageno aumentando asi el grado de dafio hepatico.
Ademas, y puesto que en el higado se generan la mayorfa de los factores de la
coagulacién, también éstos se encontraron disminuidos (Marsillach y cols., 2008).

En la homeostasis del Ca**y expresiéon de P-Selectina:

En animales LCB con ascitis, la Hcy no produjo ningtin aumento de calcio celular y
la expresion de P-selectina en la plaqueta, los valores se mantuvieron muy similares a los
controles tratados con cisteina. Es decir, los niveles basales y la entrada de calcio y
expresion del receptor de activacion, también se mantienen aumentados, pero no por ser
tratadas agudamente con la Hcy. En cuanto a la ECC, la Hey no aumentd ni la entrada ni
salida del calcio. Por lo tanto no vimos ningun efecto apreciable con el tratamiento
crénico con el acido félico. Una posible explicaciéon para esta falta de efecto a la Hey
aguda, podria ser la exposicién cronica a valores elevados de Hcy debido a la propia

cirrosis o el deterioro estructural de las plaquetas en este estadio.
En la produccion de ROS:

Observamos un claro aumento de producciéon de ROS (Fig. 39) en este grupo de
estudio de cirrosis con ascitis. A pesar de que la Hcy es capaz de generar mayor ROS que
el resto de los grupos de estudio, no existe una mayor agregabilidad o una mayor
expresion de receptor de P-selectina, por lo que cabria pensar que en este estadio de la
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enfermedad existe tal descompensaciéon a nivel funcional que ni un aumento de Hcy,
ROS o de expresion de receptores de activacion (P-selectina) serfa capaz de ocasionar
estadios de riesgo de trombosis. ¢Qué es lo que sucede en esta etapa de la enfermedad en
la que aparece la ascitis, que hace que las plaquetas pierdan la hiperagregabilidad que
tenfan en un estado colestitico compensado? Las causas pueden ser multifactoriales,
empezando por un mayor grado de dafio hepatico casi irreversible en esta etapa. Y los
efectos citotéxicos per se de las ROS sobre las plaquetas causando la modificacion
oxidativas de sus biomoléculas y dando lugar a la alteraciéon de la funcién celular. Y si
bien el acido folico fue capaz de disminuir de forma significativa dicha respuesta ya sea
frente a la trombina o a la incubacién con Hcy (Fig. 49 y 50), este efecto podria ser
petjudicial, ya que conduce a la respuesta de agregacion hacia un estado de desequilibrio
o gran hipo-respuesta.

EFECTO DE LOS ACIDOS BILIARES

Los 4acidos biliares son el principal subproducto del colesterol y juegan un papel
importante en el mantenimiento y formacién de la bilis. Una cascada enzimatica
convierte el colesterol en los acidos biliares primarios (acido colico y quenodesoxicélico
(CDC)) en el higado. Durante la circulacién enterohepatica, los acidos biliares primarios,
al someterse a una transformaciéon bioquimica, como deshidroxilacién, por la acciéon de
las bacterias intestinales, producen los acidos biliares secundarios (acido desoxicoélico
(DC) y acido litocodlico) (Kasbo y cols., 2002). En el higado, los acidos biliares inducen el
flujo biliar y la secrecion de lipidos biliares; en el intestino, la absorciéon de lipidos de la
dieta. Los acidos biliares son también bacteriostaticos, y por eso la presencia de acidos
biliares conjugados podria contribuir a la esterilidad relativa usual del contenido del
intestino delgado en la salud (Zuiga y cols., 2003).

La cirrosis biliar esta caracterizada por una alteracion de la secreciéon hepato-biliar,
como en consecuencia, los acidos biliares y otros colepéptidos que son potencialmente
toxicos, se acumulan en el hepatocito y pueden conducir a lesiones de las células
hepaticas, induciendo al estrés oxidativo y apoptosis, resultando un dafio en el
parénquima hepatico (Pus y col.,, 2006; Monte y cols., 2009; Trottier y cols., 2012). La acumulacién
toxica de los acidos biliares es un sello de la enfermedad colestatica cronica hepatica. Su
reducciéon es por eso una importante meta terapéutica. Cuando el flujo de bilis es
reducido durante la colestasis, la simultanea sobre-regulacién de los transportadores de
los acidos biliares en la membrana baso lateral y la baja regulacion de los transportadores
en las membranas apicales, favorece una ruta alternativa para la eliminacién de los acidos
biliares de los hepatocitos (Dawson y cols., 2009). Estos cambios permiten la eliminacién de
los acidos biliares del higado a la sangre, pero no son suficientes para una completa
desintoxicaciéon de las células del higado. La toxicidad de los acidos biliares se asocia
generalmente a sus propiedades anfifilicas (Hofmann, 1999) y el equilibrio entre caracteres
hidrofilicos e hidrofébicos difiere entre las especies de acidos biliares (Monte y cols., 2009).
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En nuestro estudio, se ha observado que ambos 4cidos biliares, el acido DC y el
CDC aumentan el Ca* basal tanto en controles como en animales LCB de 21 dias y con
ascitis (Fig. 25). Posiblemente estos acidos biliares actian directamente sobre la superficie
celular causando un incremento local de Ca®* bajo la membrana plasmatica. Este aumento
de calcio puede ser suficiente para estimular la hidrélisis del PIP,, generacién del 1P, y
DAG, produciendo asi la liberacién de Ca*" de los almacenes intracelulares. Nuestros
resultados concuerdan con lo observado por Nakajima y colaboradores, donde los acidos
biliares aumentan las concentraciones de calcio intracelular y produccién de NO en las
células endoteliales vasculares. Ellos concluyen que los acidos biliares pueden ser
responsables en parte de los cambios hemodinamicos observados en la cirrosis,
induciendo a una hipotensién arterial debido a la dilatacién periférica (Nakajima y cols.,
2000; Lau y cols., 2005). De igual manera, el aumento de los acidos biliares plasmaticos en la
cirrosis colestatica, podrian explicar en parte el aumento de los niveles basales de Ca’ en
las plaquetas de nuestros animales con LCB.

En la liberacién y entrada de Ca®* se observé una clara disminucién con respecto a
su control para cada grupo de estudio (Fig. 26 y 27), pero siendo de forma significativa
para el acido DC. Ademas, se aprecia una tendencia a la disminucién de los almacenes de
Ca®" (Fig. 28). En cuanto a la ECC, vemos una clara tendencia a un aumento de Ca’’ tras
al incubar con la tapsigargina, lo cual indicarfa que los acidos biliares podrian tener efecto
inhibitorio sobre la SERCA. Ademas, la entrada de Ca®" (del exterior al interior celular),
se ve significativamente mas disminuida en los tres grupos de estudio tanto por el DC
como por el CDC (Fig. 29). La ECC esta disminuida en las plaquetas de los animales con
LCB y el hecho de que los acidos biliares produzcan una mayor disminucién que en las
plaquetas controles, nos llama la atencién, ya que implicaria el rol citotéxico de estos
acidos biliares. Kim y colaboradores también dan evidencia, de que la mezcla de acidos
biliares aplicado a células pancreaticas podria inhibir la SERCA (Lau y cols., 2005; Kim y cols.,
2002). Esta acciéon requiere la absorciéon celular de los compuestos biliares por
transportadores especificos de los acidos biliares o bien por su capacidad hidrofébica
pueden cruzar pasivamente las membranas plasmaticas. Respecto al primer mecanismo, el
DC y CDC interactian con los receptores celulares acoplados a algunas isoformas de
PLC dependientes de Ca®* (Kim y cols., 2002) y producir suficiente DAG para permitir la
translocacién de la isoforma convencional de la PKC (Ca®" y DAG-dependiente) (Pinton y
cols., 2002). Lau describe que el DC es capaz de activar al fosfolipasa C (PLC)
efectivamente, trabaja a través del proteina G o tirosina kinasa, acoplada al receptor de
superficie o a algin otro sistema no receptor de la proteina kinasa que es capaz de activar
a la PLC. Respecto al segundo mecanismo, la literatura documenta que hidrofobicidad y
la alta toxicidad del CDC y del DC en la carcinogénesis colorectal (Debruyne y cols., 2001;
Lau y cols,, 2005) y también en otro tipo de canceres relacionados con el flujo gastrico. Se
ha visto que el efecto permeabilizante los acidos biliares (especialmente los monohidroxi
como el taurolitocolato) es bastante selectivo para la membrana del RE, en los
hepatocitos, pero no asi en plaquetas por lo tanto dependera del tipo de sales a las que las
células estén expuestas (Coquil y cols., 1991). Nuestros resultados, aportan que en la cirrosis,
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los acidos biliares, pueden llegar a tener una accién sobre las seflales de traduccién
intracelular y potencialmente contribuir a la alteracion de las funciones celulares.

De todas maneras estos acidos biliares no son capaces de producir ninguna
alteracion en la expresion de P-selectina, ni en controles ni en animales LCB (Fig. 24),
también como dato preliminar tampoco observamos ninguna alteraciéon en la agregacion
plaquetaria (datos no mostrados). Un estudio realizado en 1980 por Baele vy
colaboradores, estudiaron el efecto de las sales biliares (acido glicoquenodesoxicolico,
tauroquenodesoxicolico, glicolico, taurocolico y coélico) sobre la agregacion en plasma
rico en plaquetas (PRP) y vieron un claro efecto inhibitorio debido a que estas sales
bajaban el pH del plasma. Sin embargo el acido CDC fue el unico en inducir la
agregacion (Baele y cols, 1980). Las sales conjugadas gradualmente cortan la membrana
celular en piezas que hacen las células para convertirse en pequefias esferas y que el
cambio morfolégico que producen sobre las plaquetas dependera de la concentracion y
del tiempo de incubacién (Shiao y cols., 1993). Por otra parte, se ha descrito que el DC tiene
una actividad estimulatoria del cAMP en las plaquetas, por lo tanto su acumulacién
tendria un efecto inhibitorio sobre la agregacion (Takano & Suzuki, 1980; Shiao y cols., 1993).
También se ha visto que el acido CDC es capaz de disminuir la actividad de las células
natural killer (NK) en pacientes con cirrosis y que el tratamiento con el acido
ursodesoxicolico (UDC) reducia el efecto del CDC ya que modifica la composicion de los
acidos biliares circulantes en particular del CDC (Hirata y cols, 2002). Un estudio mas
reciente mostr6 también que el acido DC era capaz de inhibir la agregacion y la secrecion
de ADP, pero usaron concentraciones mayores a 10 mM y con una incubaciéon de 10
minutos (Tan y cols.,, 2011). En nuestro estudio hemos utilizado una concentraciéon 100
veces menor, ya que a esa concentraciéon vimos un efecto en la homeostasis del Ca*". La
misma concentracion fue utilizada en todos nuestros estudios. Aun asi; tal vez esa es una
de las causas por la que no vimos ninguna respuesta en los estudio de agregaciéon y
expresion de P-selectina.

Recientemente un grupo en Espafia, ha encontrado una buena respuesta al uso del
acido Ursodesoxicolico (UDC) como tratamiento en pacientes con cirrosis biliar,
haciendo descender un 40 % los niveles de fosfatasa alcalina a casi niveles normales; sin
embargo estos resultados no se ven en pacientes con una enfermedad mas avanzada (Parés
y cols., 2006). Un reciente meta-analisis ha demostrado que el tratamiento prolongado con
dosis media (10-20 mg/Kg/dia) mejora la bioquimica hepatica y la supervivencia en un
higado trasplantado, en cambio también hay otros estudios en las que concluyen que el
tratamiento con UDC no da ningun beneficio en la supervivencia (Chi y cols., 2006; Kumagi y
cols., 2008). Un estudio reciente indica que el UDC actuarfa sobre las plaquetas como un
antagonista del receptor del colageno (a2bl), por lo que podria tener una accién
terapéutica en la reduccion de eventos trombético/fibréticos (Tan y cols., 2012). Hay pocos
estudios que indiquen su accioén directa sobre las plaquetas, lo cual serfa interesante ver su
accién para futuros estudios.
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EFFECTO DE LAS CITOQUINAS

El dafio al conducto biliar termina eventualmente en el dafio hepatico. La
inflamacion hepatica es un importante factor de la colestasis hepatica, tanto en humanos
como en animales de experimentacién. Tras la ligadura del conducto biliar, las células
Kuffer son activadas como indicador de la actividad fagocitica e incrementan la
formacion de citoquinas y del factor activador de plaquetas (PAF). Ademas, el sistema de
neutrofilos permite la formacion de ROS después de la ligadura del conducto biliar, ya
que estos neutroéfilos activados se acumulan en el higado (Gujral y cols., 2003). En un estudio
realizado por Bemelmans y colaboradores, detectaron que la IL.-6 y el TNF estaban
elevados en el suero de ratones sometidos a una obstruccién biliar (Bemelmans y cols., 1992).
Debido a que la P-selectina es un factor de activaciéon plaquetaria, nosotros querfamos ver
el papel de las citoquinas en dicha activacién, pero a pesar de que el tiempo de
incubacién fue de 1 hora, no se observaron diferencias con respecto a su basal, tanto en
controles como en animales LCB (Tabla 18). Por lo tanto, no podemos demostrar una
relacion entre estas citoquinas y el aumento en la expresion de la P-selectina encontrado

en las plaquetas de los animales con colestasis descompensada.
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Conclusiones

Los animales con cirrosis biliar experimental, por ligadura del conducto biliar (LCB)
sin presencia de ascitis, presentan una mayor agregacion plaquetaria 7z vitro. Esta
alteracion esta relacionada con una mayor movilizacion del Ca®* intracelular, pero
con una menor ECC. Sumado a ello, presentan sobre-expresiéon del receptor de
activacion (P-selectina) y una mayor producciéon de ROS. La presencia de ascitis,
revierte parte de estas alteraciones, llegando incluso a producir una hipoagregacion,
que se acompafia de una gran disminucién de la ECC y una excesiva produccion de
ROS.

El ¢xido nitrico (NO) tiene un papel en el mantenimiento de los niveles de Ca®*
intracelular en las plaquetas de animales LCB, ya que su ausencia hace que disminuya
aun mas la ECC.

Un aumento plasmatico de 4acidos biliares, como el desoxicolico (DC) y
quenodesoxicélico (CDC), podtia explicar en parte los niveles elevados de [Ca®'].
plaquetario basal y la menor ECC en animales con cirrosis biliar experimental. Sin
embargo estos acidos biliares no estan relacionados con la sobre-expresion de la P-

selectina encontrada en los animales cirrdticos sin ascitis.

El tratamiento crénico con acido félico, puede ser efectivo en la cirrosis biliar, en una
fase pre-ascitica, ya que revierte la hiperagregacién plaquetaria y produce una menor
expresion de la P-selectina en respuesta a agonista. Esto se acompafia de una
normalizacién en la producciéon de ROS y una menor liberacién de Ca** de los
almacenes intracelulares, aunque sin cambios en la ECC.

Diversos factores plasmaticos (Hcy, NO, acidos biliares) pueden contribuir a la
hiper- excitabilidad plaquetaria de la cirrosis biliar experimental sin ascitis, mediante
un aumento excesivo de los niveles de Ca** y/o produccién de ROS. La aparicion de
ascitis reduce la duraciéon de la respuesta de agregacion, lo que puede ser explicado
por la mayor produccién de ROS.
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Anexos

1. REACTIIOS

1.1 Anestésicos

e 2-Imalgéne 1000: Clorhidrato de Ketamina (11,52 g) 10 g base, Clorbutol
(500 mg), excipientes c.s.p. 100 mL. como principio activo. Se guarda a 4 °C.
Marca comercial Roche.

e Rompun: 1 ml contiene, p-hidroxibenzoato de metilo (I mg) como
conservante y Clorhidrato de Xilacina (20 mg) como principio activo. Se
guarda a 4 °C. Marca comercial Bayer.

1.2 Albamina: de suero Bovino. Se guarda a 4 °C. Marca comercial Sigma.

1.3 ACG: solucion compuesta por una concentracion final de:

e  (itrato Sédico (80 mM)
e Acido Citrico (52 mM)
e  Glucosa (180 mM)

Todo ello diluido en agua ultra pura, guardado a 4 °C. Marca comercial Sigma.

1.4 Acido Plurénico (20 % p/v): se disuelven 100 mg de 4cido plurénico en 500 ul de
DMSO, se agita bien hasta que la mezcla sea homogénea. Se guarda a temperatura
ambiente. Marca comercial Sigma.

1.5 Acido Félico (0,06 g/L): diluida en agua de grifo. Protegido de la luz. Se guarda a
4 °C. Marca comercial Sigma.

1.6 Agonistas: se utilizaron las siguientes drogas con sus respectivas concentraciones
de trabajo:

e Adenosin-5-Difosfato (ADP) (500 uM): diluida en agua ultra pura.

e Trombina (Tt) (1 U/10 pl): 100 unidades disueltas en 1mL de agua ultra pura.
e Tapsigargina (TG) (100 uM): diluida en agua ultra pura.

e 2 5-di-(ter-butyl)-1,4-benzohidroquinona (TBHQ)(20mM): diluida en DMSO
e [-Cisteina (1 mM): diluida en agua ultra pura.

DL-Homocisteina (1 mM): diluida en agua ultra pura.
Peréxido de Hidrégeno (H,O,) (1 M): 113,3 ul H,O, de diluida en 886,7 pl
Tampoén-2. Se guarda 4 °C.

Tritén (10 X): diluida en agua ultra pura. Se guarda a T* ambiente.

Salvo especificado, se guardan a -20 °C. Marca comercial Sigma.

205



1.7

1.8

1.9

1.10
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1.12

1.13

1.14

1.15

1.16

1.17

Apirasa (40 pg/mL): 1 KU diluida en 7 mL de agua ultra pura para tener una
concentracion final. Marca comercial Sigma. Se guarda a -20 °C.

Acido Desoxicélico (DC) (120 mM): 25 mg diluido en 500 pl de Tampon-2. Se
prepara al momento. Marca comercial Sigma.

Acido quenodesoxinucleico (CDC) (120 mM): 25 mg diluido en 500 ul de
Tampon-2. Se prepara al momento. Marca comercial Sigma.

Anticuerpos: Se reconstituyeron en 1 mL de agua ultra pura Se guarda a 4 °C.
Marca comercial AbD Serotec.

MOUSE ANTI RAT CD61-FITC (0,1 mg/mL)
MOUSE ANTI-HUMAN CD62P-PE (0,1 mg/mL)

DL-Buthionine(S-R)-Sulfoxamine (BSO): 250 mg diluido en 5 mL de agua ultra
pura. Se guarda a -20 °C. Marca comercial Sigma.

CaCl,.2H,0 (100 mM): 147 mg diluido en 10mL agua ultra pura. Se guarda a -20
°C. Marca comercial Sigma.

Citokinas:
o Interleuquina-6 (rat-IL-6) (20 pg/mL): 20 pg diluida en 500 pl de agua
ultra pura y 500 ul de PBS (1 % BSA). Se guarda a -20 °C. Marca comercial
PeProtech.

e Factor de Necrosis Tumoral-alfa (TNF-«) (20 pg/mL): 20 pg diluida en
500 pl de agua ultra-pura y 500 pl de PBS (1 % BSA). Se guarda a -20 °C.
Marca comercial PeProtech.

Citrato (3 %): diluida en agua ultra pura. Se guarda a 4 °C en la oscuridad. Marca
comercial Sigma.

5-(y-6)-clorometil-2’,7’-diclorodihidrofluoreseina diacetato (CM-H,DCFDA-
acetil éster) (2,86 pg/ul): 50 ng liofilizado, diluido en 17,5 pug de DMSO. Se
guarda a -20 °C. Marca comercial Sigma.

Dimetilsulféxido (DMSO): es un disolvente organico empleado para preparar
compuestos no hidrosolubles como el fura-2AM, el acido plurénico y otros. Se

guarda a temperatura ambiente. Marca comercial Fluka.

EDTA-K, (15 %): diluida en agua ultra pura. Se guarda a 4 °C en la oscuridad.
Marca comercial Sigma.
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1.18

1.19

1.20

1.21

1.22

1.23

1.24

1.25

1.26

EGTA (20 mM): se diluye 96 mg de EGTA en 10 mL de agua ultra pura y se ajusta
el pH a 7,4. Se guarda a -20 °C. Marca comercial Sigma.

Etilen glicol bis (beta Aminoetil éter) N,N,N,N Acido tatracético(EGTA-
Tris) (4 M): se diluye 475 mg de EGTA (Sigma) mas 600 mg de TRIS (hidroxi-
metil-amino metano (Merck) en 2,5 mlL de agua ultra-pura, agitar bien, ajustar pH
a 8.18 y guardar en alicuotas de 20 ul, a —20 °C.

Fura-2AM (2,5 mM): 1 mg liofilizado, se disuelve en 400 ul de DMSO, teniendo
asi una disolucion de 2,5 mM de fura-2AM por mL. Protegida de la luz con papel
aluminio. Se guarda a -20 °C. Marca comercial Molecular Probes.

Ionomicina (500 uM): 1 mg diluido en 1338 pul DMSO. Guardado a -20 °C. Marca

comercial Sigma.

Manganeso (1 M): se diluye 99 mg de CLLMn.4H,O en 500 ul de agua ultra-pura,
se agita bien hasta que quede disuelto. Debe prepararse en el momento en que se
realice el experimento. Mantener a 4 °C. Marca comercial Sigma.

ProstaglandinaE1l (PGE,): diluida en DMSO para tener una concentracién de
trabajo de (5 mM). Protegida de la luz con papel aluminio. Se guarda a -20 °C.
Marca comercial Sigma.

Paraformaldehido (PA) (16 %): 16 g de PA diluido en 100mL de agua ultra-pura y
calentado a 65 °C, se le afiade 1-3 pastillas de NaOH (0,1 N) para ayudar a disolver,
hasta que la solucion este transparente. Se guarda a -20 °C. Marca comercial Sigma.

Tampén Madre HEPES (10X): la solucion esta compuesta por:

e NaCl (136 mM)
e KCl@2,7mM)

e Cl, Mg (2 mM)

e NaH,PO, (0,42 mM)
e HEPES (5 mM)

Diluido en agua ultra pura y guardado a 4 °C.
Tamp6n-1: Medio Hepes Acido pH=6,6 sin calcio.

e 22 ml de agua ultra pura

e 25 mL de solucion HEPES Madre (10 X)
e 250 ul Glucosa (0,5 M)

e pHao6,6
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e 100 ul de EGTA (125 mM), para eliminar el calcio presente en el medio.
e 25 mg de Albumina.

1.27 Tampoén-2: Medio Hepes pH=7,4 bajo en calcio.

e 44 ml de agua ultra pura

e 5 mlL de solucion HEPES Madre (10 X)
e 500 pl Glucosa (0,5 M)

e pHa74

e 50mg de Albumina.

2. MATERIAL

e  Material de diseccion
e  Hemocitémetro (Camara de Neubauer)

e  Micropipetas

3. EQUIPOS

e Microscopio Optico

e Bafio termostatizado Tectron Bio. P. Selecta

e Balanza de precision (KERN-EW)

e Balanza de precision

e Centrifuga Labofuge 300 Heraeus

e Lampara de luz fria

¢ Fluorimetro Spectronic Unicam. AMINCO BOWMAN. Serie 2
e Agregometro: Aggrecoder PA 3210

e (Camara de video Sony 151 AP

e FACSort Cell Sorter Flow Cytometer. Becton-Dickinson
e Equipo de analisis de imagen Q-550 MC Leica.
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4. TABIL.AS

4.1 AGREGACION PLAQUETARIA

Tabla A: Valores de % de Agregacion Maxima, tras el tratamiento agudo con
Homocisteina (Hcy), en ratas control y con ligadura del conducto biliar de 15, 21 dias y
con ascitis. (*): p<0,05 vs Cys.

Ctrl. LCB(15d) LCB(21d) LCB(Asc)
Sin/Tto Sin/Tto Sin/Tto Sin/Tto
(n=6) (n=6) (n=7) (n=6)
Cys 57,242 73,926 72,2415 493+36
Hey (10 M) 66,5+6,4 75,3+2,8 7827 485+4,3
Hey (25 uM) 69,9+4,1* 75,5+2,8 74,8418 50,33,5
Hey (100 uM) 68,242,8 * 78,932 75,2416 49+2.8

Tabla B: Valores de % de Agregacién Maxima, tras el tratamiento agudo con
Homocisteina (Hcy). En ratas control y con ligadura del conducto biliar de 15, 21 dias y
con ascitis, tratadas crénicamente con 4cido folico. (*): p<0,05 vs Cys.

Ctrl LCB(15d) LCB(21d) LCB(Asc)
Conltto Con /tto Con /tto Con /tto
(n=6) (n=6) (n=6)
Cys 49,7435 58,7+2,8 65,38 29,146,2
Hcey (10 pM) 56,6+3,1 66,7+2,3 69,8+9,6 23,854
Hey (25 puM) 57,8427 67,2+2,1 73,9496 24,2464
Hey (100 uM) 60,5+2,4 * 64,3+3,4 74,619,3 28,5+6,1
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4.2 CONCENTRACIONES DE Ca** INTRACELULAR

A. TRATAMIENTO CRONICO CON L-NAME

Tabla C: Valores del area bajo la curva (expresado en nM) de la entrada de
Ca?* intracelular en respuesta a la trombina (30 s de registro), en plaquetas
de animales control y LCB 21 dias, tratadas crénicamente con L-NAME.

Ctrl LCB(21d)
(n=5) (n=5)
Tr (0,1 U/mL) 57294,3+1607,8 60470,8+1593,7
(n=5) (n=5)
Tr (0,3 U/mL) 77595,2+3838,6 83730,5+4644,9
(n=5) (n=5)

B. VACIAMIENTO DE LOS ALMACENES DE NO CON BSO

Tabla D: Valores del area bajo la curva (expresado en nM) de la Entrada de
Ca?* intracelular en respuesta a la Trombina (0,3 U/mL) (30 s de registro), en
plaquetas de animales control y LCB 21 dias y con Ascitis, tratadas agudamente

con BSO.

LCB (21d) LCB (Asc)
Sin 30957,3+2616,8 32751,1£2307,9 34150,4+3286,2
BSO (n=5) (n=8) (n=5)
Con 29650,3£1916,7 29860,6+1430,1 31977,3+£2230,6
BSO (n=5) (n=7) (n=6)
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C. TRATAMIENTO AGUDO CON ACIDOS BILIARES

Tabla E: Valores del area bajo la curva (expresado en nM) de los Niveles totales de
Ca?* intracelular en respuesta a TG + lono (30 s de registro), en controles, LCB 21 dias
y con ascitis, tras el tratamiento agudo con &cidos biliares.

LCB (21d) LCB (Asc)
n=5 n=6
Salino 7870,5+837,5 11098,7+1626,7 8396+1471,1
DC (100 pM) 6686,2+871,7 10343,5+10343,5 7810,3£7810,3
CDC (100 pM) 6583,8+870,8 8096,31£936,3 7272,6£1106,8

D. TRATAMIENTO AGUDO CON HOMOCISTEINA

Tabla F: Valores del area bajo la curva (expresado en nM) de la Liberacion de Ca2*
intracelular en respuesta a trombina (0,1 y 0,3 U/mL) y ADP (5 pM) (30 s de registro) en

controles, LCB 21 dias y con ascitis.

Ctrl LCB (21d) LCB (Asc)
Sin/tto Sin/tto Sin/tto
Tr 2366,1+£229,1 3710,4+310,2 3035,3+813,6
(0,1 U/mL) (n=10) (n=18) (n=18)
Cys 3988,3+309,1 5755,1+289,4 4542 52+655,6
(n=8) (n=9) (n=6)
Tr
(0,3 U/mL) Hey 10 3919+265,9 54728+ 377,8 5279,6+336,6
(n=8) (n=6) (n=5)
Hey 25 4169,8+ 349,1 5215,2+ 320,59 5140,98+310,6
(n=8) (n=8) (n=6)
Cys 6347,7+276,4 7305,8+253,2 7661,1£1209,9
(n=14) (n=22) (n=6)
ADP Hey 10 6166,5+22,4 7083,6+299,9 7661,1+£1209,9
(5 uM) (n=8) (n=11) (n=6)
Hcy 25 5926,6+30,8 7167,9+314,8 8292+1019,4
(n=9) (n=11) (n=6)
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Tabla G: Valores del area bajo la curva (expresado en nM) de la Entrada Capacitativa de Ca?* extracelular
(180 s de registro) en controles, LCB 21 dias y con ascitis, tras el tratamiento agudo con homocisteina

(Hey).

A B
Respuesta Ctrl LCB(21d)  LCB(Asc) Respuesta Ctrl LCB(21d)  LCB(Asc)
aTG (n=9) (n=13) (n=8) a Ca** (n=9) (n=13) (n=5)
2533,3 32221 2928,1 218794,2 183770,1 146814,5
Cys + + + Cys + + +
507,3 317 568,4 22056,8 8614,5 24604
Hey 24331 3014,6 3033,3 Hey 2076225 ~ 1886436  183151,1
(10uM) + + + (10uM) * t +
187,8 274,02 3349 9685,5 6446,3 10073,7
Hey 2146,6 3030,9 3123,2 Hey 231041,5 186410,8 181356,6
(25uM) + + + (25uM) + + +
2479 2111 312,1 22012,3 9800,2 20725,8

Tabla H: Valores del area bajo la curva (expresado en nM) de los niveles
totales de Ca2* plaquetario, en respuesta a TG + lonomocina (30 s de
registro) en controles, LCB 21 dias y con ascitis.

LCB(21d) LCB(Asc)

(n=6) (n=5)
6752,8 9336,2 6860,4

TG+lono + + +
359,4 779,4 370,9
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E. TRATAMIENTO CRONICO CON ACIDO FOLICO

Tabla I: Valores del area bajo la curva (expresado en nM) de los Niveles Basales de
Ca?* intracelular en respuesta a Trombina (0,3 U/mL), (30 s de registro) en controles,
LCB 21 dias y con ascitis, tras el tratamiento cronico con acido félico.

LCB (21d) LCB (Asc)
Sinftto 17,542,9 36,413, 1 39,947
Ac. Fdlico (n=10) (n=12) (n=6)
Conltto 24,9422 31,642,1 29,4116
Ac. Félico (n=6) (n=14) (n=4)

Tabla J: Valores del area bajo la curva (expresado en nM) de los Niveles totales de Ca2*
intracelular en respuesta a TG+lonomicina, (30 s de registro) en controles, LCB 21 dias y
con ascitis, tras el tratamiento crénico con &cido félico.

LCB (21d) LCB (Asc)
Sin/tt? . 6752,8+359,4 9336,2+779,4 6860,4+370,9
Ac. Folico (n=5) (n=11) (n=5)
Conltto 5896,3+400,5 8926,1+£901,9 7498,8+1036,7
Ac. Folico (n=7) (n=12) (n=5)
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Tabla K: Valores del area bajo la curva (expresado en nM) de la Entrada Capacitativa de Ca2* extracelular (180 s
de registro), en controles, LCB 21 dias y con ascitis, tras el tratamiento crénico con acido Folico.

A B
Respuesta a LCB(21d) LCB(Asc) Respuesta a Ctrl LCB(21d) LCB(Asc)
TG Ca++
25333 32221 2928,1 2187942 1837701 1468145
Sin/tto + + + Sin/tto + + +
Ac.Félico 507,3 317 5684 c.Félico 22056,8 86145 24604
(n=9) (n=13) (n=8) (n=9) (n=13)  (n=5)
1672,1 3040,7 40821 1972974 1602402 2414455
Conltto t t t Conltto t t t
Ac.Félico 168,5 2252 585.9 Ac.Félico 20262 10654,5 14252,2
(n=7) (n=11) (n=6) (n=7) (n=11) (n=6)

Tabla L: Efecto del tratamiento del acido Félico, expresado en % de descenso en la
Agregacion Maxima. En controles y con ligadura del conducto biliar de 15, 21 dias y con
ascitis. (*): p<0,05 vs LCB (15 d) sin/tto; (#): p<0,05 vs LCB (Asc) sin/tto.

Agregacion Agregacion %
Maxima Maxima Descenso

Control 100£3,5 | Control 876,1 12,9
Sin/tto (n=6) Conltto (n=7)

LCB(15d) 100+3,5 LCB(15d) 79,5439 * 20,5
Sin/tto (n=6) Conltto (n=6)

LCB(21d) 100+2,5 | LCB(21d) 90,5+11,1 95
Sin/tto (n=7) Conltto

LCB(Asc) 100+7,3 | LCB(Asc) 59,1+12,5 ¢ 40,9
Sin/tto (n=6) Conltto (n=6)
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Tabla M: Valores del area bajo la curva (expresado en nM) de la liberacion de Ca?*
intracelular en respuesta a Trombina (0,3 U/mL), en controles, LCB 21 dias y con ascitis,
tras el tratamiento crénico con acido félico. (*): p<0,05 vs Ctrl sin/tto

LCB (21d) LCB (Asc)
Sin/tt9 . 3988,3+ 309,1 12336,7+ 748,6 9534,6+ 1334,1
Ac. Félico (n=8) (n=6) (n=6)
Conltto 3037,94288,9 * 9998,4+ 1665,9 9782,9£1205,5
Ac. Folico (n=7) (n=7) (n=5)

4.3 TABLA DE NIVELES PLASMATICOS HOMOCISTEINA

Tabla N: Niveles plasmaticos de homocisteina (Hcy) en ratas control y
con ligadura del conducto biliar de 21 dias, tras la sobrecarga con L-
metionina. (*): p<0,05 vs mismo grupo basal, (e): p<0,05 vs Ctrl con
sobrecarga L-metionina

LCB (21d)

(n=8)

Hey Basal ( uM) 2,940,2 3,1£0,5
Hcy tras sobrecarga 6,6+0,6 * 10,6+1,6 * @

L-metionina ( uM)
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ESQUEMA Animal de estudio M

DE TRABAJO
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