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Introduccion

1. INTRODUCCION
1.1. EL PROCESO INFLAMATORIO

1.1.1. Consideraciones generales.

La inflamacion (del latin inflammatio: encender, hacer fuego) es una
respuesta inespecifica frente a las agresiones del medio, y esta generada por
los denominados ‘“‘agentes inflamatorios”. La respuesta inflamatoria ocurre
en tejidos vascularizados y surge con el fin defensivo de aislar y destruir al
agente dafiino, asi como reparar el tejido u 6rgano dafiado. Se considera por
tanto un mecanismo de inmunidad innata, estereotipado, en contraste con la
reaccion inmune adaptativa, especifica para cada tipo de agente infeccioso.

La respuesta inflamatoria se inicia, normalmente, con un dafio tisular
causado por el agresor: el organismo reconoce el dafio y pone en marcha
los mecanismos responsables de la localizacion y eliminacion del agente
extrafio. Después se activan tanto mediadores solubles como componentes
celulares de la inflamacién que producen la amplificacion de la respuesta
inflamatoria. En condiciones normales, el agente agresor es destruido, se
inhiben los mediadores inflamatorios, y se regenera el tejido dafnado
recuperando sus funciones fisioldgicas. En algunas circunstancias, la
inflamacion puede que no cumpla adecuadamente su funcion de defensa o,
que los mecanismos reguladores se alteren, dando lugar a una respuesta
inflamatoria exagerada que agrava el dafo tisular.

Segin la persistencia del dafio, la sintomatologia clinica y la
naturaleza de la reaccidon inflamatoria (relacionada ésta con la subclase de
leucocito que predomina), se hace una distincion entre inflamacion aguda e
inflamacion cronica:

e La inflamacion aguda es mds violenta; se caracteriza por acumulacion

de plasma en el tejido afectado, estimulacion intravascular de
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plaquetas y presencia de neutréfilos (leucocitos polimorfonucleares,
PMN).

La inflamacidn cronica supone un equilibrio entre los mecanismos de
agresion y de defensa. Puede aparecer desde el comienzo de la
enfermedad, o ser una secuela de la inflamacion aguda cuando la
respuesta inflamatoria es incapaz de eliminar al agente causal. Se
distingue por el predominio de células mononucleares (sobre todo

macrofagos) y también linfocitos, células plasmaticas y otras.

1.1.2. Mediadores de la respuesta inflamatoria.

Los fendmenos bésicos de la inflamacion son regulados por los

productos conocidos como mediadores de la inflamacién, que son

mediadores solubles o moleculares. Estos mediadores quimicos, son de

naturaleza diversa:

Plasmatico: el sistema del complemento, las cininas, el sistema de la
coagulacion y el fibrinolitico. Estos mediadores son los que
desencadenan la reaccion inflamatoria al reconocer toxinas y células
dafiadas y también contribuyen a amplificar la respuesta inflamatoria.
Celular (mediadores preformados y almacenandos en granulos
citoplasmicos o0 rapidamente sintetizados ante un estimulo
inflamatorio): los péptidos y las aminas (histamina y neuropéptidos),
el 6xido nitrico (NO), citocinas proinflamatorias como el factor de
necrosis tumoral-o (TNFa), mediadores lipidicos como las
prostaglandinas (PGs), los leucotrienos (LTs), el factor activador de
plaquetas (PAF) o las quimiocinas, entre otros. Son, en parte,
responsables de la amplificacion de la respuesta inflamatoria.

Derivados de los microorganismos invasores: péptidos formilados
quimiotacticos y endotoxinas. Entre ellos encontramos a las

moléculas vasoactivas, que actiian directamente en la vasculatura para
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aumentar la permeabilidad vascular, y los factores quimiotacticos,

que promueven la extravasacion de leucocitos desde el torrente

sanguineo hasta el foco inflamatorio.

Ademas, en el proceso inflamatorio participan diversos componentes
o mediadores celulares como:

e lLeucocitos  (neutrofilos,  eosindfilos,  basofilos, linfocitos,
monocitos/macrofagos): estas células ademas de liberar mediadores
inflamatorios, son capaces de adherirse al endotelio, de migrar a su
través y, en general, de fagocitar y destruir a los agentes patogenos.

e Plaquetas: liberan mediadores inflamatorios, activan a los leucocitos
y participan en la resolucion de la inflamacion.

e Células endoteliales: sintetizan y liberan numerosos mediadores
inflamatorios e interactian con los leucocitos en la infiltracion
leucocitaria.

Una caracteristica comuin a leucocitos, plaquetas y células
endoteliales, ademas de su capacidad para liberar mediadores inflamatorios,
es que presentan en su superficie las llamadas moléculas de adhesion
celular (MAC), que facilitan las interacciones entre estos tres tipos

celulares (Celi et al., 1997; Ley et al., 2007).

1.1.3. Regulacion de la infiltracion leucocitaria.

En el proceso inflamatorio, y también en condiciones fisioldgicas
como parte de su funcion de vigilancia, los leucocitos deben abandonar el
torrente circulatorio, mediante un proceso que se denomina infiltracion
leucocitaria. Los leucocitos deben atravesar la monocapa de células
endoteliales que recubre la pared interna de los vasos sanguineos, para
pasar al espacio extravascular, donde realizardn sus funciones bioldgicas.

Las MAC y los factores quimiotacticos son los principales mediadores en
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el proceso de infiltracion leucocitaria, ya que, actuando directamente sobre
los leucocitos, provocan la interaccion de éstos con el endotelio vascular:

e MAC: son glicoproteinas que se expresan en la superficie de las
células. Promueven la interaccion entre los leucocitos y las células
endoteliales o entre los leucocitos y la matriz extracelular.

e Factores quimioticticos: son mediadores quimicos solubles
generados localmente en los sitios de dafo tisular. Actian como
sefiales que atraen mas leucocitos circulantes al foco inflamado y
controlan la expresion de algunas MAC. Los factores quimiotacticos
se pueden clasificar como:

» Agentes quimiotacticos cldsicos o inespecificos, que atraen a
todos los leucocitos en general: fragmentos C5a y C3a del
complemento, moléculas lipidicas (LTB,, PAF), péptidos
bacterianos formilados (N-formil-metionil-leucil-fenilalanina o
fMLP), etc.

» Quimiocinas, que atraen determinados subtipos de leucocitos de
forma selectiva: por ejemplo, la interleucina-8 (IL-8), la monocyte
chemoattractant/chemotactic protein-1 (MCP-1), la eotaxina, etc.

Otros mediadores solubles que intervienen en la infiltracion leucocitaria

son las citocinas. Entre ellas destacan las citocinas proinflamatorias como
el TNFa o la IL-1, que promueven la migracion leucocitaria sin ser
propiamente quimiotacticas, es decir, no actian directamente sobre los
leucocitos sino que hacen a las células endoteliales mas adhesivas para
¢stos o inducen en diversos tipos celulares la liberacion de otros

mediadores (Celi et al., 1997; Ley et al., 2007; Wagner & Roth, 2000).
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1.1.4. Etapas de la infiltracion leucocitaria

El proceso de infiltracion leucocitaria, que abarca, pues, desde el
contacto inicial de los leucocitos con el endotelio hasta que alcanzan el
espacio extracelular, se ha simplificado en un modelo que predice tres
etapas sucesivas y coordinadas: rodamiento, adhesion y migracion'. Se
define como una cascada puesto que la interrupcion de la etapa inicial

impide las siguientes (Ley et al., 2007; Springer, 1994).

1.1.4.1. Adhesion primaria y rodamiento.

En primer lugar, las células endoteliales activadas aumentan su
adherencia a los leucocitos (“los reconocen”). Este contacto inicial no es
aleatorio, sino que constituye la adhesion primaria o laxa que enlentece el
transito leucocitario y, aumenta la posibilidad de una interaccion mas
estrecha de los leucocitos con el endotelio. Esta fase se denomina
rodamiento leucocitario y es el paso limitante para las siguientes fases.

El proceso se inicia con la liberacion de mediadores generados por el
tejido dafiado (histamina, trombina, TNFa, IL-1, etc.) que producen una
rapida activacion de las células endoteliales. En consecuencia, (1) se
producen sustancias quimiotacticas, y (2) aumenta la expresion de
determinadas MAC; principalmente las selectinas, que determinan la
interaccion inicial leucocito-endotelio y el rodamiento leucocitario. Dicha
interacciéon es reversible. Si no se desencadenan los mecanismos de
adhesion firme, los leucocitos volveran al torrente circulatorio (Celi et al.,
1997; Kubes & Kanwar, 1994; Ley et al., 2007; McEver 2010; von Andrian
etal., 1991).

1 . , . .,
Algunos autores consideran alguna de éstas como dos etapas y no como una sola, de modo que el proceso de infiltracion

leucocitaria puede extenderse a cuatro etapas: (1) interaccion inicial leucocito-endotelio (“tethering™), (2) rodamiento de leucocitos
sobre el endotelio (“rolling”), (3) activacion leucocitaria y adhesion firme al endotelio y (4) migracion transendotelial (Reinhardt
and Kubes, 1998); e incluso a cinco etapas si la (3) se subdivide a su vez en otras dos.
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1.1.4.2. Activacion y adhesion firme.

Si el estimulo persiste, se produce la activacion de los leucocitos en
rodamiento, fenomeno aparentemente muy rapido que da lugar a la
detencion de los mismos de manera estable, produciéndose su adhesion
firme al endotelio vascular.

Median en esta etapa:

e Las sustancias originadas en el foco infamatorio que, por la menor
velocidad de los leucocitos en rodamiento, pueden interaccionar con
ellos y activarlos: pueden ser exogenas (fMLP) o endogenas (CS5a,
PAF, LTB, y otros agentes quimiotacticos como las quimiocinas).

e MAUC: integrinas de las membrana leucocitaria (como algunas f3;)
cuya expresion aumenta como consecuencia de la activacion, o sufren
un cambio conformacional a estado activo (como integrinas oy 0 o)
y sus ligandos, las inmunoglobulinas (Igs) (Ley et al., 2007; Springer,
1994; Sullivan et al., 2004).

1.1.4.3. Migracion y quimiotaxis.

Finalmente, se inicia la migraciéon a través del endotelio y la
quimiotaxis, que es el movimiento unidireccional de los leucocitos a través
del tejido hacia el foco de inflamacion, atraidos por concentraciones
crecientes de agentes quimiotacticos originados en el foco.

Este proceso lo regulan:
e MAC, tanto integrinas como Igs, como otras descritas recientemente

(Ley et al 2007) que hacen posible la diapédesis.

e Los agentes quimiotacticos y determinadas quimiocinas, que forman

un gradiente quimiotactico que dirige la diapédesis y la migracion a
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través del tejido (Luscinskas & Lawler, 1994; Ley et al 2007; Sallusto
& Baggiolini 2008).

1.2. LA ARTERIOSCLEROSIS

1.2.1. Consideraciones generales.

La arteriosclerosis es una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad por enfermedades cardiovasculares en Europa, Estados Unidos
y, de forma creciente, en Asia (Franco et al., 2011; Ross, 1993).

Anteriormente se consideraba que el proceso de aterogénesis
consistia basicamente en una acumulacion pasiva de lipidos en el interior
de las paredes arteriales (Libby et al., 2002; Paoletti et al., 2004; Ross,
1993); esto pudo deberse a que los altos niveles plasmaticos de colesterol,
en particular los asociados a las lipoproteinas de baja densidad (LDL),
constituyen uno de los principales factores de riesgo para el desarrollo de la
arteriosclerosis (Glass & Witztum, 2001; Ross, 1993). Sin embargo, los
avances cientificos mdas recientes atribuyen un papel central a la
inflamacion, la cual participa en todas las fases de la lesion arterosclerotica:
en su inicio, en su progresion y en las complicaciones trombdticas de la
enfermedad (Libby et al., 2002). Se acepta en general la hipdtesis postulada
por Rusell Ross en 1977, que considera que la aterosclerosis es el resultado
de la respuesta a una disfuncion endotelial (Ross 1993). Se trata de un
complejo proceso inflamatorio y proliferativo cronico de naturaleza
multifactorial, en el que intervienen multitud de tipos celulares (Paoletti et
al., 2004).

Histologicamente, la arteriosclerosis se caracteriza por una lesion
focal (la placa aterosclerdtica) en arterias de mediano y gran calibre,
constituida por un cumulo de células, material extracelular y lipidos en el

espacio comprendido entre el endotelio (intima) y las células de la
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musculatura lisa vascular (media). Las células inflamatorias predominantes
en las lesiones ateroscleroticas, son los macrofagos y linfocitos T, mientras
que los neutréfilos estan notablemente ausentes (Glass & Witztum, 2001;

Ross, 1993).

1.2.2. Bases del proceso de aterogénesis.

1.2.2.1. Disfuncion endotelial

Se han formulado diversas hipotesis en relacion al origen de la
arteriosclerosis. De acuerdo con la mdas aceptada, la “hipotesis de la
respuesta al dafo”, la lesion aterosclerdtica puede ser iniciada por
diferentes agentes y destaca que el primer paso de la arteriosclerosis
consiste en la disfuncidon o pérdida de la funcidén protectora normal del
endotelio (Ross, 1993). La disfuncion endotelial se define como un estado
proinflamatorio y protrombdtico del endotelio que provoca la adhesion y
subsiguiente migracion leucocitaria a través del endotelio que da lugar a
posteriores alteraciones vasomotoras (Landmesser et al., 2004).

La disfuncion endotelial estd frecuentemente asociada a la
exposicion a factores de riesgo cardiovascular, como hipertension,
hipercolesterolemia, hiperhomocisteinemia, una elevacion de proteinas
glicosiladas en sangre (caracteristica de pacientes diabéticos), la presencia
de agentes quimicos oxidantes en sangre (frecuente en fumadores) o
Infecciones cronicas por microorganismos como herpesvirus, Chlamydia
pneumoniae y otros.

Las alteraciones en el flujo sanguineo también parecen ser criticas en
la determinacion de los lugares arteriales propensos al desarrollo de la
lesion aterosclerotica. Asi, ésta se localiza preferentemente en regiones

sometidas a fluctuaciones hemodinamicas (bifurcaciones, ramificaciones,
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curvaturas) como ocurre en las arterias carotidas y coronarias (Libby et al.,

2002; Osterud & Bjorklid, 2003; Ross, 1993).
1.2.2.2. Inicio y evolucion de la lesion aterosclerotica

Inicio de la lesién

Los cambios mas tempranos que tienen lugar en el endotelio, y que
preceden a la formacion de la placa aterosclerotica, suponen el comienzo de
la acumulacion de leucocitos mononucleares (monocitos, sobre todo, y
linfocitos T) y de lipidos en el espacio subendotelial (Ross, 1993).

Los cambios que ocurren en el endotelio aterosclerdtico son los

siguientes:

Aumento de permeabilidad:

e El endotelio se hace mas permeable a las LDL, excediéndose la
capacidad del sistema de transporte inverso de colesterol que lo
devuelve al torrente circulatorio. Este aumento de permeabilidad esta
mediado por sustancias como NO, prostaciclina, angiotensina-II
(Ang-11) y endotelina.

e Las LDL extravasadas son oxidadas en el espacio subendotelial por
las células endoteliales, las células de la musculatura lisa y los

macrofagos tisulares (Ross, 1993).

Adhesion y migracion de leucocitos en el espacio subendotelial:

e Las LDL oxidadas (LDLox), activan el endotelio para expresar MAC
tipo E-selectina, P-selectina, ICAM-1 o VCAM-1, que atrapan a
leucocitos mononucleares circulantes, especialmente monocitos, y
actuan como receptores para las MAC como L-selectina, integrinas o

PECAM-1, que estan presentes en ellos.
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e Las MAC actuan con diversas moléculas quimiotacticas, MCP-1
entre otras, generadas por las células endoteliales, las células de la
musculatura lisa y los monocitos. Asi, los leucocitos atraviesan el
endotelio por diapédesis y colonizardn la intima subendotelial. La
infiltracion de leucocitos se da especialmente en aquellas regiones
arteriales de flujo sanguineo turbulento, que muestran elevada
expresion de las MAC endoteliales y leucocitarias.

e En el espacio subendotelial los monocitos se transforman en
macrofagos que secretan mas agentes quimiotacticos especificos, y
atraen mayor numero de monocitos circulantes (Libby et al., 2002;

Ross, 1993; Reape & Groot 1999).

Formacion de la estria grasa

La lesién aterosclerdtica precoz o estria grasa es una lesion
inflamatoria, que consiste en un cimulo de macréfagos cargados de lipidos
(células espumosas) y linfocitos T en la intima, que se acompafia de
proliferacion de las células musculares lisas (Ross, 1993). Los macrofagos,
captando las LDLox a través de sus receptores scavenger (receptores
“basurero”) (Glass and Witztum, 2001), se convierten en células espumosas
por mediacion de diversos factores como granulocyte/macrophage colony
stimulation factor (GM-CSF), TNFa o IL-1 (Libby et al., 2002; Ross,
1993). Su formacién incluye los siguentes pasos:

e La inflamacion supone un aumento de macrofagos y linfocitos T que
se infiltran y se multiplican dentro de la lesion. Lo que se traduce en
la activacion y proliferacion de mas leucocitos mononucleares, y la
amplificacion de la respuesta inflamatoria (Ross, 1993).

e Adherenciay agregacion plaquetaria: El endotelio estimulado por las

LDLox se vuelve procoagulante debido a:
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» Disminucion de la secrecion de NO y de prostaciclina, lo que
provoca adherencia y agregacion plaquetaria,

» Sintesis de factor tisular (FT), responsable de la coagulacion,

» Inhibicion de la sintesis del activador de plasmindgeno tisular
(tPA) y estimulacion de la sintesis de del inhibidor del activador
de plasminogeno-1 (PAI-1), lo que altera la fibrindlisis.

También contribuyen a este proceso: los linfocitos T activados,

mediante la expresion de MAC como la L-selectina e integrinas, los
monocitos/macréfagos y las células de la musculatura lisa, ya que también

sintetizan FT (Libby et al., 2002; Ross, 1999).

Acumulacion de células de la musculatura lisa en el espacio
subendotelial:

Las células endoteliales, los monocitos/macrofagos, las plaquetas y
otras c€lulas como linfocitos T, células cebadas y las propias células de la
musculatura lisa liberan diversas sustancias como citocinas y factores de
crecimiento (platelet-derived growth factor- PDGF, transforming growth
factor- TGF) que estimulan la proliferacion y migracion de estas células de
la musculatura lisa desde la media hacia el lumen arterial. La progresiva
acumulacion de las mismas contribuye la formacion de la capa neointima.

(Libby et al., 2002; Ross, 1993).

La lesion avanzada: placa fibrosa

La progresion de la estria grasa da lugar a la tipica lesion neointima
denominada placa fibrosa, que consta de una cubierta fibrosa que mantiene
aislado un nucleo necrotico formado por lipidos, leucocitos, restos celulares
y material extracelular. El engrosamiento de la pared arterial puede ser
compensado por su dilatacion gradual, pero llega un momento en que la

compensacion no es posible y la lesién se introduce en el lumen, lo que
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provoca un progresivo estrechamiento del vaso que puede dar lugar a
sintomas isquémicos (Glass & Witztum, 2001; Ross, 1993). Para que se
desarrolle la lesion es necesario:

e Infiltracion leucocitaria sostenida:

Prosigue la infiltracion y proliferacion de leucocitos en la intima
subendotelial, ampliandose los limites de la lesion. Las enzimas, citocinas y
factores de crecimiento liberados por ellos pueden producir un dafio mayor
y necrosis (Libby et al., 2002; Ross, 1993).

e Formacion del nicleo necrotico:
El nucleo necrotico es el resultado de:

- Necrosis celular y apoptosis de macrofagos, células endoteliales y
de la musculatura lisa.

- Aumento de la actividad proteolitica: los macrofagos y las células
de la musculatura lisa liberan enzimas especializadas como
metaloproteinasas de la matriz (MMP) y otras que provocan la
degradacion de las fibras de colageno que forman la matriz
extracelular.

- Acumulacion de lipidos (Glass & Witztum, 2001; Libby et al.,
2002; Ross, 1993).

e Formacion de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis):

En las arterias normales, la tensidén parcial del oxigeno en la capa
media esta regulada por los niveles de oxigeno en la luz arterial y en la luz
de los vasa vasorum. El aumento de espesor en la pared arterial, debido al
crecimiento de la placa de ateroma, provoca una hipoxia en la lesion que
induce a un aumento en la expresion de moléculas angiogénicas que
inducen la formacion de nuevos vasos contribuyendo al crecimiento de la
lesion. Esto es un factor de riesgo afiadido, pues ademas de aumentar la
inflamacion, pueden romperse y provocar hemorragias. La evolucion de la

lesion aterosclerotica a partir de la capa fibrosa supone una gran
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vulnerabilidad a la rotura o ulceracion, habitualmente en los sitios mas
finos, con la posible formacién repentina de trombos, lo que causa la
mayoria de las complicaciones agudas de la arteriosclerosis como el infarto

de miocardio (Glass & Witztum, 2001; Libby et al., 2002; Ross, 1993).

1.3. LOS MASTOCITOS.

1.3.1. Consideraciones generales.

Los mastocitos son las células inflamatorias mas conocidas por su
papel central en enfermedades alérgicas (Williams & Galli, 2000). Son
c¢lulas efectoras multipotentes que surgen de las células progenitoras
hematopoyéticas CD34" en la médula 6sea, circulan como células
progenitoras y, finalmente, encuentran su destino en distintos tejidos del
cuerpo, donde lentamente se van diferenciando y convirtiendo en
mastocitos maduros con granulos secretores en el citoplasma (Jipo et al.,
1997, Galli et al., 2005). Hay evidencias que indican que los cambios en el
numero de mastocitos asi como los cambios que afectan a la distribucion
celular y a las caracteristicas fenotipicas, pueden ser controlados por
factores de crecimiento. La heterogeneidad de los mastocitos en cuanto a
las diferencias en las propiedades bioquimicas y funcionales, puede
contribuir a la diversidad de las maneras por las que los mastocitos pueden
ser activados, y a su papel en las distintas respuestas fisiologicas,
inmunologicas, inflamatorias o cualquier respuesta biologica en la que
participen ( Metz et al., 2007).

Las células madre que tienen un receptor c-kit tirosina-kinasa en la
superficie celular, tienen el potencial para diferenciarse en mastocitos
maduros en respuesta al factor de crecimiento de las células madre. Los
ratones deficientes en mastocitos surgen por una mutacion espontanea en el

locus w, de tal manera que este receptor esta ausente. Las mutaciones en
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este locus dan lugar a manchas blancas, anemia macrocitica, deficiencia de

mastocitos y esterilidad (Lazarus et al., 2000).

1.3.2. Localizacion de los mastocitos.

Los mastocitos son componentes normales del tejido conectivo, pero
también estan presentes en el parénquima. Se encuentran distribuidos
ampliamente por los tejidos vascularizados, donde normalmente residen en
la proximidad de los vasos sanguineos, nervios, células musculares,
glandulas productoras de mucus y foliculos pilosos. Pueden ser
especialmente numerosos en sitios anatomicos que estan directamente
expuestos al medio externo incluyendo la piel, las vias aéreas y el tracto
gastrointestinal (Kitamura et al., 1989, Galli et al., 2005, Marone et al.,
2005). También son visibles en el epimisio, perimisio y vasos sanguineos y
en menor numero en fasciculos de fibras musculares. Ademas también se
localizan en la pared arterial formando parte de las células inflamatorias
infiltradas y por ello pueden contribuir a la progresion de las lesiones

aterosclerdticas (Kelley et al., 2000).

1.3.3. Clasificacion de los mastocitos.

Los mastocitos poseen un fenotipo muy heterogéneo, en el que el
desarrollo en distintas poblaciones se basa segun lo dictado por las sefiales
locales de su entorno, ya que los mastocitos adquieren su fenotipo maduro
localmente en aquellos tejidos en los que residiran finalmente (Galli et al.,
2005). Al madurar en distintos ambientes pueden mostrar un contenido en
triptasas y quimasas muy variado, y estas diferencias son las responsables
de que su comportamiento pueda ser diferente y de que se clasifiquen en
distintos subtipos. El niimero y tipo de quimasas y triptasas expresadas

también difiere entre mamiferos, especialmente entre roedores y humanos.
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En humanos, los mastocitos pueden clasificarse segiin su contenido
enzimatico o segin su localizacion.

1. Segun su contenido enzimatico:

MCec: aquellos que expresan principalmente quimasa y cathepsina G.
MCtc: aquellos que expresan triptasa y quimasa y que son mas
abundantes en la dermis de la piel. Los mastocitos que expresan triptasa,
son principalmente aquellos que se encuentran en las mucosas humedas
(Caughey et al., 2007).

2. Segun su localizacion:

MMC: Los mastocitos localizados en la ldmina propia o en el epitelio de
las superficies mucosas que se conocen como mastocitos de las
mucosas.

CTMC: Los mastocitos del tejido conectivo de la piel y el musculo

esquelético

1.3.4. Activacion v liberacion del contenido de los granulos.

Los mastocitos poseen la capacidad de segregar diversos productos
biologicamente activos tras la exposicion a una variedad de estimulos tanto
inmunologicos como no inmunologicos. Dependiendo del mecanismo de
activacion particular y de la fuerza del estimulo, se liberan distintos tipos
de mediadores y citoquinas.

El mecanismo de activaciéon de mastocitos mas estudiado es el
inducido mediante activacion de los receptores FceRI por union de la Ig-E,
y en los ratones también mediante la union de las Ig-G;. Aunque este es el
mecanismo mas comun, existen otras formas mediante las cuales estas
células pueden ser activadas:

e Directamente por patogenos, incluyendo bacterias, virus y parasitos

y también por los productos solubles derivados de estos patogenos.
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e Por péptidos enddgenos y exdgenos, citoquinas, y otros mediadores
proinflamatorios (Metz et al., 2007).

Una vez activados, los mastocitos pueden liberar diversos
mediadores que pueden resumirse en 3 clases:

e Mediadores preformados que estan almacenados en los granulos
citoplasmaticos: como histamina, proteoglicanos y proteasas como
las quimasas, triptasas y carbopeptidasas A.

e Mediadores lipidicos sintetizados de novo: metabolitos del acido
araquidonico por accion de la lipooxigenasa (leucotrienos) o por
accion de la ciclooxigenasa (prostanoides).

e C(Citoquinas, quimiocinas, factores de crecimiento (TGF-B, el factor
de crecimiento para fibroblastos, el TNFa) y mediadores quimicos
como el NO.

Los mediadores derivados de los mastocitos, como la triptasa, el
TNFa y la histamina pueden activar las células endoteliales para que
expresen moléculas de adhesion, como P-selectina y VCAM-I
responsables de la acumulacion de otras células inflamatorias. Debido a la
secrecion de TNFa y TGF-B, los mastocitos también son capaces de
estimular la produccion MCP-1 y por tanto, también pueden inducir la
infiltracion de monocitos en la placa aterosclerdtica (Gordon et al., 2000).

Muchos de estos productos tienen actividad proinflamatoria y
proapoptotica (quimasas y TNFa) y por tanto pueden promover cambios
en los tejidos afectados por respuestas inflamatorias, incluyendo la
degradacién de estructuras locales o el remodelado tisular, que van
asociados con cambios en la funcion de los 6rganos afectados. Pero otros
productos pueden tener actividad anti-inflamatoria, como IL-10 y TGF-3
que también son expresados y liberados por los mastocitos (Metz et al.,

2007, Lindstedt et al., 2004).
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1.3.4.1. Peptidasas mastocitarias

La mayoria de proteinas almacenadas en los granulos mastocitarios
son endopeptidasas y se liberan por exocitosis. Las principales enzimas
presentes son triptasas y quimasas, que son serin proteasas de la familia de
la tripsina. Pero a pesar de pertenecer a la misma familia difieren en cuanto
a formacion, actividad y patrones de expresion. Los tipos, cantidades y
propiedades de estas serin proteasas varia dependiendo del subtipo de
mastocito, el tejido en el que maduren y también del mamifero de origen
(Caughey et al., 2007).

A diferencia de la histamina, las peptidasas permanecen unidas a la
heparina después de su secrecion y asi conservan parte de su actividad en el

liquido extracelular (Gordon et al., 2000).

Triptasas.

Las triptasas se han descrito solo en mamiferos, en los cuales existe
mucha variabilidad en cuanto a su formacion y actividad, sobretodo en
humanos que tienen 4 locus de expresion de triptasa mastocitaria ademas
de varios pseudogenes (Caughey et al., 2007, Pallaoro et al., 1999,
Caughey et al., 2000). Se clasifican principalmente en 2 grupos, las que se
anclan a la membrana y las solubles. El inico grupo conocido que se ancla
a la membrana es la del grupo de las y —tripstasas. Las solubles incluyen las
triptasas o y B en humanos y la proteasas mastocitarias de raton 6 y 7

(MCP-7, MCP-6) de tipo 6 (Caughey et al., 2000).

Peptidasas mastocitarias tipo quimotripsina: quimasas y catepsina G.

Los mastocitos sintetizan 2 tipos de enzimas con actividad tipo
quimotripsina, que se define por la afinidad de estas enzimas para escindir
péptidos y proteinas diana después de un aminoacido aromatico,

especialmente tirosina y fenilalanina. Estas enzimas son las quimasas y la
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catepsina G. Las quimasas se expresan de forma selectiva por los
mastocitos. Aunque existen evidencias de que también las células de
musculo liso pueden expresar las quimasas, solamente los mastocitos
parecen capaces de almacenarla en los granulos mastocitarios (Caughey et

al., 2007).

1.3.5. Mastocitos v aterosclerosis.

En la aterosclerosis se sabe que los mastocitos participan en el
establecimiento y la progresion de la enfermedad. En tejidos crénicamente
inflamados como las placas aterosclerdticas, los mastocitos se someten
probablemente a una desgranulacion lenta, en la que los componentes de
los granulos se van secretando en microvesiculas y estan continuamente
liberando pequenas cantidades de quimiocinas, citocinas, factores de
crecimiento y mediadores lipidicos proinflamatorios, que se sintetizan de
novo (Dvorak et al., 1997). De esta forma los mastocitos participan en el
inicio y desarrollo de la aterosclerosis. El TNFa contribuye a la ruptura de
la placa aumentando la produccion y la activacidon de metaloproteinasas
(MMP), inhibiendo la proliferacion de células musculares e induciendo
apoptosis tanto en las células de muculo liso como en las endoteliales
(Lindstedt et al., 2004). Ademas la infiltracion y la activacion mastocitaria
también se han relacionado con la erosion y la ruptura de la placa en

sindromes coronarios agudos (Guo et al., 2009).

1.3.5.1. Activacion de los mastocitos en la placa
aterosclerotica.

Se ha observado que los mastocitos en las placas aterosclerdticas

estan rodeados de granulos exocitados, que se llaman “restos de granulos”

y que en las lesiones ateroscleroticas avazadas, la fraccion de los

mastocitos desgranulados aumenta como signo de inflamacion (Kaartinen
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et al., 1994). De forma similar a otras zonas de inflamacion crénica como
en las articulaciones reumaticas, los mastocitos de la placa son activados
por los macrofagos y linfocitos T presentes en esa zona. Ademas, las placas
aterosclerdticas contienen diferentes sustancias que pueden activar a los
mastocitos, como inmuno-complejos y la anafilotoxina C5a derivada del
complemento. Ya que los mastocitos presentes en la placa poseen el
receptor para CS5a, es probable que la activacion del complemento los
active también (Oksjoki et al., 2007). Adicionalmente, se ha observado que
las lipoproteinas también pueden activar a los mastocitos. Por tanto, ya que
la aterogénesis es una enfermedad muy dependiente de lipoproteinas, esta
forma de activacién mastocitaria, si esta presente en las lesiones humanas,

seria muy relevante en aterosclerosis (Kelley et al., 2006).

1.3.5.2. Localizacion de los mastocitos en la placa.

La influencia de los mastocitos activados en las placas
ateroscleroticas estd restringida al entorno mas inmediato y por tanto la
localizacion de estas células en la placa es de importancia critica. En las
placas ateroscleroticas mas avanzadas, existen dos regiones donde pueden
situarse, siempre cercanos a las células endoteliales. Una localizacion
superficial al lado de endotelio luminar o una localizacién mas profunda
cerca de las células endoteliales de nuevos microvasos.

La intima arterial es un tejido peculiar porque carece de circulacion
capilar. Es el principal motivo por el que los mastocitos no se encuentran
en la profundidad de esta capa. A diferencia de la intima, la capa mas
externa de la pared arterial, la adventicia, esta llena de pequenos vasos, los
vasa vasorum, y esta rodeada de multitud de mastocitos (Laine et al, 1999).
Estas células son frecuentes en las placas de ateroma inestables y en el

espacio subendotelial de ateromas erosionados. De hecho, hay mayor
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numero de mastocitos desgranulados en la adventicia de las arterias
coronarias que poseen placas de ateroma rotas.

Con mayor numero de mastocitos y su posterior activacion, el
resultado es que distintos mediadores, como histamina, citoquinas y
proteasas entran en juego en el entorno aterosclerotico. La histamina una
vez liberada, puede desencadenar espasmo coronario provocando un infarto
de miocardio. Ademas niveles elevados de histamina se han detectado en
pacientes con sindrome coronario agudo, y en arterias coronarias de

pacientes que fallecieron por muerte subita (Laine et al., 1999).

1.3.5.3. Mastocitos y su papel en la acumulacion de

colesterol
También se ha demostrado la importancia de los mastocitos en la
ateroclerosis, por su papel en la acumulacién de colesterol ya que facilitan
la conversion de los macrofagos en células espumosas. De hecho, la union
de la heparina de los mastocitos a las LDL supone la formacion de un gran
complejo insoluble que puede ser fagocitado por los macrofagos,
permitiendo la acumulacion de colesterol. Los mastocitos que contienen
triptasas y quimasas estan presentes tanto en las lesiones aterosclerdticas
tempranas como tardias. Las triptasas son importantes alterando el primer
paso del transporte reverso del colesterol, promoviendo asi la acumulacion
de colesterol durante la aterogénesis. La quimasa ha demostrado alterar la
funcidon anti-aterogénica de la proteina de transferencia de fosfolipidos
(PLPT) impidiendo la formacion dependiente de PLPT de particulas de
pre-B-HDL a partir de HDL (Lee et al., 2003). Ademas, la quimasa puede
alterar el efecto estabilizador de las células musculares lisas en las placas
aterosclerdticas vulnerables (Reid et al., 2007) ya que induce apoptosis de

las células de musculo liso en las arterias coronarias.
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1.3.6. Mastocitos y otras patologias cardiovasculares.

Los mastocitos juegan un papel importante en la hipersensibilidad
inmediata y reacciones inflamatorias, en la cicatrizacion de heridas y en la
defensa del huésped. Se sabe que los mastocitos proliferan en el corazén y
estan implicados en isquemia miocardica, aterosclerosis, insuficiencia
cardiaca y anafilaxis (Reid et al., 2007).

Las células mastocitarias han sido implicadas en respuestas
inflamatorias cronicas y en diversas enfermedades caracterizadas por la
existencia de un proceso inflamatorio asociado. Muchas de estas
condiciones se asocian con cambios en el nimero o el fenotipo de las
poblaciones de mastocitos en el 6rgano afectado o en el sitio anatomico, y
en muchos de estos estados existe una evidencia morfologica clara de
varias formas de activacion de los mastocitos. Ademads, muchos productos
derivados de éstos tienen efectos que pueden influenciar de forma
significativa a la supervivencia, la proliferacion, el fenotipo, o la funcion de
muchos otros tipos celulares que participan en la inflamacion cronica y el
remodelado tisular (Metz et al., 2007).

En la aterosclerosis, los mastocitos facilitan la acumulacién de
colesterol y la desestabilizacion de la placa mediante la liberacion de
TNFa, quimasas y triptasas. En insuficiencia cardiaca, contribuyen a la
disfuncion ventricular promoviendo la apoptosis de los miocitos y la
proliferacion de los fibroblastos. Ademdas la quimasa y la triptasa también
contribuyen a la fibrosis caracteristica de las miocardiopatias, mientras que
el TNFa induce la activacion de las MMP, dando lugar al remodelado
cardiaco.

Ya que los mastocitos se encuentran en el corazon, en las arterias
coronarias y en las placas ateroscleréticas, también estan implicados en el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares cronicas, en las que el nimero

de mastocitos esta aumentado.
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1.4. LA ANGIOTENSINA-II (Ang-1I)

1.4.1. Consideraciones generales

La Ang-II, constituye el principal péptido del Sistema Renina
Angiotensina (SRA). Desde hace tiempo se conoce su papel central en la
regulacion del tono wvascular y la presion arterial, del equilibrio
hidroelectrolitico 'y, mas recientemente, se sabe de su capacidad de
controlar el crecimiento celular; pero también hay cada vez mas evidencias
de que puede inducir respuesta inflamatoria en la pared vascular, respuesta
que estd implicada en la patogenia de muchas enfermedades como
hipertension, enfermedades cardiovasculares (infarto de miocardio y
arteriosclerosis) y enfermedades renales. En particular, se sabe que la
Ang-II promueve importantes alteraciones estructurales y funcionales a
través de la activacion de complejas reacciones celulares, especialmente en
las células endoteliales y las células de la musculatura lisa vascular
(Alcazar et al., 2003; Liu and Cheng, 2005; Volpe et al., 2002; Watanabe et
al., 2005; Piqueras et al., 2000; Alvarez & Sanz, 2001; Alvarez et al., 2004;
Naim Abu Nabah et al., 2004; Mateo et al., 2006, Mateo et al., 2007). Asi,
la Ang-II presenta una importante actividad moduladora del proceso
aterogénico, induciendo la produccion de ERO, citocinas inflamatorias y
quimiocinas y aumento de expresion de distintas MAC (Brasier et al.,
2002; Ruiz-Ortega et al., 2001a; Piqueras et al., 2000; Alvarez & Sanz,
2001; Alvarez et al., 2004; Naim Abu Nabah et al., 2004; Mateo et al.,
2006, Mateo et al., 2007).
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1.4.2. Vias de sintesis de la Ang-II.

La Ang-I1, es el péptido efector del SRA, siendo ésta su principal via
de sintesis, mediante la accioén de la Enzima Convertidora de Angiotensina
I (ECA). Alternativamente, la Ang-II se puede generar por otras rutas
enzimaticas diferentes a la ECA (rutas “no-ECA”), en diferentes tejidos del
organismo (Berry et al., 2001; Liu & Cheng, 2005; Volpe et al., 2002). En
una de estas rutas la Ang-II es generada directamente a partir de
angiotensindgeno, gracias a la accion del tPA, la catepsina G y la tonina
(Liu & Cheng, 2005). Ademas puede sintetizarse a partir de la Ang-1, con
la participacion de la quimasa (muy importante en la generacion local de
Ang-II en corazdn, rifion y vasos) y la catepsina G (Alcazar et al., 2003;
Berry et al., 2001). Estas rutas no-ECA son funcionalmente importantes a
nivel vascular y se estima que la Ang-II formada por rutas no-ECA
representa un 40% del total de la Ang-II humana, lo que sugiere que no se
puede lograr la completa supresion del SRA Unicamente a través de la
inhibicion de la ECA (Liu & Cheng, 2005) (figura 4).

La respuesta inflamatoria vascular parece estar mas relacionada con
la Ang-II generada localmente que con la circulante (Liu & Cheng, 2005),
y muchos componentes enzimaticos tisulares implicados en la sintesis de

Ang-I1, estan presentes en la placa aterosclerdtica (Brasier et al., 2002).
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Figura 1. Metabolismo del angiotensindgeno para la generaciéon de las hormonas
peptidicas del sistema renina-angiotensina
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1.4.2.1. Vias de sintesis de Ang-II dependientes de la ECA.

El Sistema Renina Angiotensina (SRA).

Tradicionalmente, ¢l SRA ha sido descrito como un sistema
endocrino en que la renina, enzima proteolitica producida y almacenada en
el aparato yuxtaglomerular del rifion, actia sobre el angiotensindgeno, una
globulina a, circulante de origen hepatico, y lo escinde en el enlace Leu-
Val para formar la angiotensina-I (Ang-I), decapéptido inactivo. A su vez,
la Ang-1 es transformada por la accion de la enzima convertidora de la
Ang-1 (ECA), enzima muy ampliamente distribuida pero producida
mayoritariamente en el endotelio pulmonar, que cliva los dos aminoacidos
(His-Leu) del extremo C-terminal para formar la Ang-II.

La Ang-II, no es s6lo una hormona endocrina que se produce y actiia

en la circulacion, sino que también se forma en muchos tejidos como
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cerebro, rifidén, corazén y vasos sanguineos, lo cual sugiere su funcion
como hormona paracrina y autocrina (de Gasparo et al., 2000). Ademas del
componente sistémico, el SRA tiene otro componente tisular (local), por
tanto, son capaces de producir Ang-II a nivel local (Berry et al., 2001; Liu
& Cheng, 2005; Volpe et al., 2002). La ECA tisular estd presente en
organos importantes como corazon, cerebro, vasos sanguineos, corteza
suprarrenal y rifién y utero (Berry et al., 2001). Los vasos sanguineos son el
lugar de mayor produccion de Ang-II; en ellos se han encontrado todos los
componentes del SRA, excepto la renina, por lo que la produccién local de
Ang-II en el intersticio vascular parece depender de la renina circulante

(Berry et al., 2001).

La Enzima Convertidora de Angiotensina-1 (ECA).

La ECA es una dipeptidil carboxipeptidasa cuyo peso molecular es
de 90-100 kD o de 140-160 kD, dependiendo de su localizacion. Se
clasifica como una M2 de la familia de las metaloproteasas y contiene un
16n de zinc en su estructura (Kramkowski et al., 2006). Ademas es idéntica
a la cininasa Il y por tanto actia como una cininasa no especifica que tiene
varios sustratos diferentes a Ang-II como la bradicinina, la encefalina, la
sustancia P y otros (Volpe et al., 2002). La ECA también convierte Ang (1-
9) en Ang (1-7).

Se localiza principalmente en plasma y en la superficie de las células
endoteliales, siendo una enzima que predomina en el espacio intravascular.
Es la via predominante en la formacion de Ang-II (Kramkowski et al.,
2006). Por consiguiente, la activacion del SRA, parece jugar un papel
crucial en el desarrollo de la lesion vascular asociada a aterosclerosis,

infarto de miocardio y otras enfermedades renales.
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1.4.2.2. Vias de sintesis de Ang-II independientes de ECA.

La administracion de inhibidores de la ECA ha ayudado a descubrir
la existencia de otras vias alternativas formadoras de Ang-II, conocidas
como vias ECA-independientes. Algunas de las enzimas implicadas son la
tonina, la kalicreina, la catepsina G, la catepsina D y la quimasa localizada
en los granulos de los mastocitos (Akasu, 1998; Li, 2004). En experimentos
realizados con aortas aisladas, se observd que la enzima generadora de
Ang-II sensible a la quimostatina (CAGE) generaba Ang-II a partir de Ang-
I, sin embargo su papel fisiologico todavia esta por estudiar (Kramkowski

et al., 2006).

La Quimasa mastocitaria.

La primera descripcion bioquimica de la existencia de  vias
alternativas de formacion de Ang-II independientes de la ECA fue
publicado por Boucher y cols. (Boucher et al., 1977), para la tonina en las
glandulas salivares de la rata, seguida de la tripsina, calicreina y catepsina
G, enzimas tipo quimoptripsina detectadas en la piel de ratas y humanos
descubiertas (Arakawa et al. 1976; Arakawa & Maruta, 1980; Arakawa et
al., 1980b; Tonnesen et al, 1982; Wintroub et al, 1984). Varias enzimas
podian generar Ang-II a partir del angiotensindgeno o de la Ang-1. La
demostracion bioldgica de las vias alternativas de formacion de Ang-I1 la
llevo a cabo Cornish y cols. (1979) en hamster y por Trachte & Lefer
(1979) en el musculo papilar del gato. En otros estudios bioldgicos, como
en arterias procedentes de perros, corazén de hamster, etc, las enzimas
responsables de la formacion de Ang-II independiente de la ECA no
pudieron ser identificadas. Por tanto, el significado fisiopatologico de las
vias alternativas de formacion de Ang-II permanecia incierto hasta que un

grupo de investigadores encontrd que la mayoria de Ang-II formada en el
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corazon in vitro era debida a la quimasa mastocitaria, la cudl result6 ser la
serin-proteasa mas potente y especifica jamas descrita (Urata et al., 1990a;
Urata et al., 1990b). La quimasa se distingue claramente de otras enzimas
formadoras de Ang-II por la sensibilidad y especificidad de sustrato.
Aunque muchos animales poseen quimasa, las funciones bioquimicas y
fisiologicas de éstas varian entre especies. Por ejemplo, la quimasa de rata,
que se identifico en los mastocitos peritoneales, degrada la Ang-I1 en lugar
de formarla. La heterogeneidad de estas quimasas hace que elegir un

modelo animal para su estudio sea complicado (Akasu et al., 1998).

La Quimasa mastocitaria. Clasificacion.

La quimasa mastocitaria es una serin proteasa tipo quimotripsina
secretada por los mastocitos. Las quimasas de los mamiferos se subdividen
en dos grupos, quimasas o y quimasas B, dependiendo de su estructura y
de la especificidad de sustrato (tabla 1). Ambos subgrupos de quimasas son
capaces de generar Ang-II pero solamente las B-quimasas son capaces de

degradar este péptido (figura 2) (Caughey et al., 2000).

_ Quimasa humana, quimasa de mono, la quimasa del perro,
o-quimasas . . '
la quimasa-2 de oveja y la quimasa-2 de hamster.

B-qui Quimasas mastocitarias 1 y 2 de rata, quimasas 1,2, 4,5y
-quimasas
9 de raton

Tabla 1: Clasificacion de las quimasas de los mamiferos.

Las quimasas de tipo o, que aparentemente son el producto de un
unico gen, se expresan en la mayoria de los mamiferos, aunque la cantidad
expresada depende de la especie. Este subtipo de quimasas actua clivando

el enlace Phe®-Hys’ de la Ang-I generando Ang-IL.
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Las quimasas de tipo B, que son el producto de varios genes, parecen
haberse perdido en la evolucion humana, ya que en humanos se expresan
exclusivamente a-quimasas, mientras que en los roedores ademas de las a-
quimasas, también se expresan quimasas-f3 (Wolters et al., 2000, Doggrell
et al, 2004). Este subtipo de quimasas, al igual que las de tipo a, pueden
producir Ang-II a partir de Ang-I hidrolizando preferentemente el enlace
peptidico de la Ang-I, pero ademads, también pueden degradar la Ang-II
clivando el enlace Tyr'-Ile’ de ésta generando asi péptidos inactivos
(Doggrell et al, 2004, Dellitalia et al, 2002). Las B-quimasas son las
proteasas mastocitarias de rata (rMCP)-1 y -2 que degradan a la Ang-II y
como minimo se han detectado 5 proteasas mastocitarias de raton (mMCP-

1,-2,-4,-5,-9), éstas en cambio, pueden formar o degradar Ang-II.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Ang I: NH-Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-PhezHis-Leu-COOH

o

1 2 3 4 5 6 7 8
Ang lI: NH-Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe- COOH

1 2 3 45 6 7 8 9 10
Ang |: NH~Asp-Arg-Val-Tyj-lle-His-Pro-Phe-His-Leu-COOH

Peptide fragments 1 2 3 4 5 6 7 8
Ang ll: NH:-Asp-Arg-Val-Tyrdle-His-Pro-Phe- COOH

Peptide fragments

Figura 2. Sintesis de Ang-II a partir de Ang-I por accion de las quimasas mastocitarias.

Localizacion.
La quimasa mastocitaria se encuentra en los vasos sanguineos,
corazon y otros muchos tejidos, pero no en plasma. En los vasos

sanguineos, la quimasa se localiza preferentemente en la adventicia,
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mientras que la ECA se localiza predominantemente en el endotelio
vascular. La implicacion de esta localizacion es que la Ang-1 intravascular
es mas accesible a la ECA que a la quimasa. (Borland et al, 2005, Doggrell
et al, 2004).

Sintesis de la quimasa y desgranulacion.

A diferencia de la ECA y la ECA2 que son carboxipeptidasas, la
quimasa es una endopeptidasa que se libera de los mastocitos en un
complejo de heparina y proteoglicano, pero antes de su secrecion, la
quimasa tiene que ser activada intracelularmente. Los dipéptidos
precursores de las quimasas, las pro-quimasas, son similares a la cathepsina
G, al grupo B de las granzimas y al de las elastasas de los neutrofilos, la
mayoria de las cuales pueden ser activadas por una dipeptidil-peptidasa I
(DDPI). Esta enzima es particularmente abundante en los mastocitos
(Dogrell et al, 2004).

La quimasa se sintetiza como proquimasa inactiva y para su
activacion en los granulos secretores es necesaria la participacion de la
DPPI. La DPPI es una tiol-proteinasa que actiia a un pH 6ptimo de 6, ya
que su funcidon como enzima activadora de la proquimasa la tiene que llevar
a cabo dentro de los granulos mastocitarios en los que el pH es de 5,5. El
pH oOptimo para la quimasa se encuentra entre 7 y 9, por tanto permanece
inactiva dentro de los granulos de los mastocitos y muestra actividad
enzimatica inmediatamente después de su liberacion en la matriz
extracelular (pH 7,4) cuando los mastocitos se han activado por un dafio o
inflamacion. Por tanto, parece que la quimasa no posee actividad
enzimatica en tejidos normales y su actividad se observa unicamente en los
tejidos dafiados (Takai et al, 2004) (figura 3).

Una vez liberada, la quimasa se rodea del liquido extracelular que

contiene inhibidores endoégenos de la quimasa. Sin embargo, hay
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evidencias que sugieren que mientras la quimasa est¢ unida a los
proteoglicanos de heparina, pero no cuando se libera de ellos, es resistente
a la inhibicién por los inhibidores de proteasas endogenos e incluso es
capaz de degradar a su inhibidor, la a,-antitripsina ( Doggrell et al., 2004,
Takai et al, 2004). A pesar de ello, en la sangre existen potentes inhibidores
de la quimasa con lo que la actividad de ésta es rapidamente inhibida. Por
tanto, la quimasa solamente tiene actividad enzimatica cuando se genera

localmente en los tejidos (Takai et al, 2004) (figura 3).

Vascular tissue

~ ol

Stimulation

VAV

——— .

Secretory granule
(pH 5.5)

DFPI |

Chymase: no enzymatic activity

Angiotensin | Angiotensin Il
ProMMP-9 MMP-9

A

N i
* Mo inhibition

Serine protease
inhibitors

Figura 3. Produccion y activacion de la quimasa mastocitaria.

Funciones de la quimasa.

La quimasa se conoce como una enzima convertidora de Ang-II
porque fue la primera reaccion que se observo que catalizaba. Sin embargo,
la quimasa realiza muchas mas funciones, que podrian ser inhibidas por los
inhibidores selectivos de ésta.

- Las quimasas contribuyen a la degradacion de la matriz extracelular
directamente por clivaje de proteinas como la fibronectina y colagenos no
helicoidales y parecen ser capaces de activar las MMP in situ en las placas
aterosclerdticas (Kovanen et al., 2007), ya que la activacion de MMP va
acoplada a la desgranulacion mastocitaria, especificamente a la liberacion

de quimasas (Caughey et al., 2007, Doggrell et al., 2004).
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- La quimasa también es importante en la liberacion y activacion del TGF-
B:. El TGF-B; tiene un importante papel en las lesiones ateroscleroticas ya
que regula la diferenciacion, la migracion y la proliferacion de las células
musculares, y la sintesis y secrecion de la matriz extracelular (Takai et al,
2004).

- Las quimasas también han demostrado poseer actividad proapoptotica
induciendo apoptosis de las células musculares in vitro, mediante
degradacion proteolitica de componentes pericelulares de la matriz, con la
consecuente alteracion de la adhesion celular (Caughey et al., 2007).

- Puede ejercer acciones sobre las lipoproteinas implicadas en aterogénesis.
Las proteasas de los mastocitos participan en la degradacion de las
lipoproteinas de baja densidad LDL y de las lipoproteinas HDL3, con lo
que los macrofagos cargados de colesterol son incapaces de mediar el flujo
de colesterol en las células espumosas (Doggrell et al, 2004).

- Otras funciones: como la sintesis de endotelinas de 31 aa, que se forman
por clivaje de grandes endotelinas en el enlace Tyr-Gly y la activacion de
IL-1B, que es una citocina proinflamatoria que interviene en la
proliferacion vascular, posee propiedades proangiogénicas y participa
también en el desarrollo de la aterosclerosis (Takai et al, 2004, Doggrell et
al, 2004).

- Puede activar por protedlisis al factor celular madre para el desarrollo y
proliferacion de los mastocitos. Por tanto puede jugar un papel importante
en la acumulacion de mastocitos que expresen quimasa, mediante la
activacion de este factor. De hecho, en modelos experimentales, la
inhibicion de la quimasa disminuye no solo la actividad quimasa, sino

también la acumulacion mastocitaria (Inoue et al., 2009).
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FUNCIONES DE LA QUIMASA

Activacion del TGF-B1

Proteolisis de LDL

Sintesis de endotelinas de 31 aa

Desarrollo de aterosclerosis

Proliferacion vascular

Propiedades proangiogénicas

Degradacion de la matriz extracelular

Permeabilidad vascular y remodelado tisular por proteolisis selectiva de proteinas de la

matriz y activacion de MMPs

Tabla 2: Principales funciones de la quimasa mastocitaria.

Quimasa y aterosclerosis.

En la aterosclerosis el numero de mastocitos activados estd
aumentado en las lesiones aterosclerdticas, donde tanto la actividad
quimasa como los niveles de mRNA se encuentran también incrementados
(Miyazaki & Takai, 2001).

Estudios previos han demostrado que la quimasa liberada por los
mastocitos puede contribuir a la vulnerabilidad de la placa aterosclerdtica
ya que aumenta los niveles de Ang-II en los tejidos vasculares
independientemente de la ECA. Ademas puede activar algunas MMPs, el
factor de crecimiento TGF-f3, inducir apoptosis en las células musculares de
la vasculatura lisa y degradar componentes de la matriz de la capa fibrosa
(Guo et al., 2009). La elevada actividad quimasa junto con aumento en los
niveles de expresion de Ang-1I, MMP-1, MMP-9, TGF-B1 e IL-1 en las
placas, podria implicar a la quimasa y a las citoquinas relacionadas, en el
desarrollo y la progresion de la placa aterosclerdtica y, por tanto,
aumentaria la relevancia de la quimasa como posible diana terapéutica en la

prevencion de la desestabilizacion de la placa (Guo et al., 2009).
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La quimasa, por tanto, puede promover el desarrollo y agravar la
vulnerabilidad de la placa actuando a distintos niveles:

- Aumentando la concentracion de Ang-II en tejido vascular por

conversion de Ang-I a Ang-I1.

- Activando el TGF-B, en las placas, que aumenta los niveles de Ang-

I por la estimulacion de formacion de la renina.

- Convirtiendo el precursor IL-1p en IL-1 activa.

- Activando MMP-1, MMP-2, MMP-3 y MMP-9 en las placas. Estas

MMP degradan la matriz extracelular e inducen apoptosis de las células

de la musculatura lisa vascular.

- Degradando apolipoproteina Al e inhibiendo el flujo de colesterol a

las células espumosas.

- Provocando la proteolisis directa de laminina, resilina y colageno,

componentes de la matriz que forma la placa.

1.4.3. Caracterizacion de los receptores de Ang-11

La Ang-Il media sus efectos al interaccionar con receptores
especificos localizados en la membrana plasmatica de sus células diana (de
Gasparo et al., 2000; Liu et al., 2007). Los dos tipos principales, a los
cuales se deben la mayoria de dichos efectos, son los receptores de tipo 1
(AT)) y los receptores de tipo 2 (AT,). Los AT, son los receptores a los que
se atribuye la mayoria de las acciones cldsicas y bien conocidas de esta
hormona peptidica (vasoconstriccion, liberacion de aldosterona, sed,
hipertrofia cardiaca, inflamacidn, etc.) (Ardaillou, 1998; Berry et al., 2001;
Unger et al., 1996; Piqueras et al., 2000, Alvarez et al., 2004, Mateo et al.,
2006, Mateo et al; 2007). También se ha descrito la existencia de receptores
diferentes a los anteriores como el AT;, el AT, y otros, que no han sido

completamente caracterizados; algunos de ellos son especificos para los
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metabolitos activos de Ang-II (Ardaillou, 1998; Berry et al., 2001; Unger et
al., 1996).

1.4.3.1. Caracterizacion de los receptores AT,

Los receptores AT; estan distribuidos abundantemente y en
numerosos tejidos adultos: sistema cardiovascular, rifiones, glandulas
suprarrenales, higado, cerebro y pulmones (Kim & Iwao, 2000; Warnholtz
et al., 1999). Dentro del sistema cardiovascular, en los vasos, los receptores
AT, se encuentran principalmente en las células de la musculatura lisa
vascular, en las cé€lulas endoteliales y en la adventicia. En el corazén, estan
presentes en los miocitos y en los fibroblastos (Berry et al., 2001; Brasier et
al., 2002). También se expresan en los leucocitos circulantes,
principalmente en monocitos y PMNs (Ito et al., 2001; Shimada & Yazaki,
1978).

En roedores, el receptor AT, incluye dos subtipos funcionalmente
diferentes: AT;» y ATz (Ardaillou, 1998; Berry et al.,, 2001;). La
expresion de los receptores AT, esta regulada de forma precisa por la
propia Ang-II y otras moléculas; ademés se produce aumento de estos

receptores en hipertrofia cardiaca y en infarto de miocardio (Matsubara,

1998).

1.4.3.2. Caracterizacion de los receptores AT,

En el caso de los receptores AT,, su expresion es muy marcada y
amplia sélo en los tejidos fetales en desarrollo, ya que ésta decrece
rapidamente tras el nacimiento (Henrion et al., 2001). Asi, en el adulto, los
receptores AT, se expresan en niveles relativamente bajos y quedan
restringidos a algunos territorios vasculares. También se han encontrado en
corazon, utero, ovario, pancreas y, sobre todo, en médula adrenal y ciertos
nucleos del cerebro (Ardaillou, 1998; Berry et al., 2001; Henrion et al.,
2001; Warnholtz et al., 1999). La distribucién del receptor AT, en el
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territorio vascular todavia no estad bien caracterizada: no es homogénea sino
que esta sujeta a cambios segin la edad, la especie, el tipo de vaso y
determinadas condiciones como el embarazo o situaciones patologicas
(hipertension, entre otras) (Henrion et al., 2001).

A diferencia del AT, el receptor AT, no parece presentar subtipos
distintos en roedores.

Existen multitud de factores que afectan a la expresion de los
receptores AT,. Esta expresion se ve aumentada con la insulina, algunos
factores de crecimiento y determinadas citocinas. Existe un gran aumento
en la expresion de los receptores AT, en situaciones de reparacion de dafios
tisulares, por ejemplo, postinfarto de miocardio (de Gasparo et al., 2000;

Henrion et al., 2001; Watanabe et al., 2005).

1.4.4. Efectos mediados por los receptores AT, y AT,

Las acciones de la Ang-II se deben a su accion directa sobre sus
receptores, a su accion indirecta a través de la liberacion de otros factores,
o bien, a su interaccion con cascadas de sefializacion intracelular de otras
sustancias (agentes vasoactivos, factores de crecimiento y citocinas). Las
respuestas finales son el resultado de la combinacién de los efectos
mediados por la interaccion con sus receptores AT, y AT, (Berry et al.,

2001). Estos efectos se recogen en la tabla 3.

AT, AT,
Vasoconstriccion Vasodilatacion
Proliferacion celular Inhibicion del crecimiento
Hipertrofia celular celular
Expansion de la matriz vascular Apoptosis
Antinatriuresis Sintesis de colageno
Produccion de ERO Natriuresis
Liberacion de ET Acciones antioxidantes
Peroxidacion lipidica Produccion de NO
Expresion de MAC
Secrecion de quimiocinas
Secrecion de aldosterona
Secrecion de vasopresina
Sed
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Tabla 3. Principales efectos de la activacion de los receptores AT, y AT,. (ET: endotelina).

ANGIOTENSINA I

SN

Corteza Rifidn  Intestino Sistema Sistema Médula Miusculo  Corazén

adrenal Nervioso Nervioso adrenal liso
Central  Periférico \ periférico
Aldosterona Tubulo Vasoconstriccion Catecolaminas
Renal
Descarga Contractilidad
simpatica Hipertrofia
Reabsorcion Reabsorcién Sed Vasopresina Vasoconstriccion

Hiperplasia/hipertrofia

tibulo distal aguay sodio

v v
Mantiene-aumenta T Resistencias
liquido extracelular periféricas

Gasto
cardiaco

Figura 4. Acciones de la Ang-11 y los factores que intervienen en la presion arterial

1.4.5. Papel de 1a Ang-1I en la inflamacidon.

1.4.5.1. La Ang-II en la respuesta inflamatoria

Las acciones de la Ang-II como hormona vasoactiva, asi como sus
funciones como factor de crecimiento capaz de inducir hipertrofia, fibrosis
y apoptosis han sido bien estudiadas. Mas recientemente, se ha ampliado
esta vision al considerarse su papel como mediador proinflamatorio Todas
estas acciones convierten a la Ang-II en una auténtica citocina que participa
en patologias cardiovasculares y renales (hipertrofia y remodelado
cardiaco, insuficiencia cardiaca, arteriosclerosis, glomerulosclerosis) y
también en otras enfermedades relacionadas con la inflamacion (diabetes
mellitus, cancer, alteraciones endocrinas, alteraciones psiquidtricas,
enfermedad de Alzheimer, enfermedades gastrointestinales, psoriasis, etc)

(Alcazar et al., 2003; Igbal et al., 2005; Vinall et al., 2000).
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Citocinas IL-1, IL-6, TNFa
Factores de crecimiento TGF-B, PDGF, EGF, IGF-1, bFGF, CTGF,
VEGF
Quimiocinas MCP-1, RANTES, IL-8, MCP-3, MIP-1a, IP-
10

MAC VCAM-1, ICAM-1, P-selectina, E-selectina

Agentes vasoactivos ET-1,NO

Lipidos PGs, PAF

Tabla 4. Factores regulados por la Ang-II que contribuyen a la inflamacion tisular.

La repuesta inflamatoria a un agente agresor consiste en una reaccion
de los vasos sanguineos que conduce a la acumulacion de fluido y
leucocitos. Aunque su objetivo sea la reparacion total del tejido dafiado,
muchas veces los propios mecanismos inflamatorios pueden conducir a la
cicatrizacion del tejido con aumento de la matriz extracelular y fibrosis
tisular, lo que se traduce en la disfunciéon cronica del tejido. Asi,
universalmente, esta respuesta incluye tres pasos sucesivos: (1) aumento de
permeabilidad vascular, (2) infiltracién leucocitaria y (3) remodelado
tisular. Los estudios de los ultimos afios nos muestran claras evidencias de
que la Ang-II interviene en cada uno de estos pasos (Alcazar et al., 2003;
Liu & Cheng, 2005). Ademas, la Ang-II regula y modula la proliferacion
de las células inflamatorias (Ruiz-Ortega et al., 2001b). Los factores
regulados por el péptido, y que contribuyen a la inflamacion tisular, se

recogen en la tabla 4.

1.4.5.2. Acciones de la Ang-II en la repuesta inflamatoria:

Ang-II e infiltracion leucocitaria

La Ang-II participa activamente en la respuesta inflamatoria, como

refleja la figura 4, en:
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El aumento de la permeabilidad vascular al inicio de la respuesta
inflamatoria. Estos efectos parecen mediados a través de la interaccion de
Ang-II con su receptor AT,.

La infiltracion de células inflamatorias en los distintos tejidos. La
Ang-II promueve la acumulacion y migracion de leucocitos a través del
endotelio directamente, por activar las células inflamatorias, e
indirectamente, por aumentar la expresion de los mediadores
proinflamatorios Ademas, las propias células inflamatorias activadas por
Ang-II activan, a su vez, a los componentes del SRA e incrementan la
generacion local de Ang-II, con lo que se da la perpetuacion de los
fenomenos inflamatorios.

La restitucion y remodelado de los tejidos dafiados durante la
inflamacion. La Ang-II tiene, entre otros, un importante papel en la
proliferacion e hipertrofia de células residentes e infiltrantes, mediado
principalmente por factores de crecimiento autocrinos y paracrinos (PDGF,
VEGF, TGF-B, basic fibroblast growth factor o bFGF y connective tissue

growth factor o CTGF, entre otros.

Células residentes Células inflamatorias

Moléculas de adhesion
T Quimiocinas

Remodelado Proliferacion
. ¢ tisular celular
citoquinas

| T Infiltracién leucocitaria |

l

| RESPUESTA INFLAMATORIA |

Permeabilidad
Vascular

Figura S. Papel de la Ang-II en la respuesta inflamatoria
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La Ang-II ejerce las siguientes acciones:

Moléculas de adhesion: la Ang-II aumenta, bien directa o
indirectamente, la expresion de la P- y la E-selectina y de las Igs
ICAM-1 y VCAM-1 y por tanto, la Ang-II induce la adhesién de
leucocitos al endotelio vascular (Grafe et al 1997; Tummala et al;
1999; Piqueras et al; 2000; Alvarez et al; 2004).

Quimiocinas: la Ang-IT aumenta la produccion de las quimiocinas, y
por tanto participa también en la quimiotaxis y migracion de las
células inflamatorias hacia los tejidos (Naim Abu Nababh et al., 2004;
Mateo et al., 2006; Nabah et al., 2007; Mateo et al., 2007).

o Citocinas: algunas citocinas producidas en respuesta a la
Ang-II son la IL-6, el TNFa y la IL-1 (Ruiz-Ortega et al., 2001b;
Mateo et al., 2007). La Ang-II favorece la infiltracion leucocitaria a
través de citocinas inflamatorias (Mateo et al., 2007).

Nuestro grupo de investigacion demostrd que la Ang-I1 posee accion

proinflamatoria in vivo a nivel agudo (1 hora) a dosis subvasoconstrictoras

y fisioldgicas. Dicha accion proinflamatoria estd mediada principalmente

por su interaccion con los receptores AT, y es totalmente dependiente del

rapido aumento de expresion de P-selectina endotelial (Piqueras et al.,

2000). En un trabajo posterior llevado a cabo también por nuestro grupo de

investigacion, se vio que Ang-II provocaba una potente respuesta

inflamatoria a nivel venular y arteriolar a las 4 h de su administracion. Este

hecho indica la aparicion de disfuncién endotelial, e implica a la Ang-II

directamente en el inicio de la lesion aterosclerdtica (Alvarez et al., 2004).
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1.4.6. L.a Ang-1I en el dafio vascular y en la arteriosclerosis.

Como sabemos, el dafio wvascular arterial que conduce a la
arteriosclerosis puede considerarse un fendémeno inflamatorio. Se estd
empezando a dilucidar como la Ang-II contribuye a este proceso
patologico. Diversos estudios confirman el importante papel del péptido
como modulador directo a lo largo de la arteriosclerosis, tanto en los inicios
como en la progresion de ésta (Brasier et al., 2002; Ruiz-Ortega et al.,
2001b).

Se sabe que en el dafio vascular existe activacion del SRA y que el
uso de IECA en modelos de dafio vascular previene el desarrollo de
arteriosclerosis. Al principio este beneficio se atribuia fundamentalmente a
la reduccion en la presion arterial o a una menor oxidacion de las LDL pero
datos recientes sugieren que puede deberse ademas, a un bloqueo de las
acciones que la Ang-II ejerce sobre las células a nivel vascular (Mervaala et
al., 1999). De hecho, mas alla de los efectos hemodinamicos y renales, la
Ang-II es un mediador local que acthia directamente en las células
endoteliales y las células de la musculatura lisa vascular (Henrion et al.,
2001).

Las acciones proaterogénicas de la Ang-II se solapan unas con otras
y estan presentes, como deciamos, en cada uno de los estadios de la
enfermedad; se relacionan con:

e La formacion de ERO y la oxidacion de las LDL,

e La disfuncion endotelial y la inflamacion,

e Diversos procesos como crecimiento, apoptosis, degradacion de la
matriz extracelular y trombosis (Grote et al., 2004; Lesauskaite et al.,
2003).

La figura 6 sintetiza como, principalmente a través de los receptores
AT, la Ang-II puede promover estrés oxidativo y contribuir a la formacion

de la placa aterosclerotica, la disfuncion endotelial y la trombosis .
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ANGIOTENSINA I

Receptor AT1
BERE

Estrés oxidativo

/N

Monocitos Célul_as Célu_las de musculo Lipidos Coagulacién
endoteliales liso vascular
Quimiotaxis Disfuncion endotelial || Contraccién Oxidacion Produccion
Activacion Adhesion de Migracion Entrada de de PAI-1
L. monocitos . L LDLox
Expresion de . Proliferacion
integrinas Expresion de MAC . L
. ) . Liberacion de
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| Formacioén de la placa aterosclerética | «— | Disfuncién endotelial |
7 \

| Ruptura de la placa aterosclerética - Trombosis |

Figura 6. Induccion de estrés oxidativo y arteriosclerosis a través del receptor AT,
de Ang-II: La activacion del receptor AT, conduce a la liberaciéon de ERO. El estrés
oxidativo, a su vez, estd implicado en la activacion y atraccion de monocitos, lo que
implica la produccién de quimiocinas como MCP-1. En las células endoteliales, via O,
se inducen moléculas de adhesion como P-selectina, VCAM-1 ¢ ICAM-1, esenciales
para la adhesion de monocitos. En las células del musculo liso vascular las ERO
inducen numerosos procesos bioldgicos. El receptor AT, aumenta la entrada de LDLox.
La expresion del PAI-1 aumenta via receptor AT, predisponiendo a un estado
progoagulante; los efectos de la Ang-II en el tPA son controvertidos.

1.4.7. Acciones proaterogénicas de la Ang-11

El estrés oxidativo inducido por Ang-II produce la activacion de
varios factores de transcripcion proinflamatorios. Actia como amplificador
de los fendémenos inflamatorios que contribuyen a la formacion de la placa
aterosclerdtica. Una de las principales acciones aterogénicas de la Ang-II se
debe a la generacién de ERO, especialmente de O,, en la pared vascular.
Esto tiene lugar sobre todo a través de la activacion de la NAD(P)H
oxidasa del endotelio, de las células de la musculatura lisa vascular y de los

fibroblastos de la adventicia, y también a través de la disminucién de la
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actividad de la NO sintasa endotelial (Lasursen et al., 1997;Alvarez &
Sanz, 2001).

La generacion de ERO inducida por Ang-II da lugar a la activacion
de cascadas de senalizacion intracelular, entre las cuales destaca la del
NF«kB, que aumenta la expresion de genes proinflamatorios y prooxidantes.

Por otro lado, las ERO producidas en respuesta a Ang-II
interaccionan, a su vez, con el NO, que se considera antiinflamatorio y
antiaterogénico por su capacidad de “despejar” el O,. En situaciones de
estrés oxidativo, el exceso de NO contribuye a la reaccion inflamatoria
porque genera peroxinitritos (potentes oxidantes). Ademas, la reaccion
entre el NO y el O, supone una disminucion de la biodisponibilidad de NO
y, por lo tanto, de su capacidad para la vasodilatacién normal del endotelio.
La Ang-II también se asocia a otras fuentes de estrés oxidativo como las
LDLox.

En resumen, el aumento de ERO a nivel vascular es un mecanismo
central por el cual la Ang-II participa en distintas condiciones clinicas
como la arteriosclerosis, induciendo disfuncion endotelial y proliferacion
de las células de la musculatura lisa vascular (Brasier et al., 2002; Grote et

al., 2004; Liu & Cheng, 2005).

1.5. ENFERMEDAD PULMONAR OBSTRUCTIVA CRONICA
(EPOQC).

En el transcurso de los ultimos afios ha aumentado el interés por el
estudio de diferentes aspectos de la enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC). Este avance se debe fundamentalmente al reconocimiento
de la importancia de la EPOC como causa de morbilidad, invalidez y
mortalidad a nivel mundial. La Organizacion Mundial de la Salud estima

que para el afio 2020, la EPOC se ubicara en el tercer puesto de las causas
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mas comunes de muerte y en el quinto lugar de las enfermedades
discapacitantes (Lopez & Murray, 1998). La SEPAR (Sociedad Espafiola
de Neumologia y Cirugia Toracica), considera la EPOC, un problema de
salud por su repercusion social a consecuencia del aumento del tabaquismo,
el envejecimiento de la poblacion, la frecuencia de su agudizacion, y los
elevados costes econdmicos que genera en los sistemas de salud (Izquierdo

& Arroyo-Espliguero, 2005).

1.5.1. Alteraciones morfoldgicas vy funcionales de la EPOC.

La EPOC es una enfermedad inflamatoria crénica del tracto
respiratorio muy compleja, que involucra diferentes tipos de células
inflamatorias y estructurales, las cuales a su vez tienen la capacidad de
liberar multiples mediadores inflamatorios locales y sistémicos. La
enfermedad es una respuesta inflamatoria anormal de los pulmones,
principalmente al humo del cigarro (también gases y particulas nocivas)
que conduce a una disminucidén lenta, progresiva e irreversible de la

ventilacion pulmonar.

EPOC

ENFISEMA DANO BRONCOALVEOLAR
|} Retraccion elastica t+ Resistencia vias aéreas

\/

' LIMITACION DEL FLUJO RESPIRATORIO ‘

|

HIPERINFLACION PULMONAR
DINAMICA

Figura 7. Alteraciones morfofuncionales responsables de la limitacion del flujo
espiratorio en pacientes con EPOC avanzada.
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Las alteraciones morfoldgicas caracteristicas de la EPOC avanzada
son el dafio bronquiolar y el enfisema, que se combinan en distintos grados
produciendo limitacion cronica del flujo espiratorio. Esta limitacion se debe
principalmente a: 1) aumento de la resistencia de las vias aéreas pequefias,
secundaria a inflamacion de la mucosa, la infiltracion celular y fibrosis
peribronquiolar y 2) por una disminucion de la traccion que normalmente
ejerce el tejido eldstico pulmonar sobre las paredes de los bronquiolos,
debido al enfisema y que es responsable de su colapso espiratorio precoz.
La limitacion del flujo espiratorio durante respiracion tranquila conduce al
atrapamiento aéreo o hiperinflacion pulmonar dindmica (figura 7)
(Manriquez et al., 2004).

Afiadido a los efectos pulmonares de la EPOC, la enfermedad afecta
de forma significativa a otros Organos y sistemas. Estas alteraciones
extrapulmonares asociadas a la patologia se denominan efectos sistémicos
de la EPOC. Las principales manifestaciones clinicas asociadas son la
pérdida de peso, susceptibilidad a patologias cardiovasculares, alteraciones
musculares y neuroldgicas severas. Los mecanismos involucrados en las
manifestaciones sistémicas no se han esclarecido, pero se cree que son
producto de alteraciones multifuncionales relacionadas a la inflamacion,

hipoxia tisular y estrés oxidativo, entre otras causas (Agusti et al., 2005).

1.5.2. Mecanismos inflamatorios pulmonares en la EPOC.

La limitacion del flujo aéreo en los pacientes EPOC es consecuencia
de alteraciones celulares y estructurales de las vias aéreas centrales y
periféricas, y del proceso inflamatorio que se extiende hasta el parénquima
pulmonar y las arterias pulmonares. Actualmente se acepta que fumar
puede activar una reaccion inflamatoria en todo el arbol traqueo-bronquial,

inclusive cuando no existe limitacion del flujo aéreo.
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Hay evidencia de que los linfocitos T y los macrofagos, son las
c¢lulas que predominantemente se infiltran en la pared de las vias aéreas
centrales de fumadores, mientras que los neutréfilos son escasos en la pared
pero se acumulan en la luz (Finkelstein et al., 1995; Baraldo et al., 2007).
Los linfocitos predominantes son CD8", pero también hay acumulacion de
células T CD4" (Majo et al., 2001). Los linfocitos T CD8" citotoxicos se
infiltran en las vias aéreas centrales y periféricas, el parénquima pulmonar
y la capa adventicia de las arterias pulmonares, indicando un papel
importante en la progresion de la enfermedad. Posiblemente el papel de las
células T CD8" en la EPOC es ejercer una funcidn protectora, que mantiene
la integridad epitelial ante agentes nocivos (humo tabaco o agentes
irritantes). Si el estimulo se transforma en cronico, la acumulacion de las
células persiste, y por tanto su accion sobre la acumulacion y activacion de
macrofagos se amplifica, generando un circulo vicioso en la patologia
pulmonar (Borchers et al., 2007).

Se ha descrito un aumento en el nimero de neutrofilos activados en
el esputo y en el lavado bronquioalveolar (BAL) de pacientes EPOC, y se
considera que su acumulacion se correlaciona con la severidad de la
enfermedad (Lacoste et al., 1993; Noguera et al., 2001, Bizeto et al., 2008)
Los neutrofilos contribuyen a la destruccion alveolar y son potentes
estimulantes de la secrecion mucosa (Ilumets et al., 2007). La acumulacion
de neutréfilos en las vias aéreas y el parénquima pulmonar estd precedida
por su adhesion a las células endoteliales. Se ha demostrado que la
expresion de E-selectina estd aumentada en las células endoteliales de
pacientes EPOC, y que los neutréfilos adheridos migran hacia el tracto
respiratorio siguiendo los factores quimiotacticos como la IL-8 y el LTBy,
(Tanino et al., 2002). La presencia de neutrdfilos y linfocitos T CD8" en la

musculatura lisa bronquial de pacientes EPOC, refuerza el papel de éstas
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células en la patogénesis de la limitacion del flujo aéreo pulmonar (Baraldo
et al., 2004).

Ademas de las células descritas, también se ha reportado un aumento
marcado (5-10 veces) de macrofagos en las vias aéreas, parénquima, BAL
y esputo de pacientes EPOC, y se ha establecido una correlacion entre su
acumulacion y la severidad de la EPOC. La figura 8 muestra que los
macrofagos son activados por el extracto de humo de cigarro y liberan
mediadores inflamatorios, estableciendo asi la relacion entre cigarrillo e
inflamacion. El incremento de macréfagos en los fumadores y pacientes
EPOC, es producto de la acumulacion de monocitos circulantes inducido
por quimiocinas selectivas para monocitos y linfocitos T (Ilumets et al.,

2007; Russel et al., 2002a; Russel et al., 2002b; D1 Stefano et al., 2002).

Cigarette smoke
(and other irritants)

E"é‘e"}?’s""" ’ . ‘g “ Alveolar macrophage

E?E-ﬁ/ I Chemotactic factors

IL-8, CXC chemokines
Newr cDg*
Fibroblast  Jymphocyte

LTB,

o Neutrophil

\ v
\ Neutrophil elastase
\ PROTEASES Cathepsins
\‘ Matrix metalloproteinases
Fibrosis Alveolar wall destruction Mucus hypersecretion
(COB) (Emphysema) (Chronic bronchitis)

Figura 8. El humo del cigarro (y otros agentes irritantes) activan los macrofagos del
tracto respiratorio, que liberaran factores quimiotacticos para los neutréfilos (IL-8 y
LTB4). Estas células liberan proteasas que desintegran el tejido conectivo del
parénquima pulmonar causando enfisema y estimulando la hipersecrecion de moco. Las
células T citotoxicas también son reclutadas y participan en la destruccion de la pared
alveolar. Los fibroblastos son activados por factores de crecimiento procedentes de
macréfagos y células epiteliales produciendo fibrosis (Barnes et al., 2004).

1.5.3. Estrés oxidativo en la EPOC

La activacion endotelial comprende una serie de complejos cambios

en el fenotipo de las células que conducen a un aumento en las
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interacciones leucocito-endotelio, entre otros efectos. Estos cambios de
fenotipo ocurren en respuesta a multiples estimulos como citocinas
inflamatorias, la activacion del SRA y estimulos mecanicos como la fuerza
de roce, isquemia reperfusion, etc. Numerosos datos bibliograficos
implican a las ERO en la génesis de la activacion endotelial. El principal
mecanismo que conduce a la disfuncion endotelial es la generacion de
anion superoxido que inactiva los efectos vasodilatadores de NO, la
reaccion también genera peroxinitritos. Ademas de su efecto sobre el NO,
las ERO (principalmente H,0,) tiene efectos importantes en la modulacion
de varias vias de sefalizacion sensibles a ERO, presentes en las células
endoteliales y que tienen efecto sobre la expresion de genes y proteinas
indispensables para diversas funciones celulares. Como consecuencia se
puede aumentar el crecimiento celular, la proliferacion, la migracion
leucocitaria, la subsistencia o la reorganizacion del citoesqueleto. También
pueden afectar a la forma celular, promover la expresion de MAC, la
secrecidon de citocinas inflamatorias, etc. (Dworakowski et al., 2008).

Hay varias fuentes potenciales de anion superoxido en las células,
como las mitocondrias, el citocromo P450, el desacoplamiento de la eNOS,
la xantina oxidasa y las NADPH oxidasas. De todas ellas, las NADPH
oxidasas son las unicas cuya funcion principal es la produccion de ERO y
cumplen una funcioén especial en la sefializacion redox (Dworakowski et
al., 2008; Cave et al., 2006; Lambeth et al., 2004). Ademas las NADPH
oxidasas son activadas por la mayoria de los estimulos que causan

disfuncion y activacion endotelial.

NADPH estructura.
Los primeros estudios de la NADPH oxidasa fueron realizados en
neutréfilos donde  desempefia  funciones de  defensa  contra

microorganismos, por sus acciones fagociticas. Su mecanismo de accion es
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generar grandes cantidades de superdxido y protones, razén por la cual se
le denomin6 oxidasa fagocitica (Babior et al., 1973; Babior et al., 2002;
Lambeth et al., 2004). Esta constituida por dos subunidades asociadas a
membrana, p22phox y gp91phox (Nox2 en la nueva nomenclatura), que
son proteinas transmembrana que transportan los electrones a través de las
membranas bioldgicas para reducir el oxigeno a superdxido. El proceso de
transferencia electronica desde el NADPH al oxigeno molecular, y que
culmina en la formacion de superdxido estd catalizada por la oxidasa, que
debe ser activada por varias subunidades reguladoras que son traslocadas
del citosol a la membrana (p47phox, p67phox, p40phox, Rac-1 y Rac-2).
Las diferencia entre en la actividad bioquimica de las oxidasas fagociticas y
no fagociticas, permitio la identificacién de toda una familia de NADPH
oxidasas que actualmente reciben las denominaciones de Nox1 a Nox5 (de
las iniciales NADPH oxidasa) (Nunoi et al., 1988; Abo et al., 1991;
Dworakowski et al., 2008).

) \
I ) - U 2

NADP*  NADPH NADP*  NADPH

Figura 9. La Nox2 y Nox4 son las isoformas que se expresan en las células
endoteliales. La Nox4 no requiere de las subunidades citosodlicas para su activacion

La expresion de las diferentes isoformas de Nox varia en los
diferentes tejidos y células. Nox2 y Nox4 se coexpresan en las células
endoteliales, aunque también se pueden expresar Noxl y Nox5. A
diferencia de la Nox2, la activacion de Nox4 no requiere de las

subunidades citosolicas, todo esto sugiere que estan reguladas por
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diferentes estimulos y ejercen funciones diferentes (Ago et al., 2004;
BelAiba et al., 2007; Griendling et al., 2000, Li et al., 2002).

Como se menciond la Nox4 es la isoforma mas abundante en células
endoteliales, aunque Nox1, 2 y 5 también estan presentes. Las células
musculares lisas expresan Noxl (en grandes vasos) y Nox2 (vasos de
resistencia), y los fibroblastos presentes en la adventicia expresan tanto la
isoforma Nox2 como la Nox4.

La Nox4 parece estar activa de forma constitutiva, y no requiere de la
participacion de las subunidades reguladoras. Se desconoce el estimulo que
activa Nox4, pero se produce por accion de los lipopolisacaridos
bacterianos (LPS) (Park et al., 2006) o insulina (Mahadev et al., 2004) y su
actividad aumenta por estimulacion transcripcional del ARNm. La Ang-II

aumenta la expresion de Nox1 en musculo liso vascular (Lassegue et al.,

2001)

EROy EPOC

El estrés oxidativo es un factor importante en la fisiopatologia de la
EPOC. Se produce cuando las ERO, se generan de forma excesiva
sobrepasando a los mecanismos antioxidantes de defensa. En la figura 10 se

resumen sus efectos en la funcion pulmonar.
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Figura 10. El estrés oxidativo tiene un papel importante en la fisiopatologia de la EPOC
y amplifica el proceso inflamatorio y destructivo. Las ERO del humo del cigarro
proceden de células inflamatorias (macrofagos y neutrofilos) activadas, disminuyen las
antiproteasas de defensa, activan el NFkB, estimulando la secrecion de citocinas IL-8 y

TNFo y aumentan la produccion de isoprostanos que afectan la funcion pulmonar (De
Boer et al., 2007)

Las células inflamatorias (neutréfilos, macréfagos, eosindfilos) y
estructurales (células epiteliales) producen ERO. El anion superoxido (O5)
generado por la NADPH oxidasa, es convertido a peroxido de hidrégeno
(H,O,) por la superoxido dismutasa. El H,O, por la accion de la catalasa
genera O, y agua. O," y H,O, pueden interactuar en presencia de hierro
para generar radical hidroxilo (OH), una molécula altamente reactiva. El
O, también se puede combinar con NO para formar peroxinitritos, que
también producen "OH. El estrés oxidativo conduce a la oxidacion de acido
araquidonico y a la formacion de nuevos mediadores prostanoides,
denominados isoprostanos, que ejercen efectos funcionales importantes
como broncoconstriccion y extravasacion plasmatica (figura 10). EI humo
del cigarro es por si mismo una potente fuente de oxidantes, se estima que

la fase gaseosa contiene mas de 10" radicales libres (Barnes et al., 2004).
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1.5.4. Inflamacion sistémica en EPOC

A nivel sistémico se puede detectar la misma reaccion inflamatoria
andmala al humo del cigarro que se observa en el pulmon. Desde el punto
de vista clinico la malnutricion, la pérdida de peso y la disfuncion de la
musculatura esquelética, son las manifestaciones sistémicas mas frecuentes
de los pacientes EPOC, con una importante repercusion sobre la calidad de
vida y prondstico de los enfermos.

Durante la pasada década, las investigaciones en las manifestaciones
sistémicas de la EPOC, han demostrado un aumento en los niveles de
mediadores inflamatorios circulantes, como moléculas de fase aguda
(proteina C reactiva, fibrin6geno) y citocinas (IL-6, IL-4 y TNFa) (Augusti
et al., 2007; Sin et al., 2007; Barreiro et al., 2008; Foschino Barbaro et al.,
2007), los cuales no pueden ser amortiguados mediante aumento de la
secrecion de mediadores anti-inflamatorios como la IL-10.

° Las células proinflamatorias en los efectos sistémicos. La

probabilidad de que los monocitos circulantes liberen moléculas
proinflamatorias, y contribuyan en la respuesta inflamatoria sistémica ha
sido evaluada en pacientes EPOC estables. Los monocitos aislados de
pacientes EPOC liberan significativamente mas MMP-9, IL-6 y MCP-1.
Ademas, existe activacion de NFkB, lo que sugiere que este factor de
transcripcion puede estar involucrado en la activacion de monocitos
circulantes de pacientes con EPOC (Aldonyte et al., 2003). La activacién
de neutrofilos, conduce a la potenciacion de la respuesta citotoxica y
migratoria. Comparados con los controles, en los neutrofilos circulantes
de pacientes EPOC, se observa un aumento en la expresion de
CDI11b/CDI18, y son capaces de producir mayor cantidad de especies
reactivas de oxigeno tanto en condiciones basales, como después de la

estimulacion in vitro (Noguera et al., 2001).
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La explicacion mdas obvia de la inflamacion sistémica, es que la
patologia se origine en el pulmoén y de alli se extienda a otros drganos y
sistemas. Sin embargo, no parece que los efectos extrapulmonares tengan
su origen en la inflamacion pulmonar, ya que los marcadores inflamatorios
en el esputo y en el plasma no muestran una correlacion directa (Vernooy
et al., 2002; Hurst et al., 2006). En consecuencia, es poco probable que un
exceso de mediadores inflamatorios desborde el compartimiento pulmonar,
sino mas bien, que el proceso inflamatorio se regule de diferente forma en
los compartimientos pulmonar y sistémico (Michel et al., 2001). A pesar de
los numerosos estudios realizados con muestras pulmonares, en las que se
detectd una disminucion en el ratio de linfocitos T CD4'/CD8" en pacientes
EPOC, no hay suficientes estudios que revelen lo mismo en la circulacion
sistémica. Se ha descrito que el humo del cigarro por si s6lo puede
desplazar el nimero de linfocitos CD4" y CDS8", y que este efecto es
reversible cuando se deja de fumar. Sin embargo, el hecho de que personas
que han dejado el habito de fumar presentan signos de inflamaciéon
sistémica, refuta la posibilidad de que los componentes del cigarrillo por si
mismos, constituyan el Unico factor responsable de la inflamacion en los
pacientes EPOC (Vernooy et al., 2002). Varias vias independientes parecen
estar involucradas en el proceso, como la hipoxia que es un problema
recurrente en la EPOC. Ya que el mantenimiento de la homeostasis del
oxigeno es vital para la supervivencia, los sistemas fisioldogicos deben
asegurar una Optima oxigenacion de las células. El factor inducible por
hipoxia-1 (HIF-1) juega un papel central para senalar la existencia de
hipoxia a la maquinaria transcripcional del nicleo de todas las células. HIF-
1 activa genes diana cuyos productos participan en la angiogénesis, el
metabolismo energético, la eritropoyesis, la inflamacién, la proliferacion
celular, el remodelado vascular y las respuestas vasomotoras (Perez-

Amodio et al., 2011; Calzada & Del Peso, 2007).
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1.6. FISIOPATOLOGIA DEL HUMO DEL CIGARRO
Los estudios epidemiologicos demuestran que el habito de fumar
aumenta la incidencia de patologia cardiovascular, incluso los fumadores
pasivos también muestran mayor riesgo cardiovascular en comparacién con
los no fumadores (Bolinder et al., 1994). Sin embargo, no se ha esclarecido
cuales son los componentes de cigarro y los mecanismos responsables de

esta asociacion (Ambrose et al., 2004).

1.6.1. Propiedades bioquimicas y fisicas del humo de cigarro.

Convencionalmente los componentes del humo del cigarro se han
separado en dos fases: la fase particulada y la fase gaseosa. La primera, se
define como el material que es retenido cuando el humo del cigarro se hace
pasar a través de un filtro de fibra de vidrio, que retiene aproximadamente
el 99.9% del material particulado de tamafio >0.1 um. La fase gaseosa, es
el material que pasa a través del filtro.

La fase particulada contiene alrededor de 10" radicales libre/g, y la
fase gaseosa contiene >10" radicales libres/inhalacién. Los radicales de la
fase particulada tienen una larga vida media (horas a meses), mientras que
los de la fase gaseosa tienen una vida media muy corta (segundos).

También el humo que es inhalado por los fumadores se divide en dos
tipos: humo primario: que entra en la boca del fumador por la combustion
directa del tabaco, y el humo alterno o secundario: que se emite por la
combustion del extremo de cigarro. El humo primario contiene 8% de
material particulado y 92% del componente gaseoso (Pryor et al., 1993). El
humo del cigarro que estd en el ambiente es una combinacion del humo
secundario (85%) y humo primario (15%). El humo secundario contiene

relativamente mayor concentraciéon de los componentes toXicos gaseosos
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que el humo primario. De todos los constituyentes, la nicotina, presente en

la fase particulada, es la sustancia adictiva.

1.6.2. Humo de cigarro , disfuncion endotelial y aterosclerosis

El humo de cigarro predispone a diferentes patologias asociadas a la
aterosclerosis, entre las cuales se puede mencionar, angina estable,
patologia coronaria aguda, muerte subita, y accidentes cerebrovasculares
(Stolle et al., 2010). El humo del cigarro altera la expresion y actividad de
la enzima NO sintasa, comprometiendo la reactividad vascular (Ferrer et
al., 2009). También el NO participa en la regulaciéon de la adhesion
leucocitaria, la activacion plaquetaria, y la trombosis (Gkaliagkousi &
Ferro, 2011).

Inflamacion: la respuesta inflamatoria es un componente esencial
para el inicio y evolucion de la aterosclerosis. Se ha descrito que el humo
de tabaco aumenta entre un 20 y un 25% el numero de leucocitos en sangre
periférica (Smith and Fischer, 2001), los niveles de marcadores
inflamatorios (Tracy et al., 1997) y de citocinas proinflamatorias (Kalra et
al., 1994; Shen et al., 1996). Los monocitos aislados de personas
fumadoras muestran mayor expresion de la integrina CD11b/CD18, que
aumenta la adhesion de monocitos.

Modificacién del perfil lipidico: uno de los efectos del humo del
cigarro es promover la aterosclerosis por el cambio del perfil lipidico del
fumador, ya que éstos muestran niveles mas elevados de LDL, colesterol y
triglicéridos y disminucion de HDL en comparacion con los no fumadores
(Craig et al., 1989). El humo del cigarro también promueve la peroxidacion
lipidica y ademas las LDL oxidadas (LDLox), activan el endotelio para

expresar MAC.

El humo de cigarro tiene mas de 4000 componentes conocidos, de

los cuales solo se han aislado unos pocos. El mondxido de carbono (CO),
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es uno de ellos, pero su efecto en la enfermedad atero-trombodtica no ha
sido bien evaluado. En un principio se le considerd el causante de las
alteraciones cardiovasculares, pero existen datos que sugieren que el CO no
participa en la aterosclerosis o la formacion de trombos (Astrup et al.,
1979). Se sabe que los hidrocarbonos aromadticos policiclicos que se
encuentran en la fraccion particulada del humo de tabaco aceleran el
proceso aterosclerdtico. (Penn et al., 1988)

La nicotina es el componente mas estudiado, aunque es el que juega
un papel importante en el incremento del gasto cardiaco, frecuencia
cardiaca y presion arterial, su participacion en los procesos atero-
tromboticos genera controversia (Clouse et al., 2000; Pellegrini et al.,
2001). En varios modelos, grandes dosis de nicotina favorecen la aparicion
de aterosclerosis. La mayoria de las evidencias sugieren que la nicotina, a
concentraciones similares a las encontradas en los niveles sanguineos de
fumadores, tiene un efecto menor en el inicio y progresion de la
aterosclerosis (Smith & Fischer, 2001; Sun et al., 2001). De forma similar,
el efecto de la nicotina en los factores de riesgo hemostaticos como
plaquetas, fibrin6geno, t-PA, PAI-1, tiene un papel insignificante
(Benowitz et al., 1997, Pellegrini et al., 2001). Ya se menciond que la
nicotina es la sustancia adictiva del humo de cigarro, lo cual conduce a que
el fumador mantenga el habito y se exponga a los componentes dafiinos.

Actualmente, el estrés oxidativo emerge con un papel relevante en la
aterosclerosis. (Kojda et al., 1999; Nedeljkovic et al., 2003). En el humo de
tabaco, los radicales libres provienen de: 1) de las fases particulada y
gaseosa del humo del cigarro. 2) macrofagos circulantes y tisulares
activados, 3) fuentes endogenas de ERO, como eNOS desacopladas,
xantina oxidasas (XO), NADPH ox y la cadena de transporte electrénico
mitocondrial. La reaccion entre radicales libre y NO, no s6lo disminuye el

NO disponible, sino que genera peroxinitritos, que aumentan el estrés
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oxidativo celular (Kojda et al., 1999). Al aumentar el estrés oxidativo
conjuntamente con la pérdida de efecto del NO el balance celular se
desplaza hacia un ambiente proaterogénico y protrombdtico (Nedeljkovic et
al., 2003, Ruberg et al., 2002). Muchas de las alteraciones asociadas al
humo de tabaco como la disfuncién endotelial, efectos proinflamatorios en
la pared arterial, efectos protrombdticos, aumento de la reactividad
plaquetaria, disminucion de la fibrinolisis y la peroxidacion de lipidos se
explican por el incremento del estrés oxidativo (Heitzer et al.,, 2000;
Kayyali et al., 2003; Guthikonda et al., 2003). Los agentes antioxidantes o
aquellos que aumentan los niveles de NO mejoran o revierten los procesos
proaterogénicos, proinflamatorios, y protrombdticos. Aunque el mecanismo
responsable de las alteraciones cardiovasculares asociadas al humo de
tabaco no se ha determinado, el estrés oxidativo parece que juega un papel

crucial.

1.7. FRACTALQUINA (FRK)

1.7.1. Estructura v funcion

La FRK (FRK) conjuntamente con la CXCL16, son las unicas
quimiocinas transmembrana. El gen que codifica la FRK se encuentra en el
cromosoma 16q13, con genes de quimiocinas que pertenecen a la familia
CC (Nomiyama et al., 1998). Estructuralmente la FRK contiene multiples
dominios que la hacen diferente a otras quimiocinas. Los primeros 76
aminoacidos del segmento extracelular corresponden al dominio
quimiocina, el cudl tiene tres aminoacidos entre los dos residuos de cisteina
(CXXXC). El dominio extracelular se conecta con un brazo tipo mucina al
dominio trasmembrana, seguido por el dominio intracelular de 37

aminoacidos (Bazan et al., 1997) (figura 11).
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Péptido senal
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Figura 11. La FRK, una quimiocina CX3C, es una proteina con 373 aminoacidos,
distribuidos en multiples dominios. Comenzando en el péptido sefial que contiene el
extremo N-terminal de la quimiocina (residuos 1 a 76), el cual cuenta con tres
aminoacidos entre los residuos de cisteina (CX3C), el brazo tipo mucina (residuos 77 a
317) que contiene el residuos de serina O-glicosilado y treonina, el dominio
transmembrana abarca del residuo 318 al 336, y el dominio intracelular de los residuos
337 al 373 (Umehara et al., 2004).

La expresion de FRK aumenta en las células endoteliales por la
accion de citocinas inflamatorias, como TNFa, IL-1 e INFy. La conversion
de proteina trasmembrana a fraccion soluble de la FRK (sFRK), resulta de

la accion enzimatica ejercida por la enzima convertidora de TNFa (TACE
6 [ADAM17]) y ADAMI0 (Garton et al., 2001; Tsou et al., 2001; Ludwig
et al., 2007) (figura 12).

Chemokine | N N
Domain

wenttz 7
Cell Adhesion ----------- - Chemotaxis
| TACE ]
./

Transmembrane Domain 1 11
Intracellular |
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c c

Figura 12. La formacion de la fracciéon soluble de la FRK resulta de la accion
enzimatica ejercida por la enzima convertidora de TNFa (Charo & Taubman, 2004).

71



Introduccion

Se desconoce como el dominio quimiocina es reconocido por las
metaloproteinasas, pero la generacion de dos fragmentos sugiere la
existencia de dos sitios de clivaje enzimatico. En las células vasculares, los
mediadores proinflamatorios estimulan la expresion de CX;CL1, mientras
que las ADAMI10 y ADAM17, participan en el reciclaje de la FRK en la
superficie celular. Es posible que en procesos inflamatorios severos, la
expresion de las quimiocinas exceda a la producida en condiciones
fisiologicas (constitutiva), aumentando la presentacion de ligandos de
quimiocinas en la pared vascular. En el primer paso de la acumulacion
leucocitaria, la accion de las MMP incrementa la adhesion de leucocitos.
Posteriormente, el corte proteolitico de la FRK mediado por las ADAM,
termina con la unidn celular. Es necesaria la separacion CX;CL1-CX;CR1
para que los leucocitos acumulados puedan iniciar el proceso de diapédesis
y su posterior migracion a través del endotelio (Ludwig & Weber, 2007).

También el corte ejercido por ADAMI0 y ADAMI7, permite
generar cantidades crecientes de quimiocinas, que crean el gradiente de
concentracion necesario para la migracion leucocitaria hacia el sitio de
inflamaciéon. Una vez que se libera la fraccion soluble, el segmento
transmembrana sufre un proceso de protedlisis por la acciéon de y-
secretasas, dando origen a fragmentos implicados en la sefializacion
intracelular (Reiss et al., 2006). Sin embargo, no se descarta la posibilidad

de formacion sFRK en el compartimiento intracelular.
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1.7.2. FRK como agente quimiotactico.

La sFRK es un agente quimiotactico muy eficiente para monocitos,
células NK y células T (Bazan et al., 1997). Como el endotelio constituye
la primera barrera para la migracion leucocitaria, las propiedades de la FRK
en las células endoteliales hacen pensar que puede ser una importante via
de control para la extravasacion leucocitaria en los lugares con inflamacion
(figura 13a).

Antes de la identificacion de la FRK, se asumia que todas las
quimiocinas eran secretadas como moléculas solubles capaces de
interactuar con proteoglicanos y glicosaminoglicanos de la matriz y
superficie celular, y que eran las responsables de mantener el gradiente
quimiotactico. En el caso de la FRK, el dominio tipo quimiocina presente
en el extremo del brazo extracelular, le permite actuar como molécula de
adhesion sin la necesidad de asociacién con los proteoglicanos o con las
moléculas de adhesion. Las células que expresan el receptor CX;CRI1, se
unen rapidamente y con gran afinidad a la FRK inmovilizada, o a las
células que expresan FRK, tanto en condiciones estaticas como en

condiciones fisiologicas de flujo (figura 13b).
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a (RODAMIENTO ADHESION FIRME MIGRACION_]
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Figura 13: Modelo clasico y vias de la FRK en la cascada de adhesion. La migracion
leucocitaria desde la circulacion hacia los tejidos sigue una serie de pasos: a) La via
clasica se inicia con la adhesion débil y el rodamiento mediado por selectinas. Los
leucocitos activados por quimiocinas expresan integrinas que conducen a la adhesion
firme, por ultimo los leucocitos migran siguiendo el gradiente quimiotactico. En la via
alternativa (b), la FRK unida a la membrana de las células endoteliales captura
leucocitos, sin la participacion de selectinas o integrinas. La interaccion de la FRK con
su receptor CX3CR1 incrementa la expresion de integrinas, y por tanto la adhesion
firme. Los leucocitos migran siguiendo el gradiente quimiotactico (Umehara et al.,
2004).

Se ha demostrado que las células que expresan CX;CR1, se adhieren
mads rapidamente a la FRK inmovilizada que a VCAM-1. De esta forma la
FRK facilita la migracion leucocitaria, porque no requiere de los dos
primeros pasos de la interaccidon leucocito-endotelio (Umehara et al., 2004).

Muchas células expresan FRK en sistema vascular, la CX;CL1 se
localiza en las células endoteliales y en las células musculares lisas in Situ.
Su expresion aumenta In Vitro, por la activacion de mediadores
proinflamatorios, en este sentido, el factor de trascripcion NF«xB es un
regulador importante de la expresion de FRK, que puede ser estimulado

por TNFa, IL-1, y LPS (Garcia et al., 2000). Adicionalmente a su efecto en
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la adhesion, la FRK al interactuar con su receptor activa sefiales de
transduccion dependientes de proteina G, que aumentan la avidez de las

integrinas por sus ligandos.

1.7.3. FRK v leucocitos

El receptor CX5CR1 se expresa en células neuronales, microglia,
monocitos, células T, NK, CD16", células musculares lisas, células
endoteliales y plaquetas.

Los linfocitos T colaboradores CD4 " (Th), y las células T citotoxicas
CD8" (Tc), se dividen en dos poblaciones segtn su perfil de produccion de
citocinas. Las células Thl secretan INFy, TNFa e IL-2, que median
respuestas inmunes contra patdégenos intracelulares, y participan en el inicio
y desarrollo de la respuesta inmune. Las células Th2 producen 1L-4, IL-5,
IL-6 e IL-13, participan en respuestas inmunes contra patdogenos
extracelulares, y estan asociadas con respuestas inmunes alérgicas
(Kourilsky & Truffa-Bachi, 2001).

Las células T citotoxicas CD8", después de la estimulacion
antigénica empiezan a expresar mediadores de lisis, perforinas y granzimas,
y se diferencian en células efectoras T CD8" que poseen una elevada
actividad citolitica mediada por INFy y TNFa. El receptor CX;CRI1 se
expresa en la mayoria de las células NK CD16", en la mayoria de los
monocitos CD14", y en una fraccién sustancial de células T CD3". Ademas
CX;CRI1 se expresa en células T CD4", células T CDS’, células T y8 y
c¢lulas NK. La mayoria de las células que expresan CX3CR1 poseen
granulos citoplasmaticos que contienen perforina y granzima B.
Colectivamente, estos datos sugieren que CX3CR1 es un receptor de
quimiocinas altamente selectivo y un marcador de superficie para células

NK, linfocitos T citotoxicos, y células Tyd.

81



Introduccion

Es bien sabido que FRK e¢jerce sus efectos sobre monocitos. Asi,
existen estudios que indican que FRK induce la migracion de monocitos ya
que expresan el receptor CX3CRI1 (Bazan et al., 1997; Imai et al., 1997).
Ademads, la FRK induce la migracidén leucocitaria y estimula la adhesion
dependiente de integrinas tanto en la linea celular de monocitos THP-1,
como en monocitos aislados. Recientemente, también se ha descrito la
expresion del receptor CX;CR1 en monocitos CD14°¥CD16", los cuales se
unen eficientemente a las células que expresan FRK, facilitando su
migracion. Por tanto, el sistema CX3;CRI1/FRK puede contribuir a la
patogénesis vascular y dafio tisular por estimular la adhesion celular y
facilitar la migracion de linfocitos y monocitos que expresan el receptor

CX;5CRI1 (Ancuta et al., 2003; Geissmann et al., 2003).

1.7.4. FRK vy citotoxicidad

La mayoria de las células NK CD16" expresan CX;CR1, sugiriendo
que son blancos importantes de los efectos biologicos de la FRK
(quimiotaxis, adhesidén, y activacidén). Adicionalmente, la sFRK puede
inducir la migracion de células NK y la exocitosis de sus granulos. De
forma similar a las células NK, las células T son CD8", CD4", y expresan el
receptor CX3;CR1, muestran una diferenciacion terminal a fenotipos
efectores que contienen granulos citotoxicos. Como la activacidon excesiva
de linfocitos citotoxicos puede producir dafio vascular o tisular, es posible
que la FRK expresada en las células endoteliales participe en el proceso.
Experimentos en HUVEC transfectadas con cDNA para FRK (sin cambios
en I[CAM-1 o VCAM-1), muestran un aumento en la interaccion con
células NK, y en la citolisis causada por estas células. Esto sugiere que la
expresion de FRK en el sitio de inflamacidon puede atraer y activar células

NK a través de CX3CR1, y que las células NK activadas pueden lisar
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células endoteliales vecinas independientemente de la expresion de MHC

clase I (Yoneda et al., 2000).

1.7.5. FRK e inflamacion

Nishimura y col. (2002), observaron que ademas de la funcion
quimiotactica de la sFRK, la fraccion unida a la membrana incrementa la
accion de otras quimiocinas estimulando la migracion de leucocitos que
expresan CX;CR1. La migracion de células NK (CX;CR17/CXCR1) y
células T CD8" (CX3;CR17/CCR5") inducida por las quimiocinas IL-8,
(ligando para CXCRI1) y MIP-1B, (ligando para CCRS5) aumenta
significativamente en presencia de FRK. En consecuencia, la FRK
expresada en el endotelio inflamado puede conducir a la rapida captura de
células efectoras citotoxicas (que expresan CX;CR1) de la sangre y
promover su migracion hacia el tejido.

Las células NK son importantes en la inmunidad innata a través de la
produccién de citocinas como INFy, TNFa, GM-CSF, 1L-3, IL-5, IL-10 ¢
IL-15. Yoneda y col. (2000), demostraron un aumento marcado de INFy,
cuando se estimulan de células NK con FRK inmovilizada, o con
cocultivos de células NK y células que expresan FRK, sugiriendo que la
FRK expresada en las células endoteliales participa en el desarrollo de
respuestas Thl. El INFy también estimula la expresion de FRK en las
células endoteliales, indicando la existencia de un sistema paracrino de
retroalimentacion, en el cual las células endoteliales pueden ser activadas

para producir mas FRK.

1.7.6. FRK v aterosclerosis

La lesion aterosclerotica se caracteriza por la infiltracion de diversos
tipos celulares, principalmente macrofagos y células T, los cuales

participan en una secuencia de respuestas inflamatorias. Diversos estudios
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sugieren que la FRK puede estar involucrada en la fisiopatologia de la
aterosclerosis. De igual forma, también se ha detectado la expresion de
FRK en macrdofagos presentes en la lesion aterosclerdtica (Lucas et al.,
2003, Wong et al., 2002), en las c€lulas musculares lisas de la capa
muscular media de arterias coronarias con enfermedad aterosclerdtica, y en
la capa intima de vasos de pacientes diabéticos.

Los monocitos circulantes son los precursores de las células
espumosas presentes en la lesion aterosclerdtica, y la FRK tienen un papel
importante en la migracion de monocitos de la sangre al espacio
subendotelial de la pared vascular. Estudios llevados a cabo por diferentes
grupos (Lesnik et al., 2003; Combadiere et al., 2003) indican que la
expresion de FRK aumenta en las lesiones aterosclerdticas de ratones
deficientes de apolipoproteina E (apoE™), y que ratones doble KO
(CX;CR1” 'y apoE™) muestran una disminucién de lesiones
aterosclerdticas y una menor acumulacion de macroéfagos. En animales
deficientes en CX3CRI1, las lesiones aterosclerdticas muestran menos
monocitos que los controles. En resumen, la progresion de la lesion
aterosclerdtica depende de la acumulacion de monocitos y, por tanto, la
interaccion CX;3;CL1-CX;CR1 podria constituir un paso critico en el

desarrollo de dicho proceso (Ludwig &  Weber, 2007).
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El sistema renina-angiotensina (SRA), es un sistema hormonal
complejo que es crucial para la regulacion del balance hidroelectrolitico y
de la presion arterial. La ECA se encuentra principalmente en el plasma y
en la superficie de las células endoteliales, y predomina en el espacio
intravascular. Es la via predominante en la formacion de Ang-II, que
ademas de sus funciones fisioldgicas, se ha demostrado que posee acciones
proinflamatorias (Alvarez et al., 2004; Kramkowski et al., 2006; Piqueras
et al., 2000).

La administracion de IECAs ayudd a descubrir la existencia de las
vias ECA-independientes. La quimasa mastocitaria se ha descrito como la
principal enzima formadora de Ang-II independiente de la ECA. Se
encuentra en los granulos secretores de los mastocitos (Doggrell and
Wanstall, 2004) y se localiza en el corazén y en la adventicia de los vasos
sanguineos, pero no en plasma, siendo predominantemente extravascular
(Borland et al., 2005; Doggrell and Wanstall, 2004). La quimasa se
encuentra inactiva dentro de los granulos secretores de los mastocitos y se
activa con la desgranulacién mastocitaria (Caughey et al., 2000).

El papel de la quimasa en los humanos, se ha deducido
principalmente de estudios bioquimicos y funcionales utilizando la
quimostatina en tejidos homogenizados y en vasos sanguineos aislados.
Pero las técnicas utilizadas para estos estudios pueden sobreestimar su
actividad. Estos hechos sugieren que los estudios in vitro no aportan datos
claros sobre la verdadera relevancia de la quimasa en la conversion de
Ang-1 a Ang-I1.

Ya que tanto en el tejido vascular humano como en el de otros
animales, estan presentes los dos tipos de sistemas generadores de Ang-II,
este estudio es de los primeros que se ha planteado caracterizar

sistematicamente la contribucion de la ECA frente a la quimasa en la
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conversion de Ang-I a Ang-Il mediante el empleo de un modelo
farmacoldgico in vivo.

Por tanto el primer objetivo que nos hemos planteado es:

1% objetivo:
Caracterizar la contribucion de la ECA frente a la quimasa

mastocitaria en la acumulacion leucocitaria inducida por Ang-I.

Por otro lado, en la infiltracion leucocitaria intervienen tanto las
MAC como diversos factores quimiotacticos. Las quimiocinas se
caracterizan por manifestar actividad quimiotactica selectiva para distintos
subtipos celulares (Bazan et al.,, 1997). Distintas quimiocinas han sido
involucradas en la formacion de la lesion aterosclerotica, entre ellas la FRK
(FRK) (Bazan et al., 1997; Imai et al., 1997).

La FRK (CX;CL1), es el unico miembro de la subfamilia CX;C que
se expresa de forma soluble o unida a membrana en el endotelio inflamado.
La presencia de FRK en la pared vascular y su capacidad de actuar como
molécula de adhesion y agente quimiotactico para monocitos y linfocitos
sanguineos, son cualidades que hacen que sea una molécula atractiva para
participar en el proceso de formacion de las lesiones aterosclerdticas
(Lucas et al., 2003, Wong et al., 2002; Ancuta et al., 2003; Geissmann et
al., 2003).

La EPOC, se caracteriza por una disminucidon progresiva e
irreversible de la funcion pulmonar producto de una respuesta inflamatoria
crénica de los pulmones a particulas y gases nocivos, principalmente del
humo de tabaco. Sin embargo, existen claras evidencias de la existencia de
efectos sistémicos asociados al consumo de tabaco, entre los que cabe
destacar la mayor incidencia de enfermedad coronaria, cancer en diferentes

organos ¢ infecciones del tracto respiratorio, tanto agudas como cronicas.
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Objetivos

Estudios recientes sugieren que los linfocitos T CD8" y los monocitos estan
implicados en la patogénesis de la EPOC y que se encuentran activados en
la sangre periférica de pacientes que sufren esta enfermedad (McComb et
al., 2008). Ya que tanto los linfocitos T CD8" como los monocitos
expresan receptores funcionales CX3CR1, cabria esperar que FRK participe
en desordenes cardiovasculares inducidos por el humo de tabaco. Por ello

el segundo objetivo que nos hemos planteado es:

2° objetivo:

Estudiar la inflamaciéon vascular inducida por humo de tabaco,
especialmente en drganos distantes del pulmoén, centrandonos en el posible
papel funcional de CX3CL1 o FRK, ya que ha sido implicada en
aterosclerosis y presentan actividad quimiotdctica sobre leucocitos

mononucleares.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. ESTUDIOS REALIZADOS CON ANIMALES

3.1.1. Estudio de las interacciones leucocito-endotelio inducidas

por Ang-I, CMP48/80 v humo de tabaco mediante el empleo de

la microscopia intravital en el musculo cremaster de raton.

3.1.1.1. Animales
Para la realizacion de estos estudios se emplearon ratones macho
adulto C57BL/6 de 8 semanas de edad (Charles River, Barcelona, Espafia),
ratones deficientes en mastocitos WBB6F1/J-Kit"/Kit"™" (Jackson
Laboratory Bar Harbor, Maine, USA) y ratones deficientes en el receptor
de FRK (CX;CR17, BL/6 background). Estos ratones fueron donados por
el Dr. Andreas Ludwig (Institute of Pharmacology and Toxicology, RWTH

Aachen University, Aachen, Alemania).

3.1.1.2. Mantenimiento de los animales
Los animales se mantuvieron con agua y comida (Harlan Ibérica,
S.A) bajo condiciones controladas de temperatura (22 £ 1 °C), humedad
(40- 45 %) y el adecuado fotoperiodo con luz de 7,30 h a 14,30 h. Todos
los protocolos utilizados en el estudio siguieron las recomendaciones del

comité de uso y cuidados de animales de la Universidad de Valencia.

3.1.1.3. Preparacion de los animales
La preparacion del cremaster de raton se realizd segiin el método
descrito anteriormente (Sanz et al. 2001). En resumen, los ratones con un
peso entre 23-30 g fueron anestesiados (i.p.) con una mezcla de

hidrocloruro de ketamina (50 pg/ml) y medetomidina (1 pg/ml). La vena
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yugular se canuld con un catéter de polietileno para permitir la
administracion intravenosa de anestesia adicional. Posteriormente, se fij0
el raton a la plataforma y se realiz6 una incision en la base de los testiculos
para extraer el musculo cremdster, fijdndolo a la base de la misma. Se
practicd una incision longitudinal con un electrocauterio y se ataron los
extremos con hilos de sutura para extender totalmente la preparacion sobre
la plataforma. Finalmente se coloco un cubreobjetos sobre la preparacion
para observar al microscopio. El musculo se perfundié continuamente con
tampon salino bicarbonatado a 37°C, pH de 7,4 y a una velocidad de
perfusion de 1 ml/min.

La microcirculacion del musculo cremaster se observo a través de un
microscopio ortostatico (Nikon Optiphot-2, SMZ1, Badhoevedorp,
Holanda) con un objetivo 50x (Nikon SLDW), y un ocular 10x. Con la
ayuda de una cdmara de video (Sony SSC-C350P, Colonia, Alemania)
montada sobre el microscopio, se proyectaron las imagenes sobre un
monitor a color (Sony Trinitron PVM-14N2E), grabandose las mismas en
un magnetoscopio (Sony STV-S3000P) que superpone el tiempo y la fecha

para su analisis posterior (Fig. 14).

Figura 14: Foto representativa del equipo de microscopia intravital.
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Para la realizacion del estudio se seleccionaron vénulas y arterias de
20-40 um de diametro. Para la medida del didmetro vascular se emple6 un
"video caliper” (Microcirculation Research Institute, Texas A&M
University, College Station, TX, EEUU). La velocidad de los globulos
rojos (Vrbc), en el torrente sanguineo en estudio, fue también medida en el
momento, utilizando un “optical Doppler velocimeter” (Microcirculation
Reasearch Institute). La medida del flujo sanguineo (Vmean) se determin6
mediante la aplicacion de diversos calculos mateméaticos asumiendo una
geometria cilindrica (Vmean = Vrbc/1,6). Ademas, se calculo el “shear
rate” o fuerza de cizallamiento de la pared vascular (y) basandose en la
definicion newtoniana y = 8 x (Vmean/Dv) s, en la que Dv es el diametro

vascular (House and Lipowsky, 1987).

3.1.1.4. Determinacion de los parametros leucocitarios.

El nimero de leucocitos en fase de rodamiento, adheridos, y
emigrados fueron determinados posteriormente mediante andlisis de las
imagenes grabadas en las cintas de video. Se define un leucocito en fase de
rodamiento cuando su velocidad es inferior a la de los eritrocitos en el
torrente circulatorio. El flujo de leucocitos en fase de rodamiento se calcula
determinando el niimero de leucocitos que cruzan un punto de referencia
del vaso durante un minuto. El mismo punto de referencia se debe utilizar
a lo largo del experimento ya que los leucocitos pueden rodar en una sola
seccion del vaso antes de volver al torrente sanguineo o pasar a convertirse
en leucocitos adheridos. La velocidad de rodamiento (Vwbc) se determind
calculando el tiempo requerido por un leucocito en fase de rodamiento para
recorrer 100 um de microvaso y es expresada en um/s. Un leucocito se
define como adherido al endotelio vascular si permanece estacionado
durante 30 segundos o mas. La adhesion leucocitaria se expresa como el

numero de leucocitos adheridos por 100 pum de vaso. La migracion
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leucocitaria se expresa como el nimero de gldébulos blancos emigrados por
campo visual rodeando el vaso en estudio. Las respuestas leucocitarias se

midieron en 3-5 arteriolas o vénulas diferentes seleccionadas al azar.

3.1.1.5. Estudio de las interacciones leucocito-endotelio
inducidas por Ang-I, CMP48/80 y la combinacion de
ambos estimulos mediante el empleo de la microscopia

intravital en el musculo cremaster de raton.

Protocolos experimentales

En un primer estudio, con el fin de conocer los efectos, establecer la
dosis y el tiempo Optimo para evaluar el efecto de Ang-I, se llevaron a
cabo una serie de ensayos preliminares determinando las interacciones
leucocito-endotelio inducidas por este decapéptido a distintos tiempos y
dosis. Igualmente, a otro grupo de animales se administr6 Ang-II para
evaluar su efecto en este protocolo. En un tercer grupo se evaluo las
consecuencias de la degranulacién mastocitaria mediante administracion
del compuesto 48/80 (CMP48/80). Tanto la Ang-I, como la Ang-II y el
CMP 48/80 se administraron localmente mediante inyeccion intraescrotal
en un volumen de 100 pl. Las medidas se efectuaron a la hora, alas 4y a
las 24 horas en los siguientes grupos experimentales tras recibir los
distintos tratamientos.

A.  Tampon
Ang-I1 (100 nM).
Ang-I (1 nM).
Ang-1 (10 nM).
Ang-I (100 nM).
CMP48/80 (1 pg/ml).

= m o0
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Transcurrido el tiempo establecido, los animales fueron sometidos a
la cirugia correspondiente, el cremaster fue expuesto para su visualizacion
y tras 30 minutos de estabilizacion se procedid a la medida del flujo de
leucocitos en fase de rodamiento, velocidad de rodamiento, nimero de
leucocitos adheridos, nimero de leucocitos emigrados, Vrbc (velocidad de
eritrocitos), didmetro y fuerza de cizallamiento a nivel venular. En las
arteriolas se determino el numero de leucocitos adheridos, Vrbc (velocidad
de eritrocitos), didmetro vascular y fuerza de cizallamiento. Previamente se
demostrd que la dosis de CMP48/80 utilizada en nuestros estudios causo
interacciones leucocito-endotelio en un modelo similar de microscopia
intravital (Gaboury et al., 1995).

Nuestros resultados preliminares demostraron que la exposicion a
Ang-II, Ang-1 o CMP48/80 durante 4 y 24 horas causaban claras
interacciones leucocito-endotelio en arteriolas, si bien a la hora se
detectaron ya en vénulas post-capilares. Se consideré que la dosis de 100
nM Ang-I mostraba un efecto similar a Ang-II cuando ésta era ensayada a
una dosis de 100 nM, igualmente se considerd escoger el tiempo de 4 h
para la realizacion del resto de estudios adicionales.

Basandonos en estos resultados (Ang-I 100 nM, 4 h), se llevo a cabo
un segundo estudio en el cudl se intentd establecer el papel de la ECA y la
quimasa mastocitaria en las interacciones leucocito-endotelio inducidas por
Ang-1. Un primer grupo de animales fue pretratado con un antagonista
selectivo del receptor AT, de Ang-II, el losartdn (10 mg/kg, i.p.). Un
segundo grupo fue pretratado con un inhibidor de la ECA, el enalapril (30
mg/kg, p.o.), 1 hora antes de la inyeccion intraescrotal de Ang-1 100 nM.
Finalmente, el tercer grupo de animales fue pretratado con un inhibidor de
la quimasa, la quimostatina (10 mg/kg, i.p.). Tanto el losartdn como la
quimostatina fueron administrados 30 minutos antes de la inyeccion

intraescrotal de Ang-I 100 nM. Las respuestas leucocitarias de cada grupo
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se evaluaron 4 horas después de la administracion del estimulo. Los grupos

experimentales fueron los siguientes:

TampoOn.

Ang-I (100 nM).

Ang-1 (100 nM) + Losartan (10 mg/kg).
Ang-I (100 nM) + Enalapril (30 mg/kg).
Ang-I (100 nM) + Quimostatina (10 mg/kg).

MY 0w

Estas dosis de losartan, enalapril y quimostatina ya se habian
probado anteriormente en estudios in vivo y se habia observado que
inhibian las respuestas leucocitarias inducidas por Ang-I1, y la actividad de
la ECA y de la quimasa respectivamente (Alvarez et al., 2004; Goto et al.,
2000; Chatterjee et al 2001).

Con el fin de dilucidar el posible papel de la quimasa mastocitaria,
en otra serie de experimentos se administro6 CMP48/80 1ug/ml. Un grupo
de animales fue pretratado con losartan (10 mg/kg, 1.p.). Otro grupo de
animales fue pretratado con enalapril (30 mg/kg, p.o.), 1 h antes de la
administracion intraescrotal de CMP48/80 1 pug/ml. Un tercer grupo fue
pretratado con quimostatina (10 mg/kg, i.p.) y a un ultimo grupo se le
administr6 mepiramina (3 mg/kg), un antagonista de los receptores H; de
histamina, 30 minutos antes de la administracion intraescrotal del
CMP48/80 (1 pg/ml). Al igual que en el protocolo anterior tanto losartan
como quimostatina se administraron 30 minutos antes que el CMP48/80 1

ng/ml. En este caso se establecieron los siguientes grupos experimentales:
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Tampon

CMP48/80 (1 pg/ml).

CMP48/80 (1 pg/ml) + Losartan (10 mg/kg).
CMP48/80 (1 pg/ml) + Enalapril (30 mg/kg).
CMP48/80 (1 pg/ml) + Quimostatina (10 mg/kg).
CMP48/80 (1 pg/ml) + Mepiramina (3 mg/kg).

T WU 0w e

Ya que las respuestas leucocitarias inducidas por el CMP48/80 no se
vieron completamente afectadas por ningin tratamiento (losartan,
enalapril, quimostatina o mepiramina) en la microcirculacion del cremaster
de raton, a excepcion de la velocidad de rodamiento, a otro grupo de
animales se les administrd intraescrotalmente la combinacion de ambos
estimulos, Ang-I (100 nM) y CMP48/80 (1 pg/ml), para observar las
respuestas obtenidas y compararlas con aquellas que se producian cuando
cada estimulo se administraba por separado. En estos experimentos, los
animales fueron pretratados con losartan, enalapril, quimostatina, o con
una combinacion de ambos inhibidores enzimaticos 30 o 60 minutos antes
de la coadministracion via intraescrotal de ambos estimulos. Los grupos

experimentales fueron los siguientes:

Tampon.

Ang-1 100 nM

CMP48/80 (1 pg/ml)

Ang-1 100 nM + CMP48/80 (1 pg/ml)

onw»
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Siguiente protocolo:

A. Tampon.

B. Ang-I 100 nM + CMP48/80 (1 pug/ml)

C. Ang-1 100 nM + CMP48/80 (1 pg/ml) + Losartan (10
mg/kg).

D. Ang-I 100 nM + CMP48/80 (1 pg/ml) + Enalapril (30
mg/kg).

E. Ang-I1 100 nM + CMP48/80 (1 pg/ml) + Quimostatina (10
mg/kg).

F. Ang-I 100 nM + CMP48/80 (1 pg/ml) + Enalapril (30
mg/kg) + Quimostatina (10 mg/kg).

En otro grupo de experimentos, los animales se pretrataron con
cromolin, un agente estabilizador de mastocitos. Se administrd a una dosis
de 100 mg/kg, i.p. 30 min antes y 3,5 h después de la administracion
intraescrotal del estimulo. Ademas, también se anadid esta sustancia al
tampon de superfusion a una concentracion de 0,33 mg/ml segun se habia
descrito previamente (Gaboury et al., 1995). Los grupos experimentales
fueron:

A.  Tampon.

B.  Ang-I 100 nM +CMP48/80 (1 pg/ml).

C. Ang-1 100 nM +CMP48/80 (1 pg/ml) + Cromolin (100
mg/kg).

Para confirmar que efectivamente la quimasa mastocitaria estaba
generando Ang-II a partir de Ang-I, se administré salino o la combinacion
de Ang-I + CMP48/80 a ratones deficientes en mastocitos WBB6F1/J-

Kit"/Kit"™ y se evaluaron las respuestas 4 horas después de la
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administracion del estimulo. Ademés un grupo de estos ratones KO en
mastocitos también fue pretratado con cromolin antes de la administracion

intraescrotal del estimulo. Los grupos experimentales fueron:

A.  TampoOn.

B. Ang-1100nM

C. CMP48/80 (1 pg/ml).

D.  Ang-I1 100 nM +CMP48/80 (1 pg/ml).

E.  Ang-1 100 nM +CMP48/80 (1 pg/ml) + Cromolin (100
mg/kg).

3.1.1.6. Estudio de las interacciones leucocito- endotelio
inducidas por humo de tabaco en ratones salvajes
(CX;CR1") y ratones deficientes en el receptor de FRK
(CX;CR1™) mediante el empleo de la microscopia

intravital en la microcirculacion cremastérica del raton.

Protocolo experimental

El protocolo experimental serd semejante al descrito por Doz y col.
(2008). Los animales (C57BL/6J o deficientes en el receptor de FRK
(CX;CR1), se colocaron en una camara de plexiglas de 19 cm’. El humo
producido por la combustion del cigarrillo se introducia en la cdmara donde
estaban los ratones a un flujo de 25 ml/min. Por tanto, los ratones fueron
expuestos al aire o al humo de 10 cigarrillos diarios (Cigarrillos
normalizados, Universidad de Kentucky con filtro; 3R4F cigarrillos de
investigacion: 15 mg de alquitran y 1,16 mg de nicotina) en dos sesiones de

30 minutos separadas por un espacio de 30-60 minutos.
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Grupos experimentales

Con el fin de investigar el efecto del humo de tabaco sobre las
interacciones leucocito-endotelio en la microcirculacién cremastérica de
ratones salvajes (CX;CR1"7") y ratones deficientes en el receptor de FRK
(CX5CR17), se estudiaron los siguientes grupos experimentales:

A.  Ratones salvajes (CX;CR1™)
B. Ratones CX3CR1'/'

Ambos grupos experimentales se expusieron bien a aire o a humo de
tabaco durante 3 dias y las respuestas se evaluaron 16 horas después de la
ultima exposicion. Transcurrido el tiempo establecido, los animales fueron
sometidos a la cirugia correspondiente, el cremaster fue expuesto para su
visualizacion y tras 30 minutos de estabilizacion se procedio a la medida
del flujo de leucocitos en fase de rodamiento, velocidad de rodamiento,
numero de leucocitos adheridos, nimero de leucocitos emigrados, Vrbc
(velocidad de eritrocitos), diametro y fuerza de cizallamiento a nivel
venular. En las arteriolas se determiné el numero de leucocitos adheridos,
Vrbc (velocidad de eritrocitos), didmetro vascular y fuerza de
cizallamiento.

Una vez finalizada la microscopia intravital, de algunos ratones se
obtuvo el LBA (lavado broncoalveolar) y de otros se guardaron los

pulmones en formol para realizar el estudio inmunohistoquimico.

3.1.2. Estudio y cuantificacion de la desgranulacion mastocitaria

in vivo empleando la tincion con azul de toluidina

El grado de activacion mastocitaria en la microcirculacion
cremastérica se determind utilizando la tincion con azul de toluidina al 1%.
Tras la realizacion de la cirugia la preparacion cremastérica se cubrio

totalmente con la solucidén de azul de toluidina y pasados 2 minutos se
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realizaron varios lavados con la solucion tampon. Se analizaron 5 campos
al azar y se contd el numero de mastocitos desgranulados perivasculares

por 100 um de vaso.

3.1.3. Medida de 1la actividad formadora de Ang-II de las vias

dependientes e independientes de ECA en el musculo cremaster

de raton.

La actividad formadora de Ang-II se determin6é en un homogenado
de cremasters siguiendo el protocolo descrito anteriormente (Li et al.,
2004). En resumen, los cremasters se colocaron en un eppendorf que
contenia 2 ml del tampon NaH,PO, 50 mM, pH 7,4. A continuacién se
homogenizaron utilizando un homogenizador Polytron a 9000 rpm durante
15 seg a 4°C. Una vez conseguido el homogenado, se centrifug6 a 30,000g
durante 20 min a 4°C, se retir6 el sobrenadante y se guard6 el precipitado.
Esta centrifugacion se repitio 2 veces. El precipitado se resuspendio en 0,5
ml de un tampon NaH,PO, 50 mM, pH 7,4, que contenia NaCl 100 mM y
MgCl, 10 mM. Se prepararon unos eppendorf con 25 ul del tampon de
ensayo (Tris-HC1 20 mM, pH 8,0, KCI 0,5 M y Triton X-100 al 0,01%). A
cada tubo se le anadieron 10 pl del precipitado de los cremasters. A

continuacion se realizaron los siguientes tratamientos afiadiendo:

A. 5 ul de tampon de ensayo.

B 5 ul de captopril 100 uM.

C. 5 ul de quimostatina 10 uM.

D 2,5 ul de captopril + 2,5 ul de quimostatina.

Pasados los 45 minutos de preincubacion a 0°C, se afiadieron 10 pl

de Ang I 1 mM a los 40 pl totales del extracto cremastérico y se incubaron
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durante 100 minutos a 37°C. Una vez transcurrido este tiempo se anadieron
300 pl de etanol 96° para detener la reaccidon. Las proteinas precipitadas se
eliminaron mediante centrifugacion, y el sobrenadante, que contenia las
angiotensinas se deseco eliminando completamente el etanol. Los niveles
de Ang-II se determinaron con un kit de ELISA de alta sensibilidad

(SPIbio, Montigny, le Bretonneux, Francia).

3.1.4. Estudios histologicos e inmunohistoquimicos.

3.1.4.1. Estudio inmunohistoquimico de la expresion de la
ECA en vénulas y arteriolas de la microcirculacion del

musculo cremaster de raton.

Preparacion de las muestras y protocolo experimental.

En un primer estudio la inmunohistoquimica se realizd para detectar
presencia de la ECA, tanto en vénulas como en arteriolas de la
microcirculacidon cremastérica en los ratones salvajes (C57BL/6) y en los
ratones deficientes en mastocitos (WBB6F1/J-Kit"/Kit"") tratados con
salino, Ang-I, CMP48/80 y Ang-I+CMP48/80. Una vez finalizada la
microscopia intravital, se aislé el cremaster y se fij6 con una solucion
extempordnea consistente en metanol (60%), cloroformo (30%) y acido
acético glacial (10%). Se dejé 30 minutos en esta solucidon y se guardd en
nevera con etanol al 80 % hasta su procesamiento. El cremaster se incluyo
en parafina y se realizaron cortes de 4 pum. Las muestras fueron
desparafinadas en estufa a 56°C durante 15-30 minutos. A continuacion se
hidrataron pasandolas por xilol y alcoholes decrecientes (100%, 80%, 70%)
y se lavaron con PBS. A continuacion, se inhibi6 la peroxidasa endogena
con una mezcla de metanol y peroxido de hidrogeno (H,O,, 110

volumenes) durante 30 minutos, y se realizaron 3 lavados con agua
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destilada. Las preparaciones se incubaron con el anticuerpo monoclonal
frente a ECA de ratén (dilucidon 1:100) durante 1 h, posteriormente se
lavaron con PBS y se afiadio el anticuerpo secundario (segin instrucciones
del kit Em-Vision). Transcurridos 15 minutos, se revelaron con DAB
(diamino bezamida) dilucidénl:50, se lavaron con agua destilada y se
contrastaron con hematoxilina. Finalmente las preparaciones se
deshidrataron utilizando alcoholes crecientes (70%, 80%, 100%) y xiloles y
se montaron con un cubre y medio de montaje (Entellan).

La tincion se considerd positiva cuando se observd una coloracion
marrén alrededor de las vénulas y de las arteriolas.

Con las mismas muestras se llevdo a cabo la tincién con azul de
toluidina para detectar los mastocitos en las distintas preparaciones. Una
vez desparafinadas, las muestras se sumergieron en una solucion de azul de
toluidina 1% durante 5 minutos y se lavaron con agua destilada. A
continuaciéon se deshidrataron y se montaron con el mismo medio de
montaje. Los matocitos desgranulados adquirieron una coloracion azul-

violacea, distinguiéndose asi de aquellos sin desgranular.

3.1.4.2. Estudio inmunohistoquimico de la expresion de
FRK en vénulas y arteriolas de la microcirculacion del

musculo cremaster de raton.

Preparacion de las muestras y protocolo experimental.

En un segundo estudio, se evalud la expresion de FRK en Ia
microcirculacion cremastérica tanto en vénulas como en arteriolas de los
ratones salvajes (CX;CR17") expuestos bien a humo de tabaco o a aire
siguiendo un protocolo idéntico al explicado en el apartado 3.1.1.6 de este
mismo capitulo. En este caso, las preparaciones se incubaron con el

anticuerpo frente a FRK de raton (dilucion 1:100) durante 1 h.
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Posteriormente se lavaron con PBS y se afiadio el anticuerpo secundario
(seglin instrucciones del kit Em-Vision). Transcurridos 15 minutos, se
revelaron con DAB (diamino bezamida) diluciénl:50, se lavaron con agua
destilada y se contrastaron con hematoxilina. Finalmente las preparaciones
se deshidrataron utilizando alcoholes crecientes (70%, 80%, 100%) y
xiloles y se montaron con un cubre y medio de montaje (Entellan)

La tincion se considerd positiva cuando se observo una coloracion

marron alrededor de las vénulas o arteriolas.

3.1.4.3. Estudio de la expresion de la quimasa mastocitaria
en vénulas y arteriolas de la microcirculacion del musculo

cremaster de raton mediante inmunofluorescencia.

Preparacion de las muestras y protocolo experimental.

En este estudio, la inmunofluorescencia se llevd a cabo para
visualizar las areas donde se localizaba la quimasa mastocitaria, tanto en
vénulas como en arteriolas de la microcirculacion cremastérica en los
ratones salvajes (C57BL/6) y en los ratones deficientes en mastocitos
(WBB6F1/J-Kit"/Kit"™) tratados con salino, Ang-I, CMP48/80 y Ang-
[+CMP48/80. El protocolo que se realizd fue similar al descrito en el
apartado 3.1.4.1, con la diferencia de que las preparaciones se incubaron
con proteinasa K diluida 1:40 durante 8 minutos para desenmascarar el
antigeno y seguidamente se bloquearon con suero de caballo al 5% en PBS
para bloquear las respuestas inespecificas. A continuacién se incubaron
con el anticuerpo primario durante toda la noche a 4°C y después 1 hora a
37°C. Para detectar la quimasa mastocitaria se utiliz6 un anticuerpo
policlonal anti-mMPC-4 de raton, generado en conejo (dilucion 1:50). A
continuacion se lavaron con PBS durante 10 min (3 veces) y

posteriormente las preparaciones se incubaron con un anticuerpo generado
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en cabra frente a conejo marcado con Alexa 635 (dilucion1:500) durante
45 minutos a temperatura ambiente. Tras varios lavados con PBS,
finalmente se montaron con SlowFade Gold antifade reagents. Las
imagenes se tomaron en verde mediante microscopia confocal (Leica
TCS/SP2, Solms, Germany) a 630x aumentos.

La reaccion se considerd positiva cuando se observo fluorescencia

verde alrededor de los vasos.

3.1.4.4. Estudio histolégico de preparaciones de pulmon de

raton mediante la tincion de hematoxilina-eosina.

Preparacion de las muestras y protocolo experimental.

Los pulmones de los ratones salvajes (CX;CR17")

y de los ratones
deficientes en el receptor de FRK (CX;CR17") expuestos a humo de tabaco
0 a aire se incluyeron en parafina y se realizaron cortes de 4 um. Las
muestras fueron desparafinadas, hidratadas y pretratadas siguiendo el
mismo protocolo descrito en el apartado 3.1.4.1. Una vez inhibida la
peroxidasa endogena con una mezcla de metanol y peroxido de hidrogeno
(H,0O,, 110 voltimenes) se llevd a cabo la tincién con hematoxilina-eosina.

Después de realizar 3 lavados con agua destilada las preparaciones se

deshidrataron y montaron de la misma manera que en el apartado 3.1.4.1.

3.1.4.5. Estudio de los diferentes tipos celulares presentes
en el lavado broncoalveolar de raton mediante recuento

celular en camara de Neubauer y tincion diferencial.

Obtencidn del lavado brocoalveolar (LBA).
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El ratén anestesiado, se fij6 a un soporte, se aisld parcialmente la
trdquea y se canul6. Con la canula inmovilizada se introdujeron 600 ul de
salino en los pulmones del raton y se extrajo el mismo volumen con ayuda
de una jeringa. Este lavado se repitio un total de 5 veces. Tras la obtencion
de aproximadamente 3 ml de LBA, los tubos se centrifugaron 10 min a
1200 rpm y el sobrenadante se guardo a -80°C. Las células se
resuspendieron en 500 ul de salino. E1 LBA se obtuvo tanto de los ratones
salvajes (CX3CR1"") como de los ratones deficientes en el receptor de

FRK (CX3;CR17") expuestos bien a aire 0 a humo de tabaco.

Recuento con cdmara de Neubauer y tincion diferencial.

El recuento de las células totales se hizo con la camara de
Neubauer. Se realiz6 un dilucion 1/2 de la suspension de células con azul
de tripan al 0,4 %. Ademas se hizo una extension celular por citospin para
realizar una tincién diferencial que nos permitido determinar el porcentaje
de cada tipo celular presente en las muestras. Para ello se utilizo la tincion
rapida para hematologia que consta de tres soluciones distintas:

» 0,0002 % de cristal violeta en metanol (20 seg).
» 0,08 % de eosina en tampon pH=7 (40 seg).
» 0,2 % de azul B en tampon pH= 7 (40 seg).

3.1.5. Amplificacion por la reaccion en cadena de la polimerasa

(PCR) de los receptores AT, v AT, de raton.

Extraccion de ARN

Para determinar la expresion de los receptores AT, y AT;g en el
musculo cremastérico, los cremasters se congelaron en nitrégeno liquido y
se guardaron a — 80°C. La extraccion de ARN total se realizé siguiendo las

intrucciones del manual del kit RNeasy minikit.
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Una vez obtenido el ARN total se cuantifico mediante
espectrofotometria  utilizando el  espectrofotometro ~ Nanodrop
(Technologies, EEUU) detectando el ratio de absorbancia 280/260. A
continuacion se obtuvo ADNc a partir de ARN mediante la accién de una

retrotranscriptasa.

Retrotranscriptasa inversa (RT).

Para la conversion del ARN en ADNc, el ARN se somete a la accion
de la enzima retrotranscriptasa inversa. La enzima retrotranscriptasa que se
utilizé6 fue la “MultiScribe TM Reverse Transcriptase” de Applied
Biosystems (50 U/ul). La RT se realizé con un kit (High-Capacity cDNA
Reverse Transcription kit, Applied Biosystems, EEUU) siguiendo las
instrucciones del proveedor.

La mezcla de RT se preparo6 con los siguientes reactivos:

REACTIVOS VOLUMEN (2X)
Tampon de RT 10x 18 pul

Mezcla de dinucleotidos 25x 7.2 ul

cebadores 10x 18 ul

Enzima retrotranscriptasa 9 ul

Agua DEPC 37.8 ul

Tabla 5: Reactivos y volumenes utilizados en la RT para la determinacion de la
expresion de los receptores AT s y AT en el musculo cremadster de raton.

Se utiliz6 el mismo volumen de muestra que de mezcla de RT.
Después las muestras se llevaron al termociclador siguiendo
diferentes ciclos que fueron:
o 25°C durante 10 minutos.
o 37°C durante 2 horas.
o 4°C (indefinido).
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El ADNCc obtenido se guardo6 a -20°C.

PCR semicuantitativa.
Las reacciones de amplificacion se realizaron a partir de las
indicaciones suministradas en el kit de PCR GoTaqflexi DNA polimerasa.

La composicion de la reaccion se detalla en la siguiente tabla:

REACTIVOS VOLUMEN (50 pl)
Tampon para PCR verde 5x 10 pl

MgCl, 2 ul

Mezcla de nucleotidos PCR 1 ul
Oligonucleotidos con sentido 1 ul
Oligonucleotidos anti-sentido 1 ul

Taq Polimerasa (5U/ pl) 0,25 ul

Agua DEPC 32 ul

Tabla 6: Reactivos y volumenes utilizados en la PCR para la determinacion de la
expresion de los receptores AT 5 y AT en el musculo cremadster de raton.

La solucion de cada oligonucle6tido especifico utilizado en cada
reaccion (cebadores), se prepard a una concentracién 50 uM. La reaccion
se llevd a cabo en un volumen total de 50 pl, a partir de 2 pl de ADNc
procedente de la reaccion de retrotranscripcion, en un termociclador PTC-

100 Peltier Termal Cycler (Bio-Rad, Madrid, Espafia).
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Tamano

Gen Ollqo.- Secuencia de
nucleétido
producto

ATI Sentido 5'-GACCAACTCAACCCAGAAAAGC-3’ 340 b

A Anti-sentido 5"-CGAAGCGATCTTACATAGGTG-3’ p
ATI Sentido 5'- GCAGCATTTAGCTAGACAGTTC -3° 488b

B Anti-sentido 5- GCCTAGCAAATCTTAACACAC-3’ p
B-actina Sentido 5-GTGGGCCGCTCTAGGCACCAA-3’ 539 bp

Anti-sentido

5-CTCTTTGATGTCACGCACGATTTC -3’

Tabla 7: Secuencias de los oligonucleotidos utilizados en la PCR de AT o y ATp.

El programa de amplificacion que se llevd a cabo en el termociclador se

muestra en la siguiente tabla:

Proceso Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion 95°C 2 minutos
Desnaturalizacion 95°C 1 minuto
Anillamiento 57°C 1 minuto 35 ciclos
Elongacion 72°C 1 minuto
Elongacion 72°C 5 minutos
4°C indefinido

Tabla 8: programa de amplificacion por PCR.

Las muestras se guardaron a -20°C.

Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis a un

voltaje constante de 50 V en gel de agarosa 1,5% y se visualizaron por

tincidén con bromuro de etidio con luz ultravioleta. Para realizar los geles

de agarosa se utilizo el tampon TAE (Tampon Tris-Acetato-EDTA) al que

se afiadio un 5 % (v/v) de bromuro de etidio 10 mg/ml y agarosa al 1,5 %.

Para la cuantificacién del ADNCc los diferentes receptores se midié la

intensidad de las bandas por densitometria empleando el programa Image J

(Rasband, WS, National Institutes of Health, Maryland, USA). Sobre las

imagenes digitales de 8 bits se seleccionaron las bandas. El programa

gener6 un grafico de perfil de intensidad, se defini6 el area de interés y se

obtuvieron las medidas de las areas seleccionadas. Las mediciones se
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realizaron por triplicado. La normalizacion se realizd a partir de la

intensidad de las bandas control del gen de la B-actina.

PCR cuantitativa.
Para la PCR cuantitativa, se emplearon los oligonucleotidos ya
disefiados por Applied Biosystems (“predevelopment assay reagents),

cuyas referencias se muestran en la siguiente tabla:

Gen Referencia

ATia MmO00616371 ml

ATp MmO01701115 ml
GAPDH de ratén 4352339E

Tabla 9: Referencias de los genes utilizados para la PCR cuantitativa de AT o y ATp.

Se prepar6 una mezcla que contenia agua DEPC, los
oligonucledtidos de cada gen y la mezcla para PCR (Universal Master
Mix, Applied Biosystems, EEUU). La PCR se realizé en un volumen final
de 50 ul que contenia 5 ul de ADNCc, en una placa para PCR de 96 pocillos
(MicroAmp TM, Fast Optical 96-well Reaction Plate with Barcode,
Applied Biosystems, EEUU) utilizando 7900HP Fast de Applied
Biosystems.

El método empleado para la obtencion de datos cuantitativos sobre
la expresion relativa del gen fue el método comparativo C, (método AAC,),
tal y como es descrito por los proveedores. El gen elegido como control

endogeno fue el de la GAPDH (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa).

3.2. ESTUDIOS REALIZADOS CON CELULAS HUMANAS

Todos los estudios realizados con muestras de voluntarios humanos

se han llevado a cabo siguiendo los acuerdos obtenidos en la Declaracion
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de Helsinki, ademéas fueron aprobados por el comité ético institucional del

Hospital Clinico Universitario de Valencia, Espafia.

3.2.1. Obtencion de extracto acuoso de humo de tabaco (EHT)

Para la obtencion del EHT se sigui6 el método descrito previamente
por Edirisinghe et al (2008) y se utilizaron cigarrillos normalizados sin
filtro (Universidad de Kentucky, 3R4F cigarrillos de investigacion). Estos
cigarrillos se sometieron a una combustion en una bomba (Harvard,
Massachusetts, USA) que permitia burbujear el humo de 1 cigarrillo
durante 2 minutos en 10 ml de medio cultivo EGM-2 con penicilina y
estreptomicina pero sin FBS ni heparina. A continuacién, el extracto se
hizo pasar por un filtro con un didmetro de poro de 0,22 um y se ajusto el
pH a 7,4. Posteriormente, para estandarizar las preparaciones se midio la
absorbancia a una longitud de onda de 320 nm debiendo presentar una
densidad optica de 0,86 + 0,05 en un espectrofotometro. Siguiendo este
protocolo se obtuvo el EHT al 10%. Este extracto antes de ser utilizado
para el tratamiento de los cultivos celulares, se volvid a filtrar en la
campana de flujo para evitar posibles contaminaciones. El EHT se utiliz
siempre durante los primeros 30 min después de su obtencion. Las dosis

empleadas inicialmente fueron de 0,1, 0,3, 1y 3 %.

3.2.2. Obtencion de cultivos de células endoteliales humanas

Para la obtencion de células endoteliales de arteria o de vena de
cordon umbilical humano (HUAECs o HUVECs), se emplearon cordones
umbilicales siendo indispensable no haber transcurrido mas de 12 horas
desde el parto. El cordén se limpid por fuera y por dentro con PBS a 37°C,
y se perfundié la vena o la arteria con colagenasa (I mg/ml a 37°C).
Transcurridos 20 minutos, se recogio el contenido, se lavé de nuevo el vaso

del cordon con medio (con suero fetal bovino) y se centrifugd a 1100 rpm,
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7 minutos a 20°C. Se elimind el sobrenadante y las células se
resuspendieron en medio especifico EBM-2 suplementado con EGM-2 y
10% de suero fetal bovino (FBS). Las células obtenidas se cultivaron en un
frasco de cultivo celular de 25 cm?, hasta llegar a la confluencia del 95%,
posteriormente las células fueron tripsinizadas y cultivadas en las
correspondientes placas o frascos de cultivos para realizar cada
experimento. Antes de la realizacion de cada experimento, las células se
incubaron durante 16 horas con medio EBM-2 que contenia 1% de FBS, y

en estas condiciones también se realizaron las estimulaciones.

3.2.3. Aislamiento de leucocitos mononucleares a partir de

sangre periférca.

Los leucocitos mononucleares periféricos humanos (PBMC) se
obtuvieron a partir de sangre de voluntarios sanos mediante centrifugacion
en gradiente de densidad con Ficoll Hypaque. A la sangre se le afiadi6 1/3
del volumen total de dextrano 20%. Se esper6 durante 40-50 minutos y se
recogiod la fase superior. A esta fase, se le afiadieron 15 ml de HBSS sin
calcio ni magnesio y se centrifugdé a 1200 rpm durante 10 minutos. A
continuacion se retird el sobrenadante y se resuspendi6 el precipitado en 2
ml de HBSS sin calcio y magnesio. Esta solucién se hizo resbalar por la
pared de unos tubos que contenian 2 ml de Ficoll y se centrifugaron 20
minutos a 1700 rpm. Se recogid la interfase donde se encontraban los
mononucleares y se anadieron 6 ml de HBSS. Se centrifugé a 1200 rpm, 10
minutos. El precipitado se lavo 2 veces con Sml de HBSS y se centrifugo a
1200 rpm, 10 min. Finalmente las células se resuspendieron en 1 ml de

HBSS y se contaron en el contador automatico.
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3.2.4. Estudio de las interacciones leucocito-endotelio bajo

condiciones de flujo.

Para este estudio se empled la técnica de la camara de flujo porque
permite la visualizacion de la adhesion celular bajo condiciones dindmicas
de flujo y permite mimetizar las condiciones fisiologicas. Ademas, la
visualizacion de los diferentes eventos que suceden en la adhesion celular,
pueden ser cuantificados al poder procesar las imagenes detenidamente.

Para ello, se sembraron HUAEC y HUVEC en placas de 35 mm de
diametro recubiertas de fibronectina (concentracion 5,5 pg/ml). Una vez
alcanzada la confluencia y tras el tratamiento correspondiente de las
células, las placas se colocaron en una camara de flujo paralelo (Dynamic
flow assay in a parallel plate flow chamber, GlycoTech flow, EEUU).

El sistema de la camara de flujo, consiste en una camara que se
acopla a las placas de cultivo de 35 mm de didmetro. Esta camara tiene tres
puntos de insercidon. Dos de estos puntos estan enfrentados, de modo que se
les inserta una goma de silicona y forman un canal cerrado por el que se
hace pasar la solucion que contiene las células sanguineas en suspension o
la sangre entera. El tercer punto de insercion se acopla a una bomba de
vacio.

De este modo, en la camara de flujo se crea un canal de flujo sobre la
monocapa endotelial, y mediante una bomba de succidn se establecen las
condiciones experimentales de velocidad de perfusion. Asi se consigue un
flujo constante de células sanguineas humanas en suspensiéon o de sangre
entera humana sobre la monocapa de cé€lulas endoteliales emulando las
condiciones humanas de flujo sanguineo sobre el endotelio.

Para poder visualizar los eventos de adhesion celular, se debe colocar
la camara acoplada a la placa de cultivo, sobre un microscopio invertido de

contraste de fases. Las interacciones se visualizan, utilizando un objetivo

112



20x y un ocular 10x. Las imagenes son grabadas en cintas de video para su

posterior analisis.

Flow Chamber

Camera &

HUAEC o HUVEC
Recorder <

ope
/ Microbubbles

Gasket

36mm culture dish

126pm $

Out & & In

Figura 15: Esquema de la Camara de Flujo paralelo (Flow Chamber)

Protocolo experimental general de la camara de flujo

Antes de comenzar cada ensayo se perfundi6 una soluciéon de HBSS
sin calcio y magnesio, atemperada a 37°C, para ajustar el flujo a 0,156
ml/min (que corresponde a un estrés de rozamiento de 1 dina/cm’®). A
continuacion se perfundié la solucion de sangre entera humana o la
suspension de las células sanguineas humanas aisladas en HBSS (con Ca™
y Mg™) dependiendo del ensayo que se iba a realizar y se grabaron al
menos 5 campos durante 10 segundos cada uno, para poder ser analizados
posteriormente. Los leucocitos en fase de rodamiento se identifican
facilmente ya que fluyen mas lentamente que el resto de células que fluyen
libremente. Aquellos leucocitos que establecen un contacto estable con la
monocapa endotelial durante al menos 10 segundos se consideran como
adheridos. Se contabilizaron tanto las células en rodamiento, como las
células adheridas mientras el medio seguia en perfusion continua.

Para poder medir las interacciones leucocito-HUAEC y leucocito-
HUVEC, se hicieron crecer los cultivos celulares de HUAEC y HUVEC en

primer pase, hasta la confluencia. Se hizo un lavado con PBS a 37°C, y se
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procedid a incubar las células con el medio EBM-2 con factores de
crecimiento y FBS 1%. Transcurridas 24 h se aplicaron los diferentes

tratamientos.

3.2.4.1. Interacciones leucocito-endotelio en HUAECs y
HUVEC:s estimuladas con EHT.
En este primer estudio, con el fin de estudiar la implicacion de FRK
en la acumulacion leucocitaria inducida por EHT 1%, se estimularon las
células HUAEC y HUVEC con EHT 1% durante 24 h. 10 minutos antes de

realizar el experimento las células se incubaron con los siguientes

tratamientos:
A.  Medio
B. EHT 1%
C. EHT 1% + MOPC-21 (5 ug/ml)
D.  EHT 1% + anti- CX3CL1 (5 pg/ml).
E. EHT 1% + anti -VCAM-1 (5 pg/ml).
F. EHT 1% + anti- CX;CL1 + anti- VCAM-1.

El MOPC-21 (5 pg/ml) es un anticuerpo monoclonal empleado como
control. Los anticuerpos control y neutralizantes, tanto el anticuerpo
monoclonal anti-CX;3CL1 (5 pg/ml) que se utilizé para bloquear el dominio
extracelular de FRK, como el anticuerpo monoclonal anti-VCAM-1 (5
ng/ml) se anadieron 10 minutos antes de colocar la placa en el microscopio
y observar las interacciones leucocito-endotelio en la monocapa celular. La
suspension de leucocitos mononucleares (1x10° células/ml), aislada por el
método estandar separacion por centrifugacidon sobre un gradiente de
Ficoll-Paque, se hizo pasar a la velocidad de 0,156 ml/min (1 dina/cm?)

durante 1 minuto y a continuacidon se observaron 5 campos y se
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contabilizaron tanto las células adheridas como las que estaban en fase de
rodamiento.

A continuacion se llevd a cabo otra serie de experimentos para
evaluar la implicacion de las MAPK y de NF«kB en la acumulacién de
leucocitos mononucleares inducida por EHT 1% en HUAEC. En este caso,
las células HUAEC se pretrataron con un inhibidor especifico de ERK1/2
(PD098059) a la concentracion de 20 uM, o el inhibidor de p38 MAPK
(SB202190) a la concentracion de 20 uM, o con MOL294, que es un
inhibidor de NF-kB, a la concentracion de 2,5 mM. Transcurrida 1 h tras el

pretratamiento, las células se estimularon con EHT 1% durante 24 h.

A.  Medio

EHT 1%
C. EHT 1% +MOL29%4 (2,5 mM).
D.  EHT 1% + PD098059 (20 uM).
E.  EHT 1% + SB202130 (20 uM).

Transcurridas 24 horas se llevo a cabo el experimento. El mismo dia
del experimento, se aislaron los leucocitos mononucleares y se prepar6 una
solucion  (1x10° células/ml) que se perfundid sobre la monocapa de
HUAEC durante 5 minutos a una presion de 1 dina/cm®.

En otra serie de experimentos, con el fin de estudiar la participacion
de los procesos oxidativos en la acumulacion de leucocitos mononucleares
al endotelio arterial estimulado con EHT 1%, se procedio a la

preincubacion de las células con:

A.  Medio
EHT 1%
C.  EHT 1% + Alopurinol (30 mM)

o

EHT 1% + Apocinina (30 mM)
EHT 1% + SOD (200 UI)

e
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EL alopurinol es un inhibidor enzimatico de la Xantina Oxidasa
(X0), la apocinina inhibe la NADPH oxidasa y la SOD (Superoxido
dismutasa) es una enzima que se encarga de dismutar al anion superoxido.
Transcurrida una hora después de haber realizado estos tratamientos, las
células fueron estimuladas con EHT 1%. Tras 24 horas de incubacion se
realizo el experimento. En este experimento, igual que en el anterior, se
perfundio la solucion de células mononucleares (1x10° células/ml) durante

. .y . 2
5 minutos a una presion de 1 dina/cm”.

3.2.5. Silenciamiento de TNFa en HUAEC mediante transfeccion

con ARN de interferencia.

La transfeccion de las células endoteliales se llevo a cabo con ARN
de interferencia (ARNI1) control el cudl no presenta ninguna diana conocida
en el genoma humano o con una mezcla de 4 ARN especificos previamente
disefiados y validados para el silenciamiento de ARNm de TNFa siguiendo
las indicaciones del proveedor. El reactivo de transfeccion utilizado fue
Lipofectamina ARNiMAX. En primer lugar, y con el fin de optimizar las
condiciones de transfeccion, se llevaron a cabo una serie de ensayos
iniciales, en los cuales se utilizaron diferentes concentraciones de ARNi y
volimenes del reactivo de transfeccion de acuerdo con las indicaciones del
kit de Lipofectamina ARNiMAX. Para estos ensayos el protocolo fue el
siguiente:

Inicialmente, las células se sembraron en frascos de cultivo, cuando
alcanzaron la confluencia se tripsinizaron y se sembraron en placas de 35
mm? de didmetro. Tras alcanzar una confluencia del 60- 80 %, una hora
antes de la transfeccion, se lavaron las células con PBS y se afiadio 900 pl

de medio EBM-2 sin suero y sin antibidtico.
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Paralelamente, se prepar6 la mezcla final de la transfeccion a partir
de dos mezclas iniciales (Solucion A y Solucién B). Para preparar la
Solucion A se aniadid el ARNi (segun las proporciones indicadas) a 50 pl
de medio Opti-MEM-I sin suero. La Solucion B se prepar6 anadiendo la
Lipofectamina (segun las proporciones indicadas) a 50 ul de medio Opti-
MEM-I sin suero. Tanto la Solucion A como la Soluciéon B se incubaron
por separado durante 5 min a temperatura ambiente. Tras este periodo, se
mezclaron ambas soluciones, y la mezcla final de transfeccidon se incub6
durante 20 min a temperatura ambiente para la formacién de los complejos
Lipofectamina-ARNi. Una vez transcurrido el tiempo de incubacidn, las
mezclas se afadieron a las placas con las células endoteliales y se
incubaron durante 5 h a 37°C. Transcurrido este periodo de tiempo, se
cambi6 el medio de transfeccion por medio EBM-2 suplementado con un
20% de SBF y antibioticos. Finalmente, las células se incubaron durante 24
ha37°C.

Con el fin de comprobar la eficiencia de transfeccion, tras las 24 h de
incubacion, las células se lavaron con PBS y se extrajo el ARNm por el
método del Trizol, y se amplificaron mediante RT-PCR cuantitativa
(ambos procedimientos estdn detallados en el apartado 3.1.5 de
experimentos realizados con animales).

Tras el analisis de los datos, se seleccionaron las condiciones
optimas de transfeccion las cuales fueron: una concentracion final de ARNi
de 50 nM y un volumen de lipofectamina de 2,5 pl. Con estas proporciones,
se observo un 80 % menos de expresion de los niveles de ARNm de TNFa
en las células transfectadas con ARNi para TNFa con respecto a las células
transfectadas con ARNi control (los resultados se muestran en la Figura
36).

En los sucesivos estudios de transfeccion se siguid un procedimiento

similar al anterior, pero se utilizaron Unicamente las proporciones Optimas
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de lipofectamina (2,5 pl) y de ARNi (50 nM). Para los estudios de
citometria de flujo y de camara de flujo las células fueron incubadas con
los diferentes tratamientos 24 h después de ser transfectadas.

De este modo, 24 h después de haber realizado la transfeccion, las
células HUAEC se lavaron y se preincubaron con EHT 1% durante 24 h
mas. Posteriormente se aislaron leucocitos mononucleares y se llevo a cabo
el experimento en la camara de flujo. Los tratamientos se llevaron a cabo
tanto en las placas control como en las que el ARNm de TNFa habia sido
silenciado. Los tratamientos fueron los siguientes:

A. Medio (control).

B. EHT 1% (control).

C. Medio (células con TNFa silenciado).
D. EHT 1% (células con TNFa silenciado).

Con estas cé¢lulas se realizaron experimentos tanto de de camara de

flujo como de citometria de flujo.

3.2.6. Estudios realizados con citometria de flujo

3.2.6.1. Determinacion de la expresion del receptor de
FRK (CX;CR1) en sangre entera de voluntarios sanos y

pacientes EPOC

Preparacion de las muestras y protocolo experimental.

En este estudio se pretendia evaluar la expresion de CX;CR1 en
leucocitos mononucleares humanos, tanto monocitos como linfocitos. En
nuestro estudio se definid la poblacién en estudio, trazando como criterios
de inclusion de los sujetos controles sanos el ser varon y no fumador

mientras que los pacientes EPOC debian ser varones, y presentar una
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espirometria obstructiva definida con un cociente entre el volumen de gas
espirado durante el primer segundo de la espiracion (forced expiratory
volume, FEV)) y el volumen total espirado (forced vital capacity, FVC]) <
70%. La gravedad de la EPOC se estim6 mediante el valor del FEV,,
considerando para el estudio aquellos pacientes cuyo cociente FEV,/FVC
fuera < 70% y el FEV; <30% (EPOC grave). Asi se llevo a cabo el estudio
con 21 hombres que padecian EPOC y 15 controles sanos.

Para ello, se recolectd la sangre entera fresca de voluntarios sanos y
de los pacientes EPOC y se siguid el siguiente protocolo: A las muestras de
sangre (40 ul) se les afiadio 4 ul del anticuerpo monoclonal frente a
CX3CR1 humano marcado con FITC (clon 528728, 1gG, ) y se incubaron
durante 30-45 minutos siguiendo las instrucciones del fabricante, es decir, a
temperatura ambiente y en oscuridad. A continuaciéon se lisaron los
eritrocitos y se fijaron las muestras utilizando el sistema automatico Epics
Q-Prep (Coulter Electronics, EEUU) y se analizaron posteriormente en el
citometro de flujo FACSCanto (BD Biosciences, EEUU) identificando las
diferentes poblaciones leucocitarias por su tamafo (FS) y granularidad
(SS) para poder determinar la media de la intensidad de fluorescencia en
cada una de ellas.

Los tratamientos fueron los siguientes:

A.  Control + salino.

B Control + anticuerpo anti- CX;CRI1.

C.  Sangre de EPOC + salino.

D Sangre de EPOC + anticuerpo anti- CX3CRI1.

En el histograma que muestra FS frente a SS, se selecciond la

poblacion monocitica y linfocitica para determinar la expresion del receptor

de FRK en la misma y el porcentaje de células que lo expresaban.
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3.2.6.2. Determinacion de la expresion de FRK en HUAEC
y HUVEC estimuladas con EHT.

Preparacion de las muestras.

Para determinar los niveles de expresiéon de FRK tanto en HUAEC
como en HUVEC se sigui6 el siguiente protocolo: cuando el cultivo fue
confluente, las células se lavaron con PBS estéril y se les anadié medio
EBM-2 con un 1% de FBS. Transcurridas 24 horas, se volvidé a cambiar el
medio y se trataron con distintas concentraciones de EHT (0,1%, 0,3%,
1%, 3%).

Para ello, una vez transcurrido el periodo de incubacion con el
estimulo (EHT, 24 h) se recogieron las células con una solucién fria de
PBS-EDTA 2 mM, se bloquearon los lugares de union inespecificos con
PBS-BSA 3% y se anadi6 el anticuerpo monoclonal frente a FRK humana
marcado con ficoeritrina (FE) (clon 51637, 1gG, ) (dilucién 1:25 en PBS-
BSA 0.5 %). Tras 1 h de incubacion en oscuridad se fijaron las células en
paraformaldehido (PFA) al 2%. Con el fin de detectar la FRK tanto de la
superficie celular como del citoplasma, las células se permeabilizaron con
una solucion de PBS-BSA PBS-BSA 0,1% que contenia Triton-X 100
0,1%, y se volvieron a incubar con el anticuerpo anti-CX3CL1 durante 1 h a
temperatura ambiente y en oscuridad. A continuacion se centrifugaron, se
lavaron con PBS y se fijaron con PFA 2%. Las células se resuspendieron
en PBS y se analizaron utilizando el citdémetro de fluyjo FACSCanto (BD
Biosciences, EEUU).

Protocolo experimental

En primer lugar, se determin6 la expresion de FRK en HUAEC y
HUVEC estimuladas con diferentes concentraciones de EHT (0,1%, 0,3%,
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1% y 3%) durante 24 h, y como control positivo se empleé TNFa (20

ng/ml). Los tratamientos fueron los siguientes:

WY aw e

Medio

EHT 0,1%

EHT 0,3%

EHT 1%

EHT 3%

TNFa (20 ng/ml)

Transcurrido el tiempo de incubacion, se siguid el protocolo

previamente descrito y se determiné la expresion de FRK por citometria de

flujo.

En una segunda serie experimental, antes de estimular con EHT 1%

durante 24 h, las células se pretrataron durante 1 hora con MOL 294

(inhibidor de NFxB), PD098059 (inhibidor de ERK 1/2) y SB202190,

(inhibidor de p38-MAPK). Se llevaron a cabo los siguientes tratamientos:

A.

m o 0

Control

EHT 1%

EHT 1% + MOL29%4 (2,5 mM)
EHT 1% + PD098059 (20 uM)
EHT 1% + SB202190 (20 uM)

Tras estimular con EHT al 1% durante 24 h, las células se analizaron

por citometria de flujo.

En una tercera serie experimental, las células fueron pretratadas con

alopurinol (inhibidor de la XO), apocinina (inhibidor d¢e NADPH oxidasa)

y SOD. En estos experimentos los tratamientos fueron los siguientes:
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Control.

EHT 1%

EHT 1% + Alopurinol (30 mM)
EHT 1% + Apocinina (30 mM)
EHT 1% + SOD (200 UI)

m o 0w >

Al igual que en el experimento anterior, una vez transcurrida 1 hora
del pretratamiento, las células fueron estimuladas con EHT 1% durante 24
h. Transcurrido este tiempo se determind la expresion de FRK por
citometria de flujo.

En una cuarta serie de experimentos, se silencid la expresion de
ARNm de TNFa en las HUAEC, siguiendo el procedimiento que se
describio en el punto 3.2.5 de este mismo capitulo. Una vez realizado el
silenciamiento se estimularon las células con EHT 1% durante 24 h
siguiendo estos tratamientos:

A. Medio (control).

B. EHT 1% (control).

C. Medio (células con ARNm de TNFa silenciado).
D. EHT 1% (células con ARNm de TNFa silenciado).

Finalmente a las 24 h se determin6 la expresion de FRK por

citometria flujo, siguiendo el mismo protocolo que en los experimentos

anteriores.
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3.2.7. Estudio de la expresion de FRK en HUVEC v HUAEC

mediante inmunofluorescencia indirecta.

La inmunofluorescencia es una técnica ampliamente utilizada en la
deteccidon de proteinas. Para ello se emplean anticuerpos preparados frente a
la proteina que se desea detectar marcados con moléculas fluorescentes. Asi
podemos detectar la union del anticuerpo con el antigeno de la proteina en
estudio por la fluorescencia emitida, que se observa mediante microscopia de

fluorescencia.

Preparacion de las muestras y protocolo experimental.

Las células endoteliales, se incubaron en pocillos de placas de cultivo
celular Lab-teck (NUNC, Termo Fisher Scientific, EEUU), donde se dejaron
crecer hasta alcanzar la confluencia. Seguidamente, se estimularon con EHT
1% y TNFa (20 ng/ml) durante 24 h. El TNFa se empled como control
positivo. Posteriormente se lavaron con PBS y se fijaron con metanol/acetona
(50% v/v) durante 15 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, se
incubaron con la solucion de PBS-BSA 1% con Triton-X100 0,1% durante 1
h para bloquear los lugares de unidn inespecifica y permeabilizar las células.
Seguidamente, se incubaron durante toda la noche a 4°C con los anticuerpos
primarios frente a FRK (dilucion 1:200) diluido en una solucion de PBS-BSA
al 0,1%. Al dia siguiente se realizaron los lavados de las preparaciones para
eliminar el exceso de anticuerpo y se incubaron durante 1 h a temperatura
ambiente con un anticuerpo secundario conjugado con Alexa Fluor 488
diluido 1/1000 en PBS-BSA 0,1%. Posteriormente, se realizaron los lavados
con PBS para eliminar el exceso de anticuerpo secundario.

Por otra parte, para poder visualizar los nucleos celulares se utilizo 4'-
6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) dilucion 1/100 que es un colorante

fluorescente que se une fuertemente al ADN. Las fotomicrografias se
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tomaron con un microscopio de fluorescencia. En ambos protocolos
experimentales que hemos realizado, se tomaron las fotografias de las células
endoteliales con la camara digital Olympus CAMEDIA-C5060 acoplada a un
microscopio Axiolab.

En todos los experimentos de inmunofluorescencia, se realizaron
controles, para ello se siguieron los mismos pasos descritos exceptuando la
incubacion con el anticuerpo primario, confirmando asi que la tincidon
observada era especifica y no se debia al fondo producido por la
fluorescencia del anticuerpo secundario unido inespecificamente. En cada
experimento las fotomicrografias de las preparaciones se captaron en las

mismas condiciones de tiempo y ganancia.

3.2.8. Estudio de la expresion de FRK (CX;CL1) mediante
Western Blot.

Para la determinacion de CX;CL1 en HUAEC y HUVEC se utiliz6
la técnica de Western Blot. E1 Western Blot es una técnica utilizada para la
determinacion de proteinas. La especificidad de la unidon antigeno—
anticuerpo permite la deteccion de una unica proteina dentro de una mezcla
compleja de material proteico.

Se utiliza como criterio de identificacion positivo de una proteina
especifica y para obtener datos cualitativos y cuantitativos sobre la misma,
ya que podemos realizar posteriormente el andlisis densitométrico de las

sefales registradas.
Preparacion de las muestras y protocolo experimental

Para determinar el efecto de EHT sobre la expresion de FRK en

HUAEC y HUVEC, éstas se cultivaron en frascos de 75cm’ y cuando
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alcanzaron la confluencia se estimularon durante 24 h con EHT 1% y con
TNFa. Los tratamientos fueron:

A.  Medio

B. EHT 1%

C. TNFa (20 ng/ml)

Una vez transcurridas las 24 h de estimulacion, las células fueron
lavadas, y se les afiadio una solucion RIPA para extraer las proteinas, que
contiene Tris-HCI como neutralizante para prevenir la desnaturalizacion de
las mismas, el detergente no idénico NP-40, NaCl para prevenir la
agregacion no especifica de las proteina, y el detergente idnico Na-
desoxicolato, para extraer las proteinas. Ademads a esta solucion se afiadio
una mezcla de inhibidores de diferentes proteasas (Aprotinina, Leupeptina
y Pepstatina) y fluoruro de fenilmetilsulfonilo que es un inhibidor de
serinproteasas. Con la ayuda de un raspador las células se separaron y se
recogieron. A continuacion se centrifugaronn a 45.000 g a 4°C durante 10
min para obtener la totalidad del extracto celular. El contenido proteico se
cuantifico, por el método de Bradford (Bio-Rad, Madrid, Espana). Las
muestras se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida al 10 %
en presencia de SDS, para separar las diferentes proteinas en funcion de su
peso molecular. Posteriormente se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa. Las membranas se incubaron con la solucion de bloqueo
TBS-BSA al 3% durante 30 minutos a 37°C y a continuacion se incubaron
durante la noche, a 4°C, con los anticuerpos correspondientes.

Tras la incubacion con el anticuerpo primario de FRK (dilucion 1/500)
se lavaron las membranas cuatro veces con un tampon de lavado (TBS, 0,2%
Tween-20) durante 10 minutos cada vez. Seguidamente se incub6 durante 1 h
con el anticuerpo secundario: anti-IgG de conejo conjugado a la enzima

peroxidasa de rabano (dilucion 1:2000). Por tltimo, se revelaron las
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membranas con el reactivo ECL en el que se produce una banda coloreada al
afiadir el sustrato para la enzima peroxidasa de rabano, y se fotografiaron
utilizando una camara LAS3000 FUJI (Fujifilm, Japon).

Para comprobar que la cantidad de proteina era la misma en cada
muestra, utilizamos un control de carga interno. Asi, al finalizar el revelado
de las membranas, se realizo el estripeado de la membrana con la solucion
comercial especifica Restore Western Blot Stripping Buffer, y se incub6 de
nuevo con la solucion de bloqueo, para seguidamente incubar la membrana
con el anticuerpo monoclonal frente a B-actina humana, producido en
conejo (dilucion 1:1000), durante 1 h a 37°C. Tras realizar cuatro lavados
con la solucion de lavado, se incubd con el anticuerpo secundario anti-
conejo (dilucion 1:2000), durante 1 h a temperatura ambiente. Después de
cuatro lavados con la solucion de lavado se reveld siguiendo el mismo
procedimiento que con el anticuerpo anterior.

Para la cuantificacion de la proteina se midio la intensidad de las
bandas por densitometria empleando el programa Image J (Rasband, WS,
National Institutes of Health, EEUU). Sobre las imagenes digitales de 8 bits
se seleccionaron las bandas. El programa generd un grafico de perfil de
intensidad, se defini6 el area de interés y se obtuvieron las medidas de las
areas seleccionadas.

Las mediciones se realizaron por triplicado. La normalizacion se

realizé a partir de la intensidad de las bandas de [-actina.

3.2.9. Estudios realizados mediante PCR.

3.2.9.1. Estudio de la expresion de FRK en HUAEC y
HUVEC.
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Extraccion de ARN.

En este estudio, con el fin de determinar la expresion de ARNm de
FRK en las cé¢lulas endoteliales de arteria y de vena de cordén umbilical
humano, las células se cultivaron y se pretrataron con diferentes
concentraciones de EHT (0,1%, 0,3%, 1% y 3%) o TNFa 20 ng/ml durante
1 0 4 horas. Transcurrido ese tiempo se lavaron las células y se les anadid
TRIZOL para lisar las células y poder proceder a extraer el ARN. La
extraccion de ARN total se hizo siguiendo el protocolo de extraccion de

ARN con TRIZOL segun las instrucciones del fabricante.

Retrotranscriptasa inversa (RT).

Para la conversion del ARN en ADNCc, el ARN se somete a la accion
de la enzima retrotranscriptasa inversa. Este proceso se llevo a cabo de
manera idéntica al protocolo descrito en el apartado 3.1.5 de

experimentacion con animales. El ADNc obtenido se guardé a -20°C.

Amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de FRK
en HUAEC Y HUVEC.

Para la determinacion de la expresion de ARNm de FRK en HUAEC
y HUVEC se utilizo la técnica de PCR cuantitativa.

La PCR cuantitativa se llevo a cabo de la misma manera que se
explica en el punto 3.1.5.1 de este mismo capitulo. Las referencias de los

cebadores utilizados en este caso se muestran en la tabla 10.

Gen Referencia
FRK Hs00171086
GAPDH humano 42869E

Tabla 10: Referencias de los genes utilizados para la PCR cuantitativa de FRK.
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3.2.9.2. Estudio de la expresion de TNFa en HUAEC.

Con el fin de comprobar el éxito del silenciamiento de ARNm de
TNFa, se realizo una RT-PCR semicuantitativa en las células que se habia
realizado la transfeccion, tal y como se describe en el apartado 3.2.5 de
experimentos realizados con células humanas de materiales y métodos.

Para ello se siguidé el mismo procedimiento que se describe en el
apartado 3.1.5.1 del apartado de experimentacion con animales de
materiales y métodos. En este caso se emplearon la mezcla de cebadores y
sondas para TNFa y GAPDH humano predisefiadas por Applied

Biosystems cuyas referencias se muestran en la siguiente tabla:

Gen Referencia
TNFa Hs99999043 m1
GAPDH 42869E

Tabla 11: Referencia de los genes empleados en el ensayo de PCR

3.3. REACTIVOS

Ang-1I, Ang-I, CMP 48/80, enalapril, captopril, quimostatina,
cromolin (cromoglicato disddico), mepiramina, bromuro de etidio, azul de
toluidina, alopurinol, apocinina, SOD, MOPC-21, PD098059, SB202190,
el cocktail inhibidor de proteasas, el fluoruro de fenilmetilsulfonilo y el
anticuerpo monoclonal frente a B-actina humana, producido en conejo para
western blot fueron comprados a Sigma Chemical Co., Madrid, Espafia.
Los oligonucleotidos de los receptores AT;, y AT;g se compraron a
Sigma Genosis, Reino Unido. Losartan fue donado por Merck Sharp &
Dohme, Madrid, Espana. El hidrocloruro de ketamina (Imalgéne®) fue de
Merial, Lyon, Francia y la medetomidina (Domtor®) se compr6 a Pfizer
S.A., Madrid, Espana. El anti-mMCP-4 de raton fue donado por el Dr.
Guo-Ping Shi (Departamento de Medicina, Hospital de Brigham y de
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mujeres y Escuela Médica de Harvard, Boston, Massachusetts). El
anticuerpo monoclonal frente a la ECA (2E2) y el anti-VCAM-1 (clon
1.G11Bl1, IgG;) se compraron a Santa Cruz Biotechnologies, EEUU. El
Trizol se compro a Life Technologies Paisley, UK. Las sondas de TagMan
y los reactivos para la RT y la PCR se consiguieron de Applied
Biosystems, Morrisville, NC. El anticuerpo Alexa fluor 635 y el slowfade
gold antifade reagent se pidieron a Innogenetics, Barcelona, Espafia. El
Alexa Fluor 488, el DAPI y el medio Opti-MEM-I sin suero se
consiguieron de Molecular Probes Invitrogen, EEUU. El kit para la
determinacion de Ang-II fue de SPIbio, Montigny, le Bretonneux, Francia.
El kit Em-Vision, el DAB, la proteinasa K, el diluyente de proteinasa K y
el diluyente de anticuerpo se compraron a Dako Corporation, EEUU. El
medio de montaje Entellan se consiguié de Merck, Whitehouse Station,
EEUU. El anticuerpo frente a FRK de ratdén para inmunohistoquimica y el
anticuerpo primario de FRK para western blot se compraron a Peprotech,
(Reino Unido) y el anticuerpo secundario anti-IgG de conejo conjugado a
la enzima peroxidasa de rabano a Cell Signaling Technology, EEUU. El kit
RNeasy minikit es de Quiagen, Alemania y el kit de PCR GoTaqflexi DNA
polimerasa es de Promega Corporation, EEUU. El Ficoll Hypaque y el
reactivo ECL se compraron a GE Healthcare, Amersham, Reino Unido y el
HBSS sin calcio ni magnesio, el medio EBM-2 y el PBS a Lonza Ibérica,
Espafia. El anticuerpo monoclonal anti-CX;CL1 utilizado en la cdmara de
flujo, el anticuerpo monoclonal frente a CX;CR1 humano marcado con
FITC (clon 528728, 1gG;) y el anticuerpo monoclonal frente a FRK
humana marcado con ficoeritrina (FE) (clon 51637, 1gG;) se compraron a
R&D Systems, EEUU. El MOL294 fue cedido generosamente por el Dr.
Michael Kahn, Departmento de Patologia, Universidad de Washington,
Seattle, EEUU. El ARN de interferencia (ARNi) control y la mezcla de 4

ARN especificos para el silenciamiento de ARNm de TNFa y la solucion
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Restore Western Blot Stripping Buffer se compraron a Dharmacon,
Thermo Fisher Scientific, EEUU y las placas de cultivo NUNC para
inmunofluorescencia a NUNC, Termo Fisher Scientific, EEUU. El
Bradford para la cuantificacion de proteinas es de Bio-Rad, Madrid

Espania.

3.4. ANALISIS ESTADISTICO.

Todos los resultados estan expresados como media + error estandar
de la media (ESM). Los datos entre grupos se compararon utilizdndo el
analisis de varianza (one way-ANOVA) con una correccion de Newman-
Keuls post hoc para comparaciones multiples. La significancia estadistica

fue establecida a una p<0,05.
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Resultados

4. RESULTADOS

4.1. CARACTERIZACION DE LA ECA FRENTE A LA QUIMASA
MASTOCITARIA EN LA INFILTRACION LEUCOCITARIA
INDUCIDA POR ANGIOTENSINA-IL.

4.1.1. Efecto de Ang-II, Ang-1 y CMP48/80 sobre la interaccion

leucocito-endotelio en la microcirculacion cremastérica del

raton.

La microscopia intravital fue empleada para observar las
interacciones leucocito-endotelio en la microcirculacion del musculo
cremaster de raton. La exposicion a Ang-II durante 4 h produjo un
incremento significativo de la adhesion leucocitaria arteriolar (Figura 16A),
de la adhesion leucocitaria venular (Figura 16B) y una disminucién de la
velocidad de rodamiento (Figura 16C). No se observaron cambios en el
rodamiento leucocitario; y la migracion leucocitaria sigui6 un patréon de
comportamiento semejante al de la adhesion leucocitaria. Para determinar
la dosis de Ang-I adecuada para inducir adhesion leucocitaria tanto en
vénulas como en arteriolas, se ensayaron distintas dosis de Ang-l,
concretamente 1, 10, y 100 nM. Con la dosis de 100 nM, la Ang-I produjo
un aumento significativo de la adhesion leucocitaria en arteriolas (Figura
16), efecto que no pudo ser observado con las dosis inferiores. En vénulas
post-capilares, la Ang-I (10 y 100 nM) indujo adhesioén de leucocitos y el
concomitante descenso de la velocidad de rodamiento leucocitario (Figura
16). Estos resultados permitieron seleccionar la dosis 6ptima de Ang-I para
continuar con los experimentos, la cual fue establecida en 100 nM.

Como se menciond en la introduccion, la quimasa es almacenada en

los granulos mastocitarios, y es la principal enzima implicada en la
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Resultados

conversion de Ang-I a Ang-II por las vias alternativas o independientes de la
ECA. Por tanto, nos planteamos utilizar el agente desgranulador, compuesto
48/80 (CMP48/80), para inducir la liberacion de la quimasa mastocitaria. A
las 4 horas de su administracion, observamos un aumento significativo de
la interaccion leucocito-endotelio tanto a nivel arteriolar como venular
(Figura 16). Los datos que se muestran en la Tabla 9, indican que los
estimulos administrados no produjeron cambios significativos en los
parametros hemodinamicos evaluados (fuerza de cizallamiento arteriolar 6

venular; y en el numero de leucocitos circulantes).

[]Salino

CIAng-1l 100 nM
EANg-|

[CICMP48/80 (1 pg/ml)

(células por 100 um
de arteriola)

Adhesién leucocitaria

1 10 100
Ang-l (nM)

60

Adhesién leucocitaria
(células por 100 um

de vénula)
i
Velocidad de rodamiento
(um/s)

1 10 100

1 10 100
Ang-l (nM) Ang-l (nM)

Figura 16: Efecto de 1a Ang-11, Ang-I1 y el CMP48/80 sobre la adhesion leucocitaria
arteriolar (A), adhesion leucocitaria venular (B) y la velocidad de rodamiento
leucocitario (C) en la microcirculacion cremastérica. Se evalud la adhesion y la
velocidad de rodamiento leucocitario 4 horas después de administrar por via
intraescrotal una dosis unica de Ang-II (100 nM), Ang-I (1, 10 y 100 nM) 6 CMP48/80
(1 pg/ml). Como control se utilizé solucion salina (100 pl). Los resultados se expresan
mediatESM de n=5-9 animales por grupo. **p<0,01 relativo al grupo de salino.
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Tratamiento

Ang-I1 Ang-1 CMP 48/80

Salino (100 nM) (100 nM) (1 pg/ml)

. -1
Shearrate arteriolar () | 3051335 1088.0+48.5  11264+77.1  1193.1495.7

-1
Shearratevenular (5) ¢34 81505 78474253 7872676 757.4229.5

Leucocitos

. . 8973.3£395.2  9042.1£687.3 9864.3£235.5 10416.3+477.4
circulantes (células/pl)

Tabla 12: Parametros leucocitarios y hemodinamicos. Se evaluaron 4 horas después
de administrar por via intraescrotal una dosis tnica de Ang-II (100 nM), Ang-I (100
nM) 6 CMP48/80 (1 pg/ml). Como control se utilizd solucion salina (100 ul). Los
resultados se expresan mediatESM de n=5-9 animales por grupo.

4.1.2. Efecto de losartan, enalapril v quimostatina sobre las

interacciones leucocito-endotelio inducidas por Ang-I en la

microcirculacion cremastérica del raton.

Para determinar el posible papel de la ECA y de la quimasa
mastocitaria en las respuestas leucocitarias inducidas por Ang-I, lo primero
que se hizo fue comprobar que los efectos inducidos por este péptido se
debian a la generacion endogena de Ang-II. En las figuras 17A' 'y 17B se
muestra que la adhesion leucocitaria en las arteriolas y en las vénulas
postcapilares inducida por Ang-I se mantenia cercana al valor control cuando
los animales habian sido previamente tratados con losartdn, un antagonista
del receptor AT, de la Ang-Il. De forma similar, la adhesion leucocitaria
venular y arteriolar provocada por la Ang-I disminuy6 en un 88 y un 73%
respectivamente en los animales que fueron pretratados con enalapril, que es
un inhibidor de la ECA (Figura 17). En cambio, la adhesion inducida por la
Ang-I se mantuvo significativamente aumentada en presencia de la

quimostatina (10 mg/kg, 1.p.), que es un inhibidor de la quimasa mastocitaria.

134



Resultados

A

© 2,01 .
5 3 [1Salino
5 8® 15 B Ang-1 100 nM

o <o *% )
33810 ElAng-1 100 nM + losartan
§4°¢ CIAng-1 100 nM + enalapril
‘w5 T 05 ++ . .
e3° ++ |l| ElAng-l 100 nM + quimostatina
T L ‘| |__l__|
< 00

B C

- 6 2 501 .

5§ xx 8 ++

b= c 404

o

8 ST 4 3

SL3 S & 30 **

2395 + ° &

S gz ++ ° 2 20

2 @ 8 27 T

é % % 104

T L o

< o S o

Figura 17: Efecto del losartan, enalapril y quimostatina sobre la adhesion
leucocitaria arteriolar (A), adhesion leucocitaria venular (B) y la velocidad de
rodamiento leucocitario (C) inducido por Ang-I en la microcirculacion
cremastérica. Los animales fueron inyectados intraescrotalmente con salino o Ang-I
100 nM. Algunos animales se pretrataron con losartan (10 mg/kg, i.p.), enalapril (30
mg/kg, p.o.) o quimostatina (10 mg/kg, i.p.) 30 min antes de la administraciéon de Ang-
I. Los resultados se expresan como la mediatESM de n=5-9 animales por grupo.
*p<0,05 o **p<0,01 relativo al grupo de salino; +p<0,05 o ++p<0,01 relativo al grupo
de Ang-1.

4.1.3. Efecto de losartan, enalapril, quimostatina vy

mepiramina sobre la interaccion leucocito-endotelio inducida

por el CMP48/80 en la microcirculacion del musculo

cremaster del raton.

Ya que la quimasa mastocitaria es la principal serin proteasa
implicada en la conversion de Ang-I a Ang-II por las vias alternativas o
independientes de la ECA, se utiliz6 el CMP48/80 para producir la
degranulaciéon de los mastocitos vasculares y activar la quimasa
mastocitaria. En este caso observamos que el losartdn y la quimostatina
afectaron unicamente la velocidad de rodamiento inducida por el

CMP48/80 (Figura 18C), pero la adhesion leucocitaria arteriolar y venular
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causadas por el CMP48/80 no fueron significativamente inhibidas por

losartan, enalapril, quimostatina o mepiramina (Figuras 18 A y B).
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Figura 18: Efecto del losartan, enalapril, quimostatina y mepiramina sobre la
adhesion leucocitaria arteriolar (A), adhesion leucocitaria venular (B) y la
velocidad de rodamiento leucocitario (C) inducido por CMP48/80 en la
microcirculacion cremastérica. Los animales fueron inyectados por via intraescrotal
con salino o CMP48/80 (1 pg/ml). Algunos animales fueron pretratados con losartan
(10 mg/kg, i.p.), enalapril (30 mg/kg, p.o.), quimostatina (10 mg/kg, i.p.) o mepiramina
(3 mg/kg, i.p.) 30 min antes de la administracion de CMP48/80. Los resultados se
expresan como la mediatESM de n=6-10 animales por grupo: *p<0,05 o **p<0,01
relativo al grupo de salino; +p<0,05 o ++p<0,01 relativo al grupo de CMP48/80.

4.1.4. Efecto de 1a Ang-1, el CMP48/80 y la combinacion Ang-1

+ CMP48/80 sobre las interacciones leucocito-endotelio en la

microcirculacion cremastérica del raton.

A pesar de los resultados obtenidos no se descartd una posible
contribucidn de la quimasa mastocitaria en la generacion endogena de Ang-
II. Por ello, para comprobar esta hipdtesis, se comparo el efecto individual
de la Ang-1 y el CMP48/80 sobre la adhesion leucocitaria en arteriolas y
vénulas, con el efecto combinado de ambos compuestos. La administracion

combinada de los dos estimulos produjo un aumento significativo de la
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adhesion leucocitaria arteriolar y venular, comparado con el efecto
observado cuando la Ang-I o el CMP48/80 fueron administrados de forma
individual (Figura 19 A y B). Sin embargo, no se observd disminucion de
la velocidad de rodamiento leucocitario (Figura 19C).

Para confirmar si los mastocitos se habian degranulado, procedimos a
realizar la tincion del cremdster “in vivo” con azul de toluidina después de
haber realizado las mediciones de los parametros leucocitarios y
hemodinamicos. Efectuamos el recuento de mastocitos del grupo control y
tratados, y no observamos diferencias significativas entre los diferentes
grupos. Sin embargo, si observamos mayor numero de mastocitos
degranulados en aquellos ratones tratados con el CMP48/80

intraescrotalmente (Figura 19 B).
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Figura 19: Efecto de la Ang-I, CMP48/80 y Ang-I+CMP48/80 sobre la adhesion
leucocitaria arteriolar (A), la adhesion leucocitaria venular (B), la velocidad de
rodamiento leucocitario (C) y la desgranulacion mastocitaria (D) en la
microcirculacion del cremastérica. Los ratones se trataron con una inyeccidon
intraescrotal de salino, Ang-I (100 nM), CMP48/80 1 ng/ml o con la combinacion de
Ang-I (100 nM) + CMP48/80 (1 pg/ml) y las respuestas se evaluaron 4 horas después
de la administracion de los diferentes tratamientos. Los resultados se expresan como
mediatESM de n=8-10 animales por grupo. **p<0,01 relativo al grupo de salino;
+p<0,05 relativo al grupo de Ang-I; &&p<0,01 relativo al grupo de CMP48/80.
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A continuacion se realizd la inmunohistoquimica del creméster en
los diferentes grupos experimentales de ratones. Mientras que en todos los
grupos se observd una clara expresion de la ECA en el endotelio vascular,
la degranulacion de mastocitos solamente fue evidente en los animales
tratados con CMP48/80. La expresiéon de la quimasa mastocitaria-4 de
raton (mMMCP-4) se observo localizada alrededor de la pared vascular

(Figura 20).

ECA

Mastocitos

Quimasa
Mastocitaria-4

15 um 15 pm 15 um

Figura 20: Fotomicrografias representativas que muestran inmunolocalizacion de
la ECA y la mMCP-4 en la microvasculatura del cremaster del ratén. El cremaster
se fijo para deteccion de la ECA, la desgranulacion mastocitaria y la mMCP-4 4h
después de la administracion i.p. de salino, Ang-I, CMP48/80 o Ang-I+CMP48/80. El
color marrén de la reaccion indica que la localizacion es inmunoperoxidasa positiva. La
fluorescencia verde alrededor del vaso indica expresion de mMCP-4. Los resultados son
representativos de n=4-5 experimentos para cada tratamiento.

Por otro lado, no observamos variacion en la expresion del receptor
AT, de la Ang-II en los diferentes grupos experimentales. Sin embargo, en

los grupos tratados con Ang-II o con la combinaciéon Ang-I+CMP48/80 se
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observé un incremento en la expresion del receptor AT;p de Ang-II,
indicando claramente que la combinacion de ambos estimulos aumentaba la

cantidad de Ang-II generada endégenamente (Figura 21).
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Figura 21: Expresion de ARNm de los receptores ATix» y ATz en la
microcirculacion cremastérica del raton. Las columnas muestran el aumento de
expresion del ARNm de AT, and AT,p relativo al control (B-actina o GAPDH). Los
valores se representan como media+tESM de n=4-6 experimentos. p*<0,05 o p**<0,01
relativo a los valores del grupo control.

4.1.5 Medida de la actividad formadora de Ang-II de las vias

dependientes e independientes de ECA en el musculo cremaster

de raton in vitro.

Con el fin de cuantificar la Ang-II generada por cada una de las vias
y confirmar los resultados anteriormente presentados, se prepard un
homogenado de cremadster, y se estudiaron los efectos de captopril (100
uM), inhibidor de la ECA y la quimostatina (10 uM) en la generacion de
Ang-II a partir de Ang-1. Ademas, con el fin de bloquear ambas vias se

utiliz6 la combinacién de ambos inhibidores. Tras la incubacion con Ang-I,
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se detectd un aumento significativo en la cantidad de Ang-II generada,
comparado con el grupo control. Como se muestra en la figura 22, la
inhibicion de la ECA no afect6 significativamente a la produccion de Ang-
IT inducida por la Ang-I. Sin embargo, la quimostatina redujo de forma
significativa la generacion de Ang-II. La combinacién de captopril y
quimostatina produjo una disminucion en los niveles de Ang-II
significativamente superior a la observada con cada inhibidor administrado

de forma individual.
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Figura 22: Efecto de captopril, quimostatina y combinacion de captopril y
quimostatina en la generacion de Ang-II a partir de Ang-I en homogenado de
cremaster de raton. El protocolo seguido se describid en el apartado correspondiente
de Material y M¢étodos. Los resultados se expresan como mediatESM de n=4
cremadsters por grupo. **p<0,01 relativo al grupo de salino; ++p<0,01 relativo al grupo
de Ang-I, &p<0,05 relativo al grupo de captopril; Ap<0,05 relativo al grupo de
quimostatina.
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4.1.6. Efecto de losartan, enalapril, quimostatina v de la

combinacion de enalapril + quimostatina sobre las interacciones

leucocito-endotelio _inducidas por Ang-I+CMP48/80 en la

microcirculacion cremastérica del raton.

En otro grupo de experimentos se estudio la posible contribucion de
cada enzima formadora de Ang-II mediante la administracion intraescrotal
de la combinacion de Ang-1 + CMP48/80. En presencia del losartdn se
inhibi6 en un 74% y un 81% la adhesion leucocitaria en arteriolas y vénulas
postcapilares inducida por la administracion de ambos estimulos (Figura 23
Ay B) y revirti6 la disminucion de velocidad de rodamiento (Figura 23C).
Cuando los animales fueron tratados con el enalapril se observo una
disminucion significativa de la adhesion leucocitaria tanto en arteriolas
como en vénulas y un aumento de la velocidad de rodamiento leucocitario
(Figura 23). Sin embargo, la administracion de quimostatina no afecto de
forma significativa a la adhesion leucocitaria inducida por la combinacion
de estimulos (Figura 23A y B), pero si que revirti6 la disminucion de la
velocidad de rodamiento (Figura 23C). Por ultimo, cuando se
coadministraron los inhibidores de ambas enzimas, la adhesion arteriolar y
venular inducida por Ang-I+CMP48/80 se redujo en un 62 y 66%
respectivamente y la velocidad de rodamiento leucocitario alcanzé el

mismo nivel obtenido con el losartan (Figura 23).
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Figura 23: Efecto del losartan, enalapril, quimostatina y de la combinacion de
enalapril + quimostatina sobre la adhesion leucocitaria arteriolar (A), adhesion
leucocitaria venular (B) y la velocidad de rodamiento leucocitario (C) inducido por
Ang-1+CMP48/80 en la microcirculacion cremastérica. Los animales recibieron una
inyeccion intraescrotal de salino o Ang-I 100 nM + CMP48/801 pg/ml. Algunos
animales fueron pretratados con losartan (10 mg/kg, i.p.), enalapril (30 mg/kg, p.o.),
quimostatina (10 mg/kg, i.p.) o la combinacién de ambos inhibidores enzimaticos
(enalapril + quimostatina) 30 min antes de la administracion de Ang-I+CMP48/80. Los
resultados se expresan como la mediazESM de n=8-10 animales por grupo: *p<0,05 o
*#p<0,01 relativo al grupo de salino; +p<0,05 o ++p<0,01 relativo al grupo de Ang-I +
CMP48/80; &p<0,05 o &&p<0,01 relativo al grupo tratado con enalapril; Ap<0,05 o
AAp<0,01 relativo al grupo pretratado con quimostatina.

4.1.7. Efecto del cromolin sobre la desgranulacion mastocitaria y

las interacciones leucocito-endotelio inducidas por Ang-

I+CMP48/80 en la microcirculacion cremastérica de ratones

salvajes v deficientes en mastocitos.

A partir de estos resultados nos planteamos investigar los efectos de un
agente estabilizador de mastocitos sobre las interacciones leucocito-endotelio
inducidas por la combinacion de Ang-I+CMP48/80, el cromolin. En primer
lugar se demostroé que la administracion de cromolin disminuia el niumero de
mastocitos degranulados inducido por la combinacién de ambos estimulos

(Figura 24).
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Figura 24: Efecto del cromolin sobre la desgranulacion mastocitaria en la
microcirculacion del cremaster del raton. Los animales fueron tratados mediante
inyeccion intraescotal con salino, Ang-I (100 nM), CMP48/80 (1 pug/ml) o Ang-I+CMP
48/80. Algunos animales se pretrataron con cromolin (100 mg/kg, i.p.) 30 min antes y
3,5 h después de la administracion del estimulo. Los resultados se expresan como
mediatESM de n=5-12 animales por grupo. *p<0,05 relativo al grupo de salino;
Ap<0,05 relativo al grupo de Ang-I+-CMP48/80.

En este caso la administracién de cromolin inhibidé la adhesion
leucocitaria a nivel arteriolar y venular en los ratones salvajes, inducida por
la combinacion de ambos estimulos en un 88 y 38% respectivamente
(Figura 25A y B). Sin embargo, no revirtié el descenso de la velocidad de
rodamiento causada por los estimulos (Figura 25C).

En ratones deficientes en mastocitos (WBB6F1/J-Kit"/Kit"™), la
Ang-I aumenté significativamente la adhesion leucocitaria en arteriolas y
vénulas, mientras que con el CMP48/80 no se observaron diferencias en la
adhesion con respecto a los controles. La combinacion de ambos estimulos
increment6 la adhesion leucocitaria en ambos territorios a valores similares
a los obtenidos con Ang-I. Sin embargo la combinacion de los dos
estimulos (Ang-I + CMP4880) con el cromolin, redujo la adhesion en
arteriolas pero no en vénulas (Figura 25 A y B). Es importante resaltar que
la adhesion leucocitaria inducida por la combinacién Ang-1 + CMP48/80,
fue significativamente mayor en ratones salvajes que en ratones deficientes

de mastocitos (Figura 25 A y B).
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Figura 25: Efecto del cromolin sobre la adhesion leucocitaria arteriolar (A), la
adhesion leucocitaria venular (B) y la velocidad de rodamiento leucocitario (C)
inducida por Ang-I+CMP48/80 en la microcirculacion cremastérica de ratones
salvajes y de ratones deficientes en mastocitos. Los animales fueron tratados
mediante inyeccion intraescotal con salino, Ang-I 100 nM, CMP48/80 1 pug/ml o Ang-
[+CMP 48/80. Algunos animales se pretrataron con cromolin (100 mg/kg, i.p.) 30 min
antes y 3,5 h después de la administracion del estimulo. Los resultados se expresan
como mediatESM de n=5-12 animales por grupo. *p<0,05 o **p<0,01 relativo al grupo
de salino; +p<0,05 relativo al grupo de Ang-I, &p<0,05 relativo al grupo de CMP48/80;
Ap<0,05 o AAp<0,01 relativo al grupo de Ang-I+CMP48/80; Q p<0,05 relativo al
respectivo tratamiento en los ratones salvajes.

Finalmente, el analisis inmunohistoquimico de la microcirculacion
cremastérica de los ratones deficientes en mastocitos tratados con la
combinacion de estimulos mostro la expresion de la ECA en la luz vascular
de todos los grupos experimetales (Figura 26), y como se esperaba, no se
observd degranulacion mastocitaria, ni se detectd expresion de quimasa

mastocitaria en animales tratados con CMP48/80 (Figura 26).
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Figura 26: Fotomicrografias representativas que muestran la inmunolocalizacion
de la ECA y de la mMCP-4 en la microvasculatura cremasterica de ratones
deficientes en mastocitos (E). Los animales fueron tratados mediante inyeccion
intraescotal de salino, Ang-I 100 nM, CMP48/80 1 pg/ml o Ang-I+CMP 48/80. Se
evalud la expresion de la ECA, la degranulacién mastocitaria y la inmunolocalizacion
de mMCP-4 4h después de la inyeccion de los estimulos. Los resultados son
representativos de n= 5-6 experimentos para cada tratamiento.
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42 PAPEL DE FRK EN LA INFLAMACION VASCULAR
CAUSADA POR EL HUMO DE TABACO.

4.2.1. Efecto de la exposicion al humo de tabaco sobre la

inflamacién pulmonar en ratones salvajes (CX;CR1"") v ratones

deficientes en el receptor de FRK (CX;CR17).

Para llevar a cabo estos experimentos, tanto los ratones salvajes
como aquellos deficientes en el receptor de FRK, fueron expuestos bien a
aire o bien a humo de tabaco. En un grupo de animales, se obtuvo el LBA
para realizar el recuento leucocitario diferencial y en otro grupo se aislaron
los pulmones y se fijaron en formol para realizar posteriormente estudios
histologicos. Hay que destacar que, ni en los ratones carentes de receptor
de la FRK ni en los ratones salvajes, la exposiciéon a humo de tabaco
produjo variaciones significativas en el numero de leucocitos presentes en
el LBA comparado con los ratones expuestos a aire (figura 27A). Sin
embargo, a nivel tisular, se observd cierta inflamacién pulmonar en
aquellos ratones que fueron expuestos al humo de tabaco, no detectandose
diferencias entre ambos tipos de ratones (figura 27B). Por tanto, la
exposicion aguda a humo de tabaco causé inflamacion pulmonar pero no
alter6 el niimero de células en el lavado broncoalveolar (LBA) y, ademas la

presencia o no de receptor de FRK no alter6 las respuestas.
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Figura 27: Efecto de la exposicion a humo de tabaco sobre la inflamacion
pulmonar en ratones salvajes (CX3;CR1"") y ratones deficientes en el receptor de
FRK (CX3CR17). Los ratones fueron expuestos a aire o a humo de tabaco durante 3
dias y las respuestas fueron evaluadas 16 h después. Los resultados se expresan como
mediatESM de n=5-11 animales por grupo.

4.2.2. Efecto de la exposicion a humo de tabaco sobre las

interacciones leucocito-endotelio en la microcirculacion

cremastérica de ratones salvajes (CX;CR1+/+) y ratones

deficientes en el receptor de FRK (CX;CR17).

Por otro lado, se utiliz6 la microscopia intravital para observar las
interacciones leucocito-endotelio inducidas por humo de tabaco en 6rganos
distantes del pulmon, concretamente en la microcirculacion cremastérica de
raton. La exposicion al humo de tabaco produjo un aumento significativo
de la adhesion leucocitaria arteriolar y venular (Figura 28A y C), de la
migracion leucocitaria (Figura 28D) y una disminucion de la velocidad de
rodamiento leucocitario (Figura 28B), tanto en los ratones normales como
en aquellos deficientes en el receptor de FRK.

Es importante sefalar que, mientras ningun pardmetro leucocitario
fue significativamente diferente entre las dos razas de animales tras

exposicion o no a humo de tabaco a nivel de vénulas post-capilares (Figura
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28), la adhesion arteriolar resulto ser significativamente menor en el grupo
CX;CR17 comparado con el grupo control (CX;CR1""), observandose una

reduccion del 38% (Figura 28A).
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Figura 28: Efecto de la exposicion a humo de tabaco sobre las interacciones
leucocito-endotelio en la microcirculacion cremastérica de ratones salvajes
(CX3CR1*™) y ratones deficientes en el receptor de FRK (CX3;CR17). Los ratones
fueron expuestos a aire o al humo de tabaco durante 3 dias y las respuestas fueron
evaluadas 16 h después. Los resultados se expresan como mediatESM de n=5-11
animales por grupo: *p<0,05, **p<0,01 relativo al grupo de animales expuesto a aire.
+p<0,05 relativo al grupo de ratones salvajes (CX3;CR17).

4.2.3. Estudio histologico de la microcirculacion cremastérica de

los ratones salvajes (CX;CR1™).

Al finalizar el estudio realizado con la microscopia intravital, y con
el fin de evaluar la expresion de FRK, se llevaron a cabo los estudios
inmunohistoquimicos. Para ello se aislaron y fijaron los musculos
cremaster de los distintos grupos experimentales. En estas preparaciones

observamos que la exposicion al humo de tabaco induce la expresion de
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FRK en las arteriolas pero no en las vénulas post-capilares de la

microcirculacion cremastérica del raton (Figura 29).

Arteriola Vénula

No expuestos

20um

Expuestos a
humo de tabaco

Figura 29: Fotomicrografias representativas del efecto del humo de tabaco sobre la
expresion de FRK en la microvasculatura cremastérica de ratones salvajes. Los
animales fueron expuestos al humo de tabaco o al aire durante 3 dias. Se detecto la
expresion de FRK 16 h después de la tultima exposicion. Los resultados son
representativos de n= 5-6 experimentos con cada tratamiento.

4.2.4. Efecto del EHT sobre la expresion de ARNm de FRK en
HUAEC vy HUVEC.

El siguiente objetivo fue evaluar el efecto del EHT sobre la
expresion de FRK en las células endoteliales de arteria y de vena humanas.
Las HUAEC y HUVEC se incubaron con diferentes concentraciones de
EHT (0,1, 0,3, 1 y 3%) durante 1 o 4 horas, como control positivo se
emple6 TNFa (20 ng/ml). Los resultados obtenidos mediante RT-PCR
cuantitativa (Figura 30) mostraron como tras 1 h de incubacion con EHT
no se producian cambios en los niveles de ARNm de FRK en HUAEC y
HUVEC (Figura 30 A y B), tnicamente el TNFa aument6 la expresion de
ARNm de esta quimiocina. Sin embargo, cuando las HUAEC se

estimularon con EHT durante 4 h, se observd un aumento concentracion-
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dependiente en la expresion de ARNm de FRK (Figura 30C). El
tratamiento de ambos subtipos celulares con TNFa produjo un aumento
significativo del ARNm de FRK (Figura 30). En el endotelio venoso la
estimulacion con EHT a diferentes concentraciones durante 4 h no produjo

aumento significativo del ARNm de FRK (Figura 30D).
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Figura 30: Efecto del EHT (0,1, 0,3, 1 y 3%) y de TNFa (20 ng/ml) sobre la
expresion de ARNm de FRK en HUAEC (Ay C) y HUVEC (By D). Las células se
estimularon con diferentes concentraciones de EHT o con TNFa (20 ng/ml) durante 1 h
(AyB) 04h (Cy D). Los resultados muestran la expresion del ARNm de FRK
relativo al control (GAPDH). Los valores se representan como mediatESM de n=5-6
experimentos. p*<0,05 o p**<0,01 relativo a los valores del grupo control.
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4.2.5 Efecto de EHT sobre la expresion de FRK en HUAEC vy
HUVEC.

A la vista de los resultados obtenidos, se decidid determinar la
expresion de FRK mediante citometria de flujo, western blot e
inmunohistoquimica. Para ello, se siguid6 un protocolo similar al anterior
pero en este caso las células fueron estimuladas con EHT (0,1, 0,3, 1 y 3%)
durante 24 h. Los resultados obtenidos mediante citometria de flujo,
confirmaron los resultados previos a nivel de ARNm. En estos ensayos, se
detect6 expresion de FRK en células endoteliales de arteria pero no de vena
(Figura 31 A y B), sugiriendo que esta quimiocina quizas juegue un papel

relevante a nivel de inflamacion arterial.

A partir de estos resultados se decidio utilizar la concentracion de
EHT al 1% en el resto de los estudios, ya que producia un aumento de
expresion de FRK sin inducir toxicidad celular como se observd con la
concentracion al 3% de EHT. Posteriormente y con el fin de confirmar
estos hallazgos, se realizaron estudios mediante western blot. Para ello, las
células fueron incubadas durante 24 horas con EHT al 1%. De nuevo,
pudimos observar que la exposicion a EHT indujo aumento en la expresion
de FRK en el endotelio arterial (Figura 31C), pero no se detectaron
cambios en la expresion de la quimiocina sobre el endotelio venoso (Figura

31D).
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Figura 31: Efecto del EHT sobre la expresion de FRK en HUAEC y HUVEC. Las
HUAEC y HUVEC se estimularon con EHT o con TNFa durante 24 h. La expresion de
FRK se determind mediante citometria de flujo (A y B) y western blot en células
incubadas con EHT al 0,1, 0,3 o 1% o con TNFa (20 ng/ml). Los resultados estan
expresados como la media + ESM de 3-6 experimentos independientes. Se muestra el
incremento en FRK como la media de intensidad de fluorescencia o respecto al control
de carga (B-actina). En la parte superior se muestran geles representativos de western
blot. *p<0,05 o **p<0,01 relativo a los valores del medio.

Por otra parte, mediante el empleo de técnicas de
inmunofluorescencia indirecta se determind la expresion de FRK en
HUAEC y HUVEC. Las fotomicrografias representativas revelaron que el

EHT aument? la expresion de FRK en el endotelio arterial (Figura 32)

HUAEC * B HuaEec

Medio EHT 1 %

Figura 32: Efecto de EHT 1% sobre la expresion de FRK en HUAEC. Las HUAEC
se estimularon con EHT 1% durante 24 horas. Posteriormente se visualiz6 la expresion
de FRK mediante inmunofluorescencia indirecta (color verde). Los nucleos se ven
contrastados con DAPI (color azul). Los resultados son representativos de n=3
experimentos para cada tratamiento.
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4.2.6. Efecto de un anticuerpo frente a FRK sobre la adhesion de

leucocitos mononucleares humanos a HUAEC estimuladas con

EHT.

Para estudiar las interacciones leucocito-endotelio in vitro, iniciamos
los estudios con la cadmara de flujo, para ello perfundimos leucocitos
mononucleares humanos obtenidos de voluntarios sanos a través de una
monocapa de HUAEC y de HUVEC estimuladas o no con EHT 1% durante
24 h. Con el fin de evaluar el papel funcional de FRK, 10 min antes de
realizar el experimento, algunas placas estimuladas con EHT 1%, se
incubaron un anticuerpo irrelevante (MOPC21), con un anticuerpo frente a
FRK, con un anticuerpo frente a VCAM-1 o con la combinacion de ambos.
En la figura 33 se observa el incremento significativo en la adhesion de
leucocitos mononucleares a HUAEC y HUVEC estimuladas con EHT. En
HUAEC, el bloqueo de FRK, la neutralizacion de VCAM-1 o la de ambas
moléculas disminuy6 de forma significativa la adhesion de los leucocitos
mononucleares humanos en un 77, 62 y 82% respectivamente (Figura
33A). Por el contrario, la neutralizacion FRK en HUVEC no afect6
significativamente a la adhesion de leucocitos mononucleares (Figura 33B).
Aunque el bloqueo de VCAM-1 redujo la adhesion de leucocitos
mononucleares al endotelio venular estimulado con EHT, las diferencias no
alcanzaron significacion estadistica (Figura 33B).

Estos resultados parecen sugerir que la expresion de FRK en el
endotelio arterial estd implicada en la acumulacion de leucocitos
mononucleares inducida por EHT. Sin embargo, a nivel venular otras
moléculas deben intervenir en la adhesion de estos subtipos leucocitarios

inducida por el EHT.
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Figura 33: Efecto de un anticuerpo neutralizante de FRK, un anticuerpo
neutralizante de VCAM-1 o la coadministracion de ambos, sobre la adhesion de
leucocitos mononucleares humanos a HUAEC y HUVEC, inducida por EHT.
HUAEC y HUVEC se estimularon con EHT 1% durante 24 h. Algunas células se
pretrataron con un anticuerpo irrelevante (MOPC21), un aticuerpo frente a FRK, un
anticuerpo frente a VCAM-1 o la combinacion de ambos, 10 min antes de la perfusion
de las células. Los leucocitos mononucleares aislados (1 x 10° células/ml) se
perfundieron sobre la monocapa de células endoteliales durante 5 min, a una presion de
1 dina/em?, y se cuantifico la adhesion leucocitaria. Los resultados se muestran como la
media + ESM de n= 6-11 experimentos. *p<0,05 o **p<0,01 relativo a los valores del
medio. +p<0,05 relativo a los valores del grupo estimulado con EHT 1%.

En conjunto, todos los resultados obtenidos hasta el momento
parecen indicar que FRK presenta un papel mas relevante a nivel de
endotelio arteriolar cuando éste ha sido expuesto a EHT. Por tanto, se

procedio a profundizar en los mecanismos implicados en estas respuestas.

4.2.7. Efecto de un inhibidor de NFkB, ERK1/2 v p38§ MAPK

sobre la expresion de FRK v la adhesion de leucocitos

mononucleares humanos inducida por el EHT en HUAEC.

Puesto que el EHT provoca la expresion de FRK en HUAEC, se
procedid a investigar el mecanismo de sefializacion intracelular implicado
en la expresion endotelial de FRK y la acumulacion de leucocitos

mononucleares inducida por EHT.
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Para ello, se preincubaron las HUAEC con MOL 294 (2,5 mM)
inhibidor de NF«B, PD 098059 (20 uM) inhibidor de ERK1/2 o SB 202130
(20 uM) inhibidor de p38 MAPK, 1 h antes de la estimulacion con EHT.
En la figura 34 se observa que tanto el inhibidor de NF«B, el inhibidor de
ERK1/2 o el inhibidor de p38 MAPK disminuyeron significativamente la
expresion de FRK determinada por citometria de flujo en un 64, 81 y 76%
respectivamente (Figura 34A); asi como la adhesion de leucocitos
mononucleares a HUAEC inducida por EHT en un 100, 60 y 57%
respectivamente (Figura 34B). Estos resultados parecen indicar que tanto la
expresion de FRK como la acumulacion de leucocitos mononucleares
inducida por EHT depende de la activacion de NFxB, ERK 1/2 y p38
MAPK.

1 Medio

EEHT 1%

ES EHT 1%+ MOL 294 (Inhibidor de NF xB)
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Figura 34: Efecto de un inhibidor de NF«xB, ERK1/2 y p38 MAPK sobre la
expresion de FRK y la adhesion de leucocitos mononucleares a HUAEC inducida
por EHT. Las HUAEC se estimularon con EHT 1% durante 24 h. Algunas células se
pretrataron con MOL 294 (2,5 mM), PD 098059 (20 uM) o SB 202130 (20 uM) y se
determiné la expresion de FRK mediante citometria de flujo (A). Los resultados estan
expresados como la media de intensidad de fluorescencia y se presentan como media +
ESM de 6 experimentos independientes. El mismo protocolo se siguid para la
determinacion de la adhesion de leucocitos mononucleares humanos. Los leucocitos
mononucleares aislados (1 x 10° células/ml) se perfundieron sobre la monocapa de
células endoteliales durante 5 min, a una presion de 1 dina/cm’, y se cuantifico la
adhesion leucocitaria. Los resultados se expresan como la mediatESM de n=5-11

experimentos por grupo: **p<0,01 relativo a los valores del medio. +p<0,05 o
++p<0,01 relativo a los valores del grupo estimulado con EHT 1%.
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4.2.8. Efecto de un inhibidor de X0, NADPH oxidasa v SOD

sobre la expresion de FRK vy la adhesion de leucocitos

mononucleares a HUAEC inducida por el EHT.

Estudios previos han demostrado que la produccién de ERO y la
activacion de las rutas de sefializacion redox-sensibles, median la mayor
parte de las acciones inflamatorias de EHT, por ese motivo hemos
procedido a estudiar si estas vias de sefalizacion estaban implicadas tanto
en la expresion de FRK como en la acumulaciéon de leucocitos
mononucleares inducida por EHT.

En primer lugar, las células se pretrataron con alopurinol (30 mM)
inhibidor de xantina oxidasa (XO), con apocinina (30 mM), inhibidor de
NADPH oxidasa o con SOD 200 UI 1 h antes de la estimulacion con EHT
1 %. El andlisis por citometria de flujo de las muestras reveld que tanto la
apocinina como la SOD disminuyeron la expresion de FRK en HUAEC
inducida por EHT de forma significativa en un 81 y 93% respectivamente
(Figura 35A). La inhibicion de la XO no alterd el aumento de expresion de
la quimiocina inducido por EHT.

Paralelamente, los ensayos realizados in vitro en camara de flujo
también muestran que tanto apocinina como SOD son capaces de disminuir
la adhesion de leucocitos mononucleares humanos a las células arteriales
estimuladas con EHT (Figura 35B). De igual manera, la preincubacion con
alopurinol tampoco indujo cambios en la acumulaciéon de leucocitos
mononucleares ocasionada por el EHT (Figura 35B).

De forma que, mientras la NADPH oxidasa y la SOD participan en
las respuestas inducidas por EHT, la XO parece no estar implicada en estas
respuestas, ya que no afectd de manera significativa ninguno de los

parametros.
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Figura 35: Efecto de alopurinol, apocinina y SOD sobre la expresion de FRK y la
acumulacion de leucocitos mononucleares a HUAEC inducida por EHT. Las
HUAEC se estimularon con EHT 1% durante 24 horas. Algunas células se pretrataron
con alopurinol (30 mM), apocinina (30 mM) o SOD (200 UI) y se determino la
expresion de FRK mediante citometria de flujo (A). Los resultados estan expresados
como como la media de intensidad de fluorescencia y se presentan media + ESM de
n=6-7 experimentos independientes. El mismo protocolo se sigui6 para la determinacion
de la adhesion de leucocitos mononucleares humanos. Los leucocitos mononucleares
aislados (1 x 10° células/ml) se perfundieron sobre la monocapa de células endoteliales
durante 5 min, a una presiéon de 1 dina/cm?, y se cuantifico la adhesion leucocitaria. Los
resultados se expresan como la mediatESM de n=6 experimentos por grupo: **p<0,01
relativo a los valores del medio. +p<0,05 o ++p<0,01 relativo a los valores del grupo
estimulado con EHT 1%.
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4.2.9. Efecto del silenciamiento de TNFo sobre la expresion de

FRK v la acumulacion de leucocitos mononucleares a HUAEC

inducida por EHT.

En estudios previos se ha comprobado que existen niveles elevados
de TNFa en el esputo y biopsias pulmonares de pacientes con EPOC
(Keatings et al., 1996; Mueller et al., 1996; Gan et al., 2004) y también se
han encontrado incrementos de esta citocina en el suero de fumadores
sanos (Petrescu et al., 2010). Ademas, TNFo es una las principales
citocinas inductoras de la expresion de FRK (Hall et al., 2008; Anh et al.,
2004). Por ello procedimos a llevar a cabo una serie de experimentos en los
que se silencio la expresion de ARNm de TNFa en HUAEC. De este modo,

se transfectaron las células endoteliales con ARN de interferencia control, o
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con ARN de interferencia para TNFa. Como se puede observar en la figura
36A, la eficacia de la transfeccion de HUAEC se confirm6 mediante RT-
PCR, lograndose una inhibicion en los niveles de ARNm de TNFa de un
80%. Los resultados obtenidos muestran como en las células donde se ha
silenciado TNFo se detecta una drastica reduccion en las respuestas
inducidas por EHT tanto en la expresion de FRK (Figura 36B) como en la
adhesion de mononucleares humanos a HUAEC, donde se redujo este

parametro en un 83% (Figura 36C).
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Figura 36: Efecto del silenciamiento de TNFa en la expresion de FRK y la
adhesion de leucocitos mononucleares en HUAEC estimuladas con EHT 1%. Las
HUAEC se transfectaron con ARNi control o con ARNi de TNFa. La eficacia del
silenciamiento de TNFa en HUAEC se determind por RT-PCR semicuantitativa (A). A
las 24 h de la transfeccion, las células se estimularon con EHT 1 % durante 24 h. Se
determind la expresion de FRK mediante citometria de flujo (B). Los resultados estan
expresados como la media de intensidad de fluorescencia y se presentan como media =+
ESM de 6 experimentos independientes. El mismo protocolo se siguié para la
determinacion de la adhesion de leucocitos mononucleares humanos. Los leucocitos
mononucleares aislados (1 x 10° células/ml) se perfundieron sobre la monocapa de
células endoteliales durante 5 min, a una presion de 1 dina/cm’, y se cuantifico la
adhesion leucocitaria. Los resultados se muestran como la media =+ ESM de n=6
experimentos independientes. **p<0,01 relativo a los valores del medio. ++p<0,01
relativo a los valores correspondientesen el grupo trasnfectado con ARNi control.

4.2.10. Expresion del receptor de FRK (CX;CR1) en monocitos y

linfocitos circulantes de individuos sanos no fumadores Vv

pacientes con EPOC.

Se sabe que el estrés oxidativo parece estar implicado en la

patogénesis de la EPOC (Lin et al., 2010; Oudijk et al., 2003; Fabri et al.,
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2008; Mc Comb et al., 2008). Los resultados obtenidos anteriormente
indican que la NADPH oxidasa y la SOD parecen estar involucradas en la
expresion de FRK inducida por EHT. Con el fin de averiguar si existia
algin efecto sobre la expresion del receptor de FRK (CX3CR1), se decidid
determinar la expresion de este receptor en los monocitos y linfocitos
circulantes de pacientes con EPOC y compararlos con la expresion en
individuos sanos no fumadores. Mediante citometria de flujo de detect6é una
expresion del receptor de FRK (CX;CR1) mayor en pacientes con EPOC
comparada con los controles sanos en ambos tipos de células, ademas
también fueron significativas las diferencias en el porcentaje de células que

expresaban este receptor (Figura 37).
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Figura 37: Expresion del receptor de FRK (CX3;CR1) en monocitos y linfocitos
circulantes de individuos sanos no fumadores y pacientes con EPOC. La expresion
de CX;CRI se determind en sangre entera de voluntarios sanos y pacientes con EPOC
mediante citometria de flujo. Los resultados estan expresados como media + ESM de la
media de la intensidad de fluorescencia asi como del porcentaje de monocitos y
linfocitos circulantes que expresan el receptor (n=15-21 muestras por grupo). **p<0,01
relativo al grupo de voluntarios sanos.
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5. DISCUSION

5.1. CARACTERIZACION DE LA ECA FRENTE A LA
QUIMASA MASTOCITARIA EN LA INFILTRACION
LEUCOCITARIA INDUCIDA POR ANGIOTENSINA-I.

La enzima convertidora de angiotensina (ECA), cataliza Ia
conversion de Ang-I a Ang-II. Sin embargo, en estudios previos realizados
in vitro en vasos sanguineos humanos se observdo que cuando se
administraba quimostatina, un inhibidor de la quimasa mastocitaria, se
atenuaba la respuesta funcional a la Ang-I (Akasu et al., 1998; Kinoshita et
al., 1991) y, que los inhibidores de la ECA eran incapaces de bloquear
completamente la produccion de Ang-II a partir de Ang-I (Richard et al.,
2001, Tom et al., 2003, McDonald et al., 2001, Borland et al., 2005;
Okunishi et al., 1987). Estos resultados sugerian la existencia de vias
alternativas independientes de la ECA, capaces de sintetizar Ang-II a partir
de Ang-I en el sistema cardiovascular. Sin embargo, los experimentos in
vitro no son fisioldgicos, ya que la concentracién de sustrato utilizada en
estos ensayos es bastante mas elevada y la Ang-I exdgena podia acceder
mas facilmente a los mastocitos presentes en la adventicia y en el endotelio.
Por ello, como se comentd en la introduccion, estos estudios han sido
bastante criticados en cuanto al dafio producido al extirpar y montar el
organo en el bafio, ya que pueden activar los mastocitos permitiendo
aumentar la actividad quimasa. Ademdas en la bibliografia existe cierta
controversia en cuanto al papel funcional de la quimasa mastocitaria in
vivo (Jin et al., 2004; McDonald et al., 2001; Takai et al., 2003; Li et al.,
2004) y hasta ahora no se ha establecido completamente cudles de estas

vias alternativas es significativa, y su contribucion relativa in vivo.
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En este estudio, se ha demostrado que después de la administracion
intraescrotal de la Ang-I, las interacciones leucocito-endotelio estaban
mediadas principalmente por la Ang-11I generada endégenamente, ya que el
losartan, antagonista selectivo de los receptores AT, de la Ang-II, fue
capaz de abolir casi totalmente las respuestas inducidas por este péptido.
Ademas, en ausencia de dafo tisular, la produccién endogena de Ang-II se
debia principalmente a la accion de la ECA, ya que la respuesta inducida
por Ang-I se vio reducida cuando se administrd el enalapril, pero no
cuando se inhibié la quimasa mastocitaria u otras proteasas con la
quimostatina.

La quimasa mastocitaria se encuentra almacenada en los granulos
mastocitarios en forma inactiva (Takai et al., 2004, Borland et al., 2005).
Esta enzima muestra su actividad enzimatica inmediatamente después de su
liberacion en el tejido intersticial tras estimulacion mastocitaria (dafio
vascular inducido por catéter o injertos de venas) (Jin et al., 2004; Suzuki et
al., 1998; Takai et al., 2003). En este estudio, el CMP48/80 produjo
adhesion arteriolar e interacciones leucocito-endotelio en las vénulas
postcapilares que se acompafiaban de un claro aumento en el numero de
mastocitos degranulados. Estas respuestas parecen ser ampliamente
independientes de la accion de Ang-1I y podrian ser explicadas por la
accion derivada de la liberacion de otros mediadores como el factor
activador plaquetario (PAF), citoquinas y quimiocinas que se liberan de los
mastocitos al administrar CMP48/80 (Gaboury et al., 1995; Sun et al.,
2007a, Sun et al., 2007b). Aunque la histamina contribuye al rodamiento
leucocitario inducido por CMP48/80 en la microcirculacion mesentérica de
la rata (Gaboury et al., 1995) debido a la rapida expresion de P-selectina,
nosotros, al administrar mepiramina (un inhibidor de los receptores H1 de
histamina) no detectamos ninglin efecto inhibitorio en la microcirculacion

cremastérica de raton, donde la P-selectina se expresa de manera
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constitutiva. Por tanto, sugerimos que los efectos del losartdn y de la
quimostatina sobre la velocidad de rodamiento leucocitario inducido por
CMP48/80 se deben probablemente a los efectos de Ang-II sobre la
expresion de E-selectina y VCAM-1 (Alvarez et al., 2004; Grafe et al.,
1997; Tummala et al., 1999). Por otro lado, la co-administracion de Ang-1
con CMP48/80 produjo un aumento de las interacciones leucocito-
endotelio superior a las respuestas inducidas cuando se administrd cada
estimulo por separado. En esta situacion, ambas enzimas, tanto la quimasa
como la ECA, contribuian a las respuestas ya que parecen estar
principalmente mediadas por Ang-II.

Ang-II estimula mayoriatariamente dos receptores AT, y AT,.
Cuando Ang-II se une a los receptores AT, produce la mayoria de sus
efectos fisiologicos, y ademas puede producir un aumento de la expresion
del receptor AT, (Wassmann et al., 2006). En los roedores, existen 2
subtipos de receptores ATy, el AT,y el AT, que son idénticos en el 95%
de la secuencia de aminoacidos (Guimaraes et al., 2005). En este estudio,
tanto la Ang-II como la combinacién de Ang-I+CMP48/80, pero no la
Ang-I, produjeron un aumento en la expresion del ARNm del receptor
AT, sin afectar al receptor AT, 4, apoyando todavia mas a la contribucion
de la quimasa mastocitaria en el aumento de la cantidad de Ang-II generada
endogenamente en este modelo. Adicionalmente, las quimasas mas
expresadas en raton, al menos en la aorta, son las isoformas 4 y 5, y ambas
son eficientes en la conversion de Ang-I a Ang-II (Li et al., 2004; Caughey
et al., 2000; Lundequist et al., 2004). En este contexto, la expresion de la
quimasa mastocitaria-4 (mMCP-4) se detect6 alrededor de los vasos en
aquellos animales inyectados o co-inyectados con CMP48/80. Mientras que
la expresion de la ECA se restringi6 al endotelio. Por ltimo, la actividad
formadora de Ang-II por ECA y quimasa se detectd6 en homogenados de

cremasters in vitro. Sin embargo, en contraste con nuestros resultados que
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indican el importante papel de la ECA in vivo, la contribucion de la
quimasa liberada de los mastocitos fue claramente demostrada por su
predominancia in vitro.

Por otro lado, cuando los animales fueron pretratados con un agente
estabilizador de mastocitos, el cromolin, la adhesion leucocitaria inducida
por la administracion de Ang-I+CMP48/80 se vio reducida. Cabe destacar
que este efecto fue mayor en las arteriolas (88% de inhibicion) que en las
vénulas post-capilares (38% de inhibicion). Este hecho podria ser
consecuencia de una mayor abundancia de mastocitos periarteriolares que
se describi6 en diferentes tejidos y especies animales incluyendo al raton
(Raud et al., 1989). Debido a que la disminucién de la respuesta arteriolar
a cromolin fue mayor que la que se consiguid con losartan, procedimos a
ensayar el efecto de la combinacion Ang-I+CMP48/80 en ratones
deficientes en mastocitos WBB6F1/J- Kit"/Kit"". Estos animales contienen
una mutaciéon que no afecta ni al nimero de leucocitos circulantes ni a su
funcion (Li et al, 2004). Mientras que la ECA estd presente en la
microvasculatura, en estos animales no se detectaron ni mastocitos ni
quimasa mastocitaria. La administracion intraescrotal de Ang-I+CMP48/80
a estos ratones produjo una reduccion significativa de la acumulacion
leucocitaria comparado con el efecto que se observé en los ratones control
salvajes. De hecho, las respuestas observadas fueron similares a aquellas
producidas cuando se administraba tnicamente Ang-I. Sin embargo, fue
interesante observar que, en ausencia de mastocitos cuando se administraba
cromolin, la adhesion leucocitaria en vénulas post-capilares inducida por la
combinacion Ang-I+CMP48/80 no se veia reducida, mientras que a nivel
arteriolar se inhibia casi por completo. Por tanto, estos resultados podrian
sugerir que el efecto del cromolin en arteriolas podia deberse a una accion

mas alld de su capacidad estabilizadora de mastocitos, mostrando asi un
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posible uso potencial en la prevenciéon de la inflamacion vascular a nivel
arterial.

En conclusion, en ausencia de dafio vascular, la ECA endotelial es la
principal enzima formadora de Ang-II en la microcirculacion in vivo. Sin
embargo, en condiciones patoldgicas, aunque la ECA juega un papel critico
en la acumulacion leucocitaria producida por la generacion enddgena de
Ang-II, la liberacion de la quimasa matocitaria extravascular puede
incrementar la produccion de Ang-I1 y amplificar la respuesta inflamatoria.
Ademas, en contra de los hallazgos descritos in vitro, ni la inhibicion de la
ECA ni la de la quimasa por separado, fueron particularmente eficaces
bloqueando las respuestas inflamatorias inducidas por Ang-II durante la
desgranulacion mastocitaria in vivo. Sin embargo, la inhibicién combinada
de ambas enzimas redujo las interacciones leucocito-endotelio hasta niveles
similares a los obtenidos con losartan, antagonista del receptor AT; de
Ang-II. Por tanto, el bloqueo del receptor AT, de Ang-II puede representar
el mejor tratamiento para prevenir el dafio vascular inducido por la Ang-I1
generada por ambas vias enzimaticas y controlar el desarrollo de la

inflamacion vascular asociado.
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5.2. PAPEL DE FRK EN LA INFLAMACION VASCULAR
CAUSADA POR EL HUMO DE TABACO.

La patologia cardiovascular es una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad en pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva
crénica (EPOC). La relacion entre ambas patologias es, entre otros factores
de riesgo, el humo de cigarrillo (Maclay et al; 2009). En la EPOC, ademas
de producirse inflamacion pulmonar, se ha descrito que existe una
disfuncion de las vias aéreas y también cierta inflamacién vascular
sistémica (Shih et al., 2010; Oudijk et al., 2003; Fabbri et al., 2008; Gosker
et al., 2009). Ya que la inflamacion crénica es un proceso importante en la
EPOC, algunos mediadores proinflamatorios como citoquinas (TNFa) y
quimiocinas (IL-8, MCP-1, RANTES, etc.) pueden jugar un importante
papel en la patogénesis de la EPOC y otras enfermedades inflamatorias
como la aterosclerosis (Oudijk et al; 2003; Anh et al., 2004; Orosz et al.,
2007; Gosker et al., 2009; McComb et al., 2008; Donadelli et al., 2003).
Por tanto, la identificacion de esas quimiocinas en plasma o suero de
pacientes EPOC sugiere que la respuesta inflamatoria local comunica via
estos mediadores con la inflamacioén sistémica y, que la generacion
prolongada de estos mediadores pueden ser los causantes de los efectos
sistémicos en esta patologia (Oudijk et al; 2003).

La FRK es la unica quimiocina perteneciente a la familia de
quimiocinas CX;C que se encuentra tanto unida a la membrana celular
como en forma libre soluble (Dragomir et al., 2008; Umehara et al., 2004).
La parte transmembrana de CX;CL1 actlia como molécula de adhesion que
media la captura o adhesion celular mediante la unién a su receptor
CX;CR1, mientras que la forma soluble actiia como molécula quimiotactica
para monocitos, diferentes subtipos de linfocitos T y células NK (Dragomir

et al., 2008; Anh et al., 2004; Kasama et al., 2010; Donadelli et al., 2003).
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El segundo objetivo de esta Tesis lo ha constituido el estudio de la
inflamacion vascular inducida por EHT, centrdndonos en el papel de FRK,
ya que se ha visto que esta implicada en diferentes patologias inflamatorias
como aterosclerosis, esclerosis, artritis, hepatitis, diabetes, psoriasis,
inflamacion pulmonar y otras donde el estrés oxidativo y la inflamacion
juegan un papel importante (Kerfoot et al., 2003; Umehara et al., 2004;
Sukkar et al., 2004). Nuestros resultados indican que el humo de tabaco
produce inflamacion pulmonar y ademds incrementa las interacciones
leucocito-endotelio en el cremaster de raton, lo que implica una mayor
inflamacion sistémica. También observamos que el EHT induce expresion
de FRK en HUAEC y que tanto NFkB como ERKI1/2 y p38 MAPK
parecen estar implicadas en estos efectos, ademés de la NADPH oxidasa a
nivel del estrés oxidativo. El silenciamiento de la respuesta inducida por
TNFa redujo tanto la expresion de FRK como la adhesion de leucocitos
mononucleares causada por EHT. Finalmente, en pacientes con EPOC se
observo una mayor expresion del receptor de FRK (CX;CR1) en monocitos
y linfocitos circulantes.

Numerosos estudios han descrito la existencia de inflamacion
pulmonar en la EPOC (Oudijk et al; 2003). Ademas hay evidencias de que
el nimero de neutrofilos presente tanto en la pared bronquial como alveolar
estd aumentado en pacientes fumadores con moderada EPOC (Mac Nee,
2000). De acuerdo con esto, en el presente trabajo se observd cierta
inflamacion pulmonar en los ratones expuestos durante tres dias a humo de
tabaco. Sin embargo, el numero total de células leucocitarias en el LBA no
se vio afectado. Estos resultados contrastan con estudios previos (Doz et
al., 2008; Le Quement et al., 2008) en los que tras exposicion aguda (3
dias) a humo de tabaco provocaba un aumento del nimero de neutréfilos en
el LBA. Quizas esta discrepancia se podria explicar por diferencias en la

forma de exposicién. Aunque hemos seguido un modelo semejante al
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descrito por estos autores, el humo al que se ven expuestos los animales en
nuestro estudio (humo de cigarros consecutivos 45s de exposicion y 15s de
evacuacion de humo, frente a la exposicion del humo generado por la
combustion de dos cigarrillos) sea menor y quizas por ello la agresion
pulmonar provocada no genere la extravasacién de neutrédfilos a la luz
bronquial. A pesar de ello, ni en estos estudios ni en el nuestro se hallaron
niveles significativamente mas elevados de otras poblaciones leucocitarias
tras exposicion aguda a humo de tabaco. Tampoco se encontraron
diferencias en entre la inflamacion pulmonar inducida por humo de tabaco
en ratones salvajes y ratones deficientes en el receptor de FRK, este
resultado es facilmente explicable ya que al producirse un proceso
inflamatorio mayoritariamente neutrofilico, la presencia o no del receptor
CX;5CRI1 no afectaria a la acumulacion de este subtipo leucocitario ya que
no expresan este receptor (Ishida et al., 2008; McComb et al., 2008).

A pesar de los hallazgos encontrados a nivel pulmonar, la exposicion
aguda a humo de tabaco si que produjo un aumento significativo de las
interacciones leucocito-endotelio en arteriolas y vénulas de la
microcirculacidon del cremaster de raton. Ademaés, hemos comprobado que
FRK estaba implicada en la adhesion arteriolar, ya que en los ratones
salvajes expuestos a humo de tabaco, la expresion de esta quimiocina
estaba selectivamente aumentada en el endotelio arteriolar y en los ratones
deficientes en el receptor de FRK (CX;CR1), la adhesion leucocitaria a este
nivel se vio significativamente reducida. Por tanto, considerando la
interaccion leucocito (CX;5CR1)/ endotelio (CX3CL1) in vivo, FRK parece
participar mas activamente en la inflamacién arteriolar que en la venular
inducida por la exposicion a humo de tabaco. De hecho, estudios
relativamente recientes también han encontrado expresion selectiva de

FRK en el endotelio arterial del intestino delgado en respuesta a la
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administracion intravenosa de TNF, mientras que la expresion en el
endotelio venoso fue débil o nula (Ahn et al., 2004).

Estos resultados obtenidos in vivo nos llevaron a realizar una serie de
estudios in vitro en cultivos primarios de células endoteliales humanas. La
expresion de FRK (western blot y citometria de flujo) inducida por EHT en
cultivos primarios de células endoteliales de origen arterial, aumenté tras
24 horas de exposicion al EHT, siendo estas respuestas patentes en el
endotelio arterial y practicamente nulas en el venoso. Estos eventos fueron
precedidos del aumento de expresion de ARNm de FRK y, de nuevo en
HUAEC pero no en HUVEC. Estos hallazgos muestran la primera
diferencia entre HUAEC y HUVEC en respuesta al humo de tabaco.

Por otro lado, se ha demostrado que en condiciones fisiologicas de
flujo, la FRK puede mediar una adhesion fuerte, directa y rapida de los
leucocitos que expresan CX;CR1 (Kerfoot et al., 2003). En nuestro estudio,
la estimulacion con EHT produjo adhesion de leucocitos mononucleares a
HUAEC y a HUVEC, pero mientras que la neutralizacion de la accion de
FRK redujo la adhesion de leucocitos mononucleares al endotelio arterial
en un 77%, la adhesion al venoso no se vio afectada. Estos resultados
confirman la ausencia de FRK en el endotelio venoso expuesto a EHT y
podria implicar directamente a esta quimiocina en la inflamacion vascular a
nivel arterial inducida por la exposicion a humo de tabaco.

También se ha demostrado que otras moléculas de adhesiéon como
VCAM-1 estan implicadas en la acumulacién leucocitaria en aterogénesis y
otras patologias inflamatorias (Li et al., 1993; Davies et al., 1993). De
acuerdo con esto, nosotros observamos que al bloquear VCAM-1 en células
arteriales, la adhesion de mononucleares inducida por EHT, se veia
reducida de manera significativa en un 62%, implicando también a VCAM-
1 en la adhesion leucocitaria inducida por EHT. En este contexto, la

cooperacion en condiciones de flujo fisiologico entre FRK y otras MAC
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(p.ej. VCAM-1) se ha sugerido como primer mecanismo mediante el cual
la FRK acumula leucocitos en enfermedades inflamatorias (Kerfoot et al,
2003; Umehara et al, 2004). En nuestro estudio, la neutralizacion de ambas
actividades (VCAM-1 y FRK) no produjo un aumento significativamente
superior a la inhibicion que se ocasiond cuando sélo se bloque6 FRK. Este
resultado aparentemente contradictorio se podria deber a que el valor de la
fuerza de cizallamiento a la que sometimos las células endoteliales era
relativamente bajo y no lo suficientemente elevado para observar la
adhesion mediada por VCAM-1 (optima a 10 dinas/cm?®), alejandose de las
condiciones de flujo donde la cooperacion entre ambas moléculas se
observa mejor (Kerfoot et al., 2003). De hecho, la adhesion arterial de
leucocitos se suele dar en zonas donde existe enlentecimiento del flujo
sanguineo, normalmente en las curvaturas y las ramificaciones. En
conjunto, todos estos datos indican que FRK y su receptor CX;CRI1
mediarian la captura arterial de leucocitos en condiciones de reducido flujo
sanguineo, hecho que suele ir asociado a la mayor predisposicion de
desarrollo de lesiones aterosclerdticas.

En cuanto a los mecanismos mediante los cuales el humo de tabaco
induce la expresion de FRK, nuestro siguiente objetivo fue estudiar si el
estrés oxidativo jugaba un papel importante en esta expresion, ya que esta
demostrado que tanto FRK como su receptor se expresan en respuesta al
estrés oxidativo (Chandrasekar et al., 2003) y que el humo de tabaco
potencia la induccion de una gran variedad de factores redox-sensibles,
como el factor de transcripcion NFxB o la activacion de las MAPK
ERK1/2 o p38 (Rajendrasozhan et al., 2008; Park et al., 2010).

El NFkB es un factor de transcripcion nuclear redox-sensible que
regula la transcripcion de genes de mediadores de la inflamacion (Mac
Nee; 2000, Imaizumi; 2004, Gosker et al., 2009, Oudijk, E-J et al; 2003).

La activaciéon de NFxB puede ser directamente dependiente de las ERO o
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de la via de sefalizacion de las MAPK (Dragomir et al., 2008), que son
moléculas que contribuyen a la transmision de sefales extracelulares que
resultan en la fosforilacion de factores de transcripcion y alteraciones en la
expresion de genes (Donadelli et al., 2003). Estudios previos han
demostrado que la via de NF«B esta implicada en la produccion de FRK en
células endoteliales y células de la musculatura lisa vascular (Chandarsekar
et al., 2003; Anh et al., 2004; Donadelli et al., 2003; Sukkar et al., 2004;
Dragomir et al., 2008). Nosotros observamos en HUAEC que al bloquear
NF«xB tanto la expresion de FRK como la adhesion de mononucleares se
veia reducida, por lo que NFkB parece también estar implicado en la
expresion de FRK y en el proceso inflamatorio del endotelio arteriolar
inducido por EHT. Ademas se ha observado que el EHT media en la
fosforilacion de p38 y ERK 1/2 regulando asi la actividad transcripcional
de NFxB (Park et al.,, 2010) y que en diferentes sistemas celulares la
fosforilacion de p38 (Goebeler et al., 2001; Donadelli et al., 2003), resulta
en la produccién de diversas citoquinas, entre ellas la FRK (Donadelli et
al., 2003). Nosotros observamos que al inhibir p38 y ERK 1/2 en células
estimuladas con EHT, tanto la expresion de FRK como la adhesion de
mononucleares al endotelio arteriolar se veia reducida, por lo que estas
MAPK también pueden jugar un papel importante en la expresion de FRK
y en el proceso inflamatorio inducido por el EHT. En concordancia con
nuestros resultados Dragomir y cols. (Dragomir et al., 2008) observaron
que niveles de glucosa elevados aumentaban la fosforilacion de ERK 1/2 y
p38 en células de la musculatura lisa vascular, lo que indicaba que ambas
MAPK, tanto p38 como ERK 1/2 participaban en la expresion de FRK
inducida por la producciéon de ERO generados por niveles elevados de
glucosa. Resumiendo, nosotros en nuestro estudio hemos demostrado que
el EHT aumenta la expresion de FRK y la adhesion de mononucleares en el

endotelio arteriolar a través un mecanismo de senalizacion celular redox-

171



Discusion

sensible que implica a las MAPK ERK 1/2 y p38 y al factor de
transcripcion NFkB.

Por otro lado, el principal mecanismo que conduce a la disfuncion
endotelial es la generacion de anidn superdxido que de manera importante
modula varias vias de sefializacion sensibles a ERO y afecta a la expresion
de genes y proteinas indispensables para diversas funciones celulares
(Dworakowski et al., 2008). De todas las fuentes potenciales de anion
superoxido, las NADPH oxidasas (NADPHox) son las tnicas cuya funcion
principal es la produccion de ERO y cumplen una funcion especial en la
sefializacion redox (Dworakowski R 2008; Cave AC, 2006; Lambeth JD,
2004; Shih et al. 2010, Lagente et al 2008). Al inhibir la actividad
NADPHox inducida por EHT, observamos que tanto los niveles de
expresion de FRK como la adhesion de mononucleares en el endotelio
arteriolar se veian reducidas, sugiriendo que la produccion de ERO
inducida por EHT, que incrementa los niveles de FRK y la inflamacion
vascular, es dependiente de la actividad NAPDHox. También esta descrito
que ademas de la NADPHox, la XO, el Cp450 y otras fuentes
mitocondriales también pueden generar cantidades significativas de
superoxido (Orosz et al., 2007). Sin embargo, el papel de estas enzimas en
el estrés oxidativo inducido por EHT no es del todo conocido. Si bien es
verdad que, en pacientes EPOC si que se ven aumentados los niveles de
XO (MacNee et al, 2000) y que, el EHT incrementa la actividad de esta
enzima en ratas (Qamar & Sultana, 2010), no hay trabajos que describan
como FRK se modula a través de la actividad de XO. Nuestros datos
sugieren que la XO no juega un papel importante en el estrés oxidativo
inducido por EHT en la expresion de FRK e inflamacion vascular, ya que
al inhibir esta enzima la expresion de FRK y la adhesion leucocitaria no se
vieron reducidas de manera significativa. Por ultimo también hemos

demostrado que la eliminacion del anion superoxido por accion de la SOD
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reduce la expresion de FRK y la adhesion de mononucleares en el endotelio
arteriolar inducidas por EHT. Esto ratifica el papel de los ERO en la en la
expresion de FRK y la inflamacion vascular inducida por EHT que hemos

descrito en parrafos anteriores (Figura 38).
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Figura 38: Diagrama esquematico ilustrando los mecanismos redox propuestos
implicados en la expresion de FRK inducida por EHT.

Por otro lado, se sabe que el EHT aumenta los niveles de TNFa
(Jeong et al.,, 2010; Mortaz et al., 2009). En estudios previos se ha
comprobado que existen niveles elevados de TNFa en el esputo y biopsias
pulmonares de pacientes con EPOC (Keatings et al., 1996; Mueller et al.,
1996; Gan et al., 2004) y también se han encontrado incrementos de esta
citocina en el suero de fumadores sanos (Petrescu et al., 2010). Ya que
TNFa es uno de los principales inductores de la expresion de FRK en las
células endoteliales humanas (Ahn et al., 2004; Hall et al., 2009), nos
propusimos bloquear la expresion de esta citocina con el fin de confirmar si
TNFa se encuentra implicado en la expresion de FRK inducida por EHT.
Nuestros resultados muestran que el silenciamiento de TNFa reduce la
expresion de FRK hasta niveles basales asi como la adhesion de

mononucleares al endotelio arterial en un 80%. Estos hallazgos parecen
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indicar que el EHT, paralelamente a las vias redox, produce un aumento de
la expresion de FRK y de la inflamacion vascular mediante la sintesis y
liberacion de TNFa. Se observo también, que en las células en la que el
ARMm de TNFa fue silenciado, la adhesion de mononucleares a HUAEC
estaba igualmente disminuida respecto a las células transfectadas con el
ARNI control. Aunque no hay estudios que describan que el silenciamiento
de TNFa afecte a las interacciones leucocito-endotelio en ausencia de
estimulo, es posible que la expresion constitutiva de algunas MACs
dependa de los niveles basales de TNFa. En un estudio reciente, otros
autores comprobaron que el silenciamiento de otra citocina inflamatoria,
macrophage migration inhibitory factor (MIF), producia una disminucioén
en los niveles de expresion basales de algunas moléculas de adhesion,
especialmente ICAM-1, asi como de ciertas quimiocinas tales como IL-8 o
MCP-1 (Cheng et al., 2010).

Por otro lado, se ha descrito que en pacientes con EPOC existe un
aumento de la expresion de ARNm de FRK en el tejido pulmonar (Ning et
al., 2004). Adicionalmente se ha observado que en ratones que fueron
expuestos cronicamente a humo de cigarrillo aumentaba la expresion
génica de FRK en el tejido pulmonar, lo que se relaciono6 a su vez con una
mayor acumulacién de células CX3CR1° en el mismo (incluyendo
monocitos/macroéfagos) y también con el desarrollo de EPOC (McComb et
al., 2008). A lo largo de esta investigaciéon hemos observado que el EHT
produce aumento de las interacciones leucocito-endotelio y que FRK
participa en estas respuestas. En otras enfermedades que comparten
disfuncion endotelial e inflamacion vascular como esclerosis sistémica
(Hasegawa et al., 2005) o la vasculitis sistémica (Bjerkeli et al, 2007) se
demostro que en los leucocitos mononucleares de sangre periférica de estos
pacientes, la expresion del receptor de FRK (CX;CR1) estaba aumentada.
Ya que el receptor de FRK (CX;CR1) se expresa en monocitos (McComb
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et al., 2008, Sukkar et al., 2004) y que la acumulaciéon de monocitos es un
evento esencial en la respuesta inflamatoria arterial, decidimos continuar
nuestra investigacion evaluando la expresion del receptor de FRK,
CX;3CR1, en monocitos y linfocitos circulantes de pacientes con EPOC.
Nuestros resultados muestran que en sangre periférica de pacientes con
EPOC los monocitos y los linfocitos expresan mayores niveles del receptor
de FRK (CX;3CR1) que los individuos sanos no fumadores. Estos resultados
sugieren que las interacciones entre leucocitos CX;CR1" y el endotelio que
presenta una mayor expresion de FRK (CX;CL1), como se podria dar en
pacientes con EPOC, la inflamacion vascular se veria aumentada en
comparacion con lo que ocurre en individuos sanos no fumadores, aunque
estudios funcionales a este nivel se requieren para sustentar dicha
afirmacion.

Por tanto, podriamos sugerir que el tabaco induce la expresion de
FRK, y que tanto FRK como su receptor CX;CR1 parecen jugar un papel
importante en la inflamacidn sistémica asociada a la EPOC, lo que podria
constituir una nueva diana terapéutica en la prevencién de la disfuncion

endotelial que se da en la EPOC.
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1. La exposicion a Ang-II, Ang-I 6 CMP48/80 aumenta las
interacciones leucocito-endotelio in vivo en el masculo cremaster de raton.

2. La ECA endotelial es la principal enzima formadora de Ang-1I en
la microcirculacién in vivo y la liberacion y activacion de la quimasa
matocitaria extravascular parece contribuir a la producciéon de Ang-II
amplificando la respuesta inflamatoria.

3. La quimasa mastocitaria contribuye también a la formacion de
Ang-II a partir de Ang-I in vivo por mecanismos independientes de la ECA.

4. El bloqueo del receptor AT, de Ang-II puede representar el mejor
tratamiento para prevenir el dafio vascular inducido por la Ang-II generada
endogenamente, contribuyendo a controlar el progreso de la inflamacion
vascular cuando exista activacion tanto de las vias dependientes como
independientes de ECA.

5. El EHT produce expresion de FRK en células endoteliales
arteriales pero no en aquellas de origen venoso.

6. La acumulacion de leucocitos mononucleares en células
endoteliales arteriales inducida por EHT es dependiente de la expresion de
FRK. Estos dos hallazgos indican la existencia de diferencias funcionales
entre el endotelio arterial y venoso en respuesta a un mismo estimulo.

7. Tanto la expresion de FRK como la acumulacién de leucocitos
mononucleares en respuesta a la estimulacion endotelial con EHT estan
mediadas por vias de sefializaciéon redox-sensibles ya que inhibidores de
NFkB, ERK1/2, p38 MAPK o de la NADPH oxidasa, reducen
significativamente estas respuestas.

8. El TNFa parece estar implicado en la expresion de FRK y la
acumulacion de leucocitos mononucleares inducida por EHT. Ademas, los

monocitos y linfocitos circulantes de pacientes con EPOC mostraron mayor
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expresion de receptor de FRK (CX;CR1) y en un mayor porcentaje que en
células de voluntarios sanos no fumadores.

9. Farmacos que antagonicen el receptor de FRK (CX3CR1) o que
neutralicen la actividad de esta quimiocina, podrian ser efectivos en la
prevencion del dafio endotelial que se observa en patologias

cardiovasculares asociadas a la EPOC.
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