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Introduccio

L’aterosclerosi és una malaltia inflamatoria multifactorial®’. El procés d’aterogénesi ha
estat considerat per molts, en gran part, una acumulacio de lipids a la paret arterial;
encara que, és molt més que tot aixo. Malgrat canvis en el tipus de vida i en 1'ts de nous
enfocaments farmacologics per disminuir les concentracions de colesterol en el
plasma’? les malalties cardiovasculars continuen sent la principal causa de mort als

Estats Units, Europa i gran part d’Asia®*.

De fet, les lesions aterosclerotiques representen una série de respostes cel-lulars i
moleculars altament especifiques que es poden descriure millor si enfoquem

. L . 5.9
I'aterosclerosi com una malatia inflamatoria” .

Les lesions aterosclerotiques ocorren principalment en artéries elastiques i musculars
de gran i mitja calibre, i poden conduir cap a la isquémia del cor, cervell o extremitats,
acabant en infart. Es poden donar al llarg de la vida de les persones. De fet, les lesions
meés primerenques, anomenades estries grasses, les quals sén comunes en infants i nois
joves'® son lesions inflamatories pures, que consisteixen només en la preséncia de
macrofags derivats de monocits i limfocits T En persones amb hipercolesterolémia, la
preséncia d'aquestes cél-lules és a causa de la deposicié extracel-lular de lipids

10,12
amorfs 7.

Per entendre el procés de desenvolupament de la lesi6 vascular, ens hem de fixar en la
base on es desenvolupa, el vasos sanguinis. Aquests vasos estan formats per diverses
capes cel-lulars especialitzades (veure secci6 1). Comencant per la llum del vas o lumen
trobem la primera capa de cél-lules, I'endoteli. Es tracta d'una monocapa, on les
cel-lules endotelials altament especialitzades actuen com a barrera selectiva entre el
teixit vascular i el medi extern que representa la llum del vas. Es en aquesta capa quan
falla algun component on es doéna el primer pas pel desenvolupament de la malaltia i
s’anomena disfuncio endotelial’ (Figura 1). Aquesta disfuncié endotelial porta a les
cél-lules endotelials a cambiar el seu patro d'expressio geénic, que alteren entre altres
les propietats homeostatiques normals de l'endoteli. Aixo, incrementa 'adhesivitat de
I'endoteli respecte els leucocits o les plaquetes, aixi com la seva permeabilitat. També
s’indueix l'endoteli a tenir propietats procoagulants en comptes d’anticoagulants i a
expressar molécules vasoactives, citoquines i factors de creixement. Si la resposta
inflamatoria no es neutralitza eficaigment o no s’elimina 'agent danyoés, aquest estat pot
continuar indefinidament. En aquest cas, la resposta inflamatoria estimula la migracio i

proliferaci6 de les cél-lules musculars llises (CML) desde la capa media de la
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musculatura vascular, formada basicament per CML, fins al subendoteli, format
basicament per glucoproteines. D’aquesta manera es forma una lesié intermitja. Si
aquesta resposta continua ininterrompudament, les CML poden espessir la paret
arterial, la qual cosa és compensada per una gradual dilataci6 mantenit-se aixi el lumen
inalterat'®. Aquest fenomen es coneix amb el terme de “remodeling” o remodelat,
formant-se l'estria grassa (Figura 2). De les cél-lules inflamatories que intervenen i
regulen el procés de l'aterogénesi, les que es troben en totes les fases, son els
macrofags derivats de monocits 1 un subtipus especific de limfocits T en canvi, els

granulocits rarament s’hi detecten al llarg de la malaltia'®.

Permeabilitat Migracié adhesid Adhesid
endotelial leucoclitaria endotelial leucocitaria

Figura 1. Disfuncié endotelial. La disfuncié endotelial promou d’adhesi6 i entrada de leucocits a I’espai subendotelial.
A més també s’augmenta la permeabilitat de 'endoteli al pas de mecromoleécules tals com les lipoproteines. Adaptat de

Ross R. 1999.

Una inflamaci6 prolongada fara augmentar el nimero de macrofags i limfocits en la lesio.
L’activacio d’aquestes cél-lules portara a una alliberacié d’enzims hidrolitics, citoquines,
.. . . . 17,18 . .
quimioquines i factors de creixement , les quals poden augmentar el dany i produir
- 19 N , ,
necrosis locals™™. Amb tot aixd, es comenga a formar el que s'anomena placa d'ateroma
o placa aterosclerotica mitjangant varis cicles d’acumulacié de cél-lules mononuclears,

la migracio6 i proliferacio de les cel-lules musculars llises i la formacié de teixit fibros
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que condueixen a una reestructuracio i engruiximent de la lesi6. A més, apareix la
formacié del cap fibros que cobreix el nucli lipidic i el teixit necrosat. Aquesta situacio
tan avancada, s’anomena lesio complicada (figura 3). Arribats a aquest punt, I'artéria pot
no arribar a compensar per dilataci6 i pot fer que la lesié es comenci a introduir cap al
lumen alterant el fluxe de sang. Aixdo pot ser el principi dels simptomes o
manifestacions cliniques de la malaltia, poden desenvocar en la ruptura d’aquesta placa i
la posterior obturaci6 del lumen del vas sanguini per la formacié d’un trombus. En el cas

del cor, aquest estat s’anomena infart si la oclusi6 del vas és total o angina si és parcial.

adheréncia 1 agpersncia 1

migracié Formacid Activaci6 agregacid de entrada de
miscul 11is cél-lula espumosa c@l-lules T Plaguetes leucdcits

Figura 2. Formaci6 de I’estria grassa. L’acimul de macrofags i CML poden ocasionar un engruiximent de la paret arterial
conegut com a estria grassa. Aquest fet juntament amb la disfuncié endotelial subjacent poden afavorir I'adhesi6 de les

plaquetes, fet que contribuira a la progressio de la lesié. Adaptat de Ross R. 1999.

Existeixen varis factors de risc coneguts que contribueixen al desenvolupament
d’aquesta malaltia. La majoria de les estratégies de prevenci6 estan enfocades a la
disminucié d’aquests riscs i entre les més conegudes hi ha el control dels nivells de
colesterol LDL en sang, la hipertensio, la diabetes, I'estrés oxidatiu i el consum de
tabac. A més hi ha altres factors que ajuden a la prevencié de la malaltia com sén portar

una dieta equilibrada (entre elles la dieta mediterrania) i efectuar un minim d esport.
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Acumulacis de macréfags Formacid Pormacid
nucli necrétic c'z_lp fibros

Figura 3. Formaci6 d'una lesi6 aterosclerotica avangada. En una agressié continuada en el vas i sota diferents estimuls
es produeix un augment del nombre de macrofags i cel lules espumoses que poden acabar morint i constituir el nucli
necrotic, ric en colesterol i altament protrombotic. Al voltant d’aquest nucli, les CML sintetitzen una coberta fibrosa que

dona estabilitat mecanica a la placa aterosclerotica. Adaptat de Ross R. 1999.

L’aterosclerosi i la seva evolucio depén de la capacitat de les diferents cél-lules de
l'organisme a tornar-lo a l'homeostasi, a més de disminuir 'agent causant de la
inflamacid, perd si un dels components cel-lulars falla per algun motiu, la malaltia es

desenvolupara, comencant per 'endoteli.
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1.- ESTRUCTURA D’'UNA ARTERIA

L'estructura de la paret arterial es repeteix en tots els tipus d’artéries, variant la
proporci¢ d’alguns dels elements de la mateixa (Iamines elastiques i CML) depenent si
son arteries musculars o elastiques. Es composa basicament de tres capes

concéntriques: intima, mitja i adventicia (Figura 4).

1.1.- INTIMA

La ttnica intima esta formada per 'endoteli i el subendoteli o capa basal, que limita amb
la lamina elastica interna. L’endoteli esta format per una monocapa de cél-lules
endotelials que revesteixen la llum del vas. El subendoteli és la lamina basal, constituida
per una tenue capa de teixit conjuntiu; sota, es troba la lamina elastica interna, formada

per una xarxa compacta d’elastina amb fenestracions distribuides regularment.

1.2.- MEDIA

La tunica media és la de major grossor. Esta formada per CML disposades circularment
o helicoidalment respecte l'eix del vas, formen capes que s'alternen amb capes
elastiques. Aquesta tunica esta limitada exteriorment per la lamina elastica externa i
internament per la lamina elastica interna. Aquestes lamines son fulles de fibres
elastiques amb fenestracions que permeten el pas de substancies i de cél-lules en

ambdues direccions.

1.3.- ADVENTICIA

La tunica adventicia esta formada per teixit conjuntiu amb fibres de colagen, fibres
elastiques i fibroblasts, juntament amb algunes CML. Aquest teixit conjuntiu es prolonga
gradualment, relacionant-se amb les estructures veines. Per aquest teixit conjuntiu
perivascular discorre una xarxa de vasos de molt petit calibre, anomenats vasa
vasorum, que ocasionalment penetren a la mitja i sembla que la funci6 esta relacionada

amb el metabolismo de la paret (oxigen, nutrients, drenatge, etc.).

També trobem una xarxa de fibres nervioses amieliniques que acaben en les cél-lules
musculars de la t@nica media (nervis vasomotors) i algunes fibres mieliniques que

arriben fins a la intima, fibres sensitives dels vasos.
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Artéria

Tinica intima:
endoteli gqus
revesteix al
lumen dels wasos
sanguinis

Tinica
adventicla:
fibres de
col-lagen

Tinica media:
Cél-lules de

migcul 1lis 41
fibres elistiques

Figura 4. Estructura de les capes d’una arteria. Es diferencien les capes o ttiniques intima, media i adventicia, les quals
estan separedes entre elles per lamines elastiques. La separaci6 entre la intima i la media s’anomena lamina elastica interna,
i la separaci6 entre la media i l'adventicia rep el nom de lamina elastica externa. Adaptada de la web:

http:/ /www juntadeandalucia.es/averroes/~29701428 /salud/ circu.htm

2. ENDOTELI

L’endoteli és el recobriment interior dels vasos sanguinis (arterials i venosos), els
vasos limfatics, les cavitats cardiaques i1 els cossos cavernosos. La seva formacio
s’inicia aviat a 'embriogénesi i és el responsable de la circulacio del torrent sanguini, la
fluidesa de la sang, el to vascular i de mecanismes de defensa de l'organisme tan
importants com el fenomen inflamatori i la resposta immune. L’endoteli, per la seva
localitzacioé estratégica, separa el medi exterior agressiu de l'interstici tissular complint
una funci6 de defensa de 'hoste a nivell del tegument mucocutani, el pulmo, el tracte
gastrointestinal i el sistema cardiovascular. L'endoteli ¢s capa¢ de sintetitzar,
emmagatzemar 1 alliberar molecules especifiques que incideixen en el funcionament
normal d’'organs diferents. L’endoteli també compleix una funcio “d’esponja” al
emmagatzemar molécules produides per ell mateix 1 substancies no endotelials.
Actualment s'esta investigant intensament en el seu sistema de caveoles que
segurament estan relacionades amb una funci6 demmagatzematge 1 senyalitzacid

cel-lular.
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En efecte, 'endoteli intervé en processos dembriogénesi, histogénesi, organogénesi,
cicatritzacié, angiogénesi i metastasi. Es pensa que l'endoteli pot activar-se de forma
comparable a la dels macrofags o celllules polimorfonucleades i que el seu trafic
molecular i les seves interaccions cél-lula—cel-lula son dinamiques i immediates. La capa
endotelial proveeix una superficie activa per l'intercanvi de gasos, aquos i molecular i
pel trafic cel-lular. L'endoteli té una organitzacié unica, serveix d’'aduana entre el medi
exterior, que pot ser agressiu i el medi interior que s’ha de protegir. Lendoteli
constitueix una capa unicel-lular continua que serveix d’interfase estructural i funcional
entre el torrent circulatori i la paret vascular. Per la seva localitzacié especial, capta
senyals quimiques, fisiques i immunologiques i d’acord amb aquestes senyals compleix

funcions especifiques en I'homeodstasi i 'enfermetat.

Concretament, en 'homeostasi del sistema vascular, proporciona una superficie no
trombogenica i no adherent pels leucocits. Contribueix al manteniment del to vascular
mitjan¢ant el balan¢ de produccio i alliberaci6 de substancies vasodilatadores, com
I'oxid nitric (NO) (veure secci6 2 de la introduccié) i la prostaciclina (PGIy) (veure
seccié 3 de la introducci6), i vasoconstrictores, com I'endotelina, el tromboxa A, (TXA,)
i I'angiotensina II (AI). A més pot modular el to i el creixement de les cellules
musculars llises (CML), aixi com la coagulacié, la fibrinolisi i 'adhesio de cél-lules

% mitjancant diversos factors promotors i inhibidors

sanguinees a la paret vascular,”’”
del creixement, moduladors de la inflamacio (molécules d’adhesié) i factors hemostatics
i trombolitics, com l'activador tissular del plasminogen (t—PA) i I'inhibidor del t-PA tipus
1 (PAI-1).*" En condicions normals existeix un equilibri entre les accions d'aquests
factors, pero en preséncia de factors de risc cardivasculars tals com hiperlipidémia,

tabac, hipertensi6 arterial, diabetis, infeccions, hiperhomocisteinémia i altres, aquest

equilibri es veu alterat provocant respostes anormals de 'endoteli.

Llavors, la proliferacio del muscul llis, la vasoconstriccié, ['activitat trombotica i

. . . . - 21,8
I'adhesio de les cél-lules sanguinees passen a ser fenomens predominants.

La hipercolesteroléemia actua sobre les cel'lules endotelials produint alteracions de la
funci6 vascular. De fet, la disfunci6 de la resposta vasomotora endotelial precedeix
inclus al desenvolupament aterosclerotic i esta relacionada amb nivells anormalment
elevats de lipids plasmatics. Aixo s’ha demostrat en varis estudis en els que es va

observar que la vasodilatacio depenent de l'endoteli estava disminuida en animals i en
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pacients hipercolesterolémics sense la preséncia d’alteracions estructurals vasculars

. 25,26
evidents.”’

La velocitat de cisalla del fluxe sanguini sobre l'endoteli és també un factor important
en la disfunci6 endotelial, ja que estimula l'alliberaci6 de substancies vasoactives,
provoca canvis en I'expressio de certs gens, del metabolisme cel-lular i de la morfologia
cellular.?”® S’ha demostrat que algunes arees de l'arbre arterial sotmeses a freqiients
canvis de velocitats de cisalla 1 fluxe no laminar presenten disfunci6 endotelial.
Aquestes condicions de fluxe es produeixen en els punts de bifurcacio arterial i

provoquen el desenvolupament de lesions aterosclerotiques.

A partir del moment en qué¢ 'endoteli presenta alteracions de la seva funcionalitat
homeostatica, es produeix l'entrada de monocits, lipids plasmatics i proteines dins la
paret arterial, aixi com l'activacié de fenomens inflamatoris que donen lloc a la formacio

de l'estria grassa, primer pas per la formacio6 de la placa aterosclerotica.

3. SUBENDOTELI
La disfuncio endotelial estd considerat el primer pas cap al desenvolupament de la

malaltia, pero aquesta es desenvolupara en el subendoteli de la paret vascular.

Les cel'lules endotelials formen una monocapa continua que tapissa la cara luminal
interna de les artéries, les venes, els capil-lars i els vasos limfatics, amb una estructura
molt organitzada que assegura l'acoblament funcional entre elles. A 'endoteli podem
trobar dues zones especialitzades, 'apical o luminal i la basal que interacciona amb les
proteines de la matriu extracel-lular (MEC) de la lamina basal a la que esta fortament

adherida, anclant les cél-lules al subendoteli.

La MEC esta composada fonamentalment per glucoproteines (laminina, fibronectina,
vitronectina, trombospondina, entactina, heparan sulfat i factor de Von Willebrand, entre
altres).

Les glicoproteines o glucoproteines son molécules compostes per una proteina unida a
un o varis hidrats de carboni, simples o compostos.

El terme glicoproteina s'usa en general per referir-se a una molécula de dimensions
especifiques, integrada normalment per un o més oligosacarids units de forma covalent

a cadenes laterals especifiques de polipéptids. Solen tenir un major percentatge de

10
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proteines que de carbohidrats. En canvi, els termes proteoglica i péptidoglica designen
agregats massius formats per carbohidrats i proteines o séptims peéptids, pels quals la
paraula molécula no té cap significat precis. Les particules de proteoglicans tenen un
major percentatge de carbohidrats que de proteines. Avui en dia també s'anomenen
glucosaminoglicans (GAGs).

Els GAGs son polisacarids formats per unitats repetitives de disacarids sense ramificar
on un dels sucres és una hexosamina (N-acetilglucosamina o N-acetilgalactosamina) i
l'altre ¢és un acid uronic (sucre carboxilat); aquests carbohidrats generalment estan
sulfatats i el seu elevat grau de carboxilacié i sulfatacié aporta gran quantitat de
cargues negatives al llarg de tota la molécula.

Son molécules relativament rigides a causa del tipus d'enlla¢ entre els seus sucres i a la
gran quantitat de cargues negatives que l'obliguen a adoptar una configuracio
desplegada. Aquesta disposici6 molecular és especialment prominent en medis
hidrofilics.

Els glucosaminoglicans sén molécules altament hidrofiliques que retenen grans
quantitats d'aigua, essent els principals responsables del manteniment de la viscositat
de la matriu extracel-lular, de la turgéncia dels teixits i de mantenir hidratat l'entorn
cel-lular.

L’estructura dels proteoglicans esta formada per un component central que és protéic i
s'anomena proteina "core"; i després per unes extensions filamentoses laterals que sén

glicosaminoglicans units covalentment a l'eix protéic.

11
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Exemple de proteoglica que consta de:

e Una proteina core
e 100 molécules de condrointin sulfat.
e 130 molécules de kerata sulfat.

La preséncia de la disfuncio endotelial, al augmentar la permeabilitat de I'endoteli a les
LDL, determina la formaci6 de 'estria grassa, ja que permet que les LDL s’internalitzin i
s'uneixin als proteoglicans que formen la MEC.% Els proteoglicans, tenen una alta

. . y e, . ., ) . 30 . . .
capacitat de produir 'alteracio i la formacio de l'estria grassa.” La preséncia de major

12



Introduccio

estrés oxidatiu, associat a la disfunci6 endotelial, afavoreix la modificacioé de les LDLs
retingudes a lespai subendotelial.® Les LDL oxidades, altament inflamatories i
citotoxiques, expressen antigens de superficie que motiven l'activacio d'una resposta
inflamatoria que provoca l'atraccié de ceél-lules leucocitaries (monocits i lomfocits—T)
cap a la lesio. L'acumulaci6 de LDL oxidades a 'espai subendotelial juntament amb
I'endoteli activat indueixen I'expressié de receptors i molécules que faciliten la unié
dels monocits a 'endoteli i médien la seva internalitzaci6 a l'espai extravascular a
través de la monocapa endotelial.*® Aquestes citocines quimiotactiques i/o receptors
inclouen la molécula d’adhesi¢ intercel-lular (ICAM), molécules d’adhesié cel-lular
vascular (VCAM), la E-seletina i el MCP-1. Una vegada a la intima vascular els
monocits es diferencien a macr(‘)fags20 els quals captaran avidament les LDL oxidades
transformant-se en cel-lules espumoses. La perpetuacio d’aquest procés derivara en
col-leccions focals de cel-lules espumoses, observades microscopicament com a estries

grasses a la superficie de la intima.

4. PROGRESSIO DE LA PLACA ATEROSCLEROTICA. IMPLICACIO DE LES CEL-LULES
MUSCULARS LLISES (CML).

L'estria grassa pot progressar fins a la formacié de la placa, encara que no totes les
estries grasses progressaran. Hi ha dos factors claus en la progressio de la lesio: Per
una banda, la perpetuacio de la resposta inflamatoria amb l'acumulaci6 de macrofags i

lipids, i per 'altre, la proliferacio de les cél-lules musculars llises (CML).

L’evoluci6 de la inflamacié, amb el reclutament de macrofags derivats dels monocits

T**% { unes poques céllules cebades®™ poden lesionar I'endoteli

infiltrats, limfocits
adjacent i per aixd amb freqiiéncia es troben arees focalment denudades, sovint amb
plaquetes adherides al teixit subendotelial exposat.37 A continuacio, les plaquetes i els
microtrombus contribuieixen al creixement de la placa mitjancant 'estimulacié de
céllules adjacents de linterior de la placa i/o la seva incorporacié a la lesio.™ Els
productes de degranulacio de les plaquetes (factor de creixement derivat de les
plaquetes: PDGF), la trombina i la fibrina (fibrinogen), tenen propietats quimiotactiques i
mitogéniques;39 per aixd so6n probablement decisives per l'evolucié de les plaques
madures. Existeixen també altres factors mitogeénics derivats de la sang i 'ateroma,
com la interleucina—1, els factors a i B dels fibroblasts, la serotonina, la trombospondina

. , . . . . . 40
i també neurotransmissors (catecolamines) 1 hormones (angiotensina) que

contribueixen al creixement de la lesio.

13
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S’ha postulat que les metaloproteinases (MMP) derivades dels macrofags internalitzats a
la paret vascular'! son les responsables de l'eliminacié de la barrera de la lamina basal,
facilitant aixi la consegiient interaccié de les CML amb els components de la MEC
(col'lagen tipus I i fibronectina).*? Aquesta interacci6 indueix un canvi fenotipic de les
CML, de manera que les CML de la media, amb fenotip contractil, (responsables de la
vasoactivitat arterial) es desdiferenciin al fenotip sintetic. Aquest canvi fenotipic
confereix a les CML major activitat funcional: capacitat per migrar, dividir-se i
sintetitzar matriu extracel-lular (MEC) (col-lagens, proteoglicans, elastina, etc),” la qual
cosa porta a la invasi6 de la lesio i l'elaboraci6 de la capa fibrosa de la placa
aterosclerotica. Existeixen evidéncies inequivoques que demostren que les CML
procedents de lesions aterosclerotiques humanes i de lesions miointimals d’animals
d’experimentaci¢ (després d'una lesio vascular) tenen un fenotip diferenciat quan es
comparen amb les CML d’'un vas normal. """ Aquest procés de desdiferenciacio es
caracteritza per canvis significatius en I'aparenca morfologica de les cel-lules, tals com
una reducci6 de miofilaments i un increment del reticle endoplasmatic rugés i el
complex de golgi (organuls sintétics). Mostren, a més, nivells reduits d’'una varietat de
proteines caracteristiques de les CML diferenciades, tals com l'actina, la cadena pesada
de la miosina, la H-caldesmon, la vinculina i la desmina. Les CML, al igual que els
macrofags, també capten i acumulen LDL modificades transformant-se en cél-lules

16,47
espumoses. '

La MEC esta constituida per fibres de col-lagen i fibres elastiques en un gel viscoelastic
format per proteoglicans, hialura, glucoproteines 1 aigua. Tots aquests components
interactuen entre ells i s’entrecreuen formant un polimer reticular actiu, que confereix a
la paret les seves propietats biomecaniques. També presenta la capacitat d'unir
lipoproteines plasmatiques, factors de creixement, citocines i altres enzims presents a
I'espai intimal. La MEC (sobretot el col-lagen que és el seu component majoritari) juga
un paper fonamental en les lesions avancades, ja que forma la coberta fibrosa (cap
fibros) al voltant del nucli lipidic que contribueix a lestabilitat de les plaques
aterosclerotiques.*® Per altra banda, la interaccié de la MEC amb les cél-lules vasculars
la fa particep en el desenvolupament de la placa aterosclerodtica, ja que contribueix a la

regulacié de 1'adhesié, migracio6 i proliferaci6 de les cél-lules vasculars.
Els glucosaminoglicans49 i les fibres d’elastina sén importants per la captaci¢ de lipids i

L e e, <ir 50
contribueixen significativament a la calcificacio de la placa aterosclerotica.” Encara que

es desconeixen els mecanismes moleculars que regulen la calcificacié vascular,
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diversos estudis postulen que, al igual que ocorre a I'osteogénesi, hi ha un balan¢ entre
inductors 1 inhibidors de la calcificaci6 (proteina Gla, osteocalcina, osteonectina,
osteopontina, els glucosaminoglicans i la proteina monogenética de '0s tipus 2)° que a
meés es veu afavorit pel retorn al fenotip contractil de les CML.”! S’ha descrit, que els
canvis en les CML miointimals semblen ser reversibles respecte a l'expressio de
proteines contractils, ja que aquestes augmenten en les CML de les lesions croniques en
models animals. Per tant, els canvis poden ser un requisit en el procés de reparaci6 amb
una disminuci6 inicial, reflexant un canvi a un estat menys diferenciat, caracteritzat per

e 52
un retorn al seu estat contractil.

5. COMPLICACIO DE LA PLACA ATEROSCLEROTICA

Hi ha tres mecanismes principals pels quals es pot generar un procés trombogeénic a la

placa:?®9!

- Una manera és que es produeixi una descamacié de l'endoteli, la qual deixi
exposades a la llum del vas proteines trombogéniques com ara el col-lagen o el
factor de Von Willebrand. En les plaques aterosclerotiques aquest procés és més
greu, ja que poden expressar molécules protrombotiques com el factor tissular,

les quals ocasionaran la producci6é del trombus corresponent.

- En les plaques aterosclerotiques es generen petits vasos per angiogénesi.
Aquests son fragils 1 tenen predisposici6 a trencar-se 1 produir

microhemorragies, les quals ocasionaran la produccié del trombus corresponent.

- El tercer mecanisme és que es trenqui la coberta fibrosa de la placa, deixant al
descobert el nucli lipidic ric en substancies trombogéniques. Aquest és el cas
més greu i pot ocasionar 'oclusi6 del vas pel coagul que es formi. Encara que en
altres casos pot ser que no ocasioni cap simptomatologia clinica, si que tindra

efectes importants en el remodelat de la placa.

6. ACTIVACIO DE LES PLAQUETES
Les plaquetes sén essencials per 'homeostasi primaria i la reparaci6 de 'endoteli, perd
també juguen un paper important en el desenvolupament del sindrome coronari agut i

contribueix als esdeveniments cerebrovasculars. A més a més, participen en el proceés
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de formaci6 i extensié de les plaques aterosclerotiques. L'aterosclerosi és un procés
inflamatori crc‘)nic,20 que és un important component del sindrome coronari agut.55 La
relaci6 entre la inflamacio cronica i aguda no és clara, pero les plaquetes son una font
de mediadors inflamatoris,56 i l'activacié de les plaquetes per desencadenants

. . Lo 5 - 57
inflamatoris pot ser un component critic de 'aterotrombosi.”’

6.1.- LES PLAQUETES EN L’'HOMEOSTASI PRIMARIA

Les plaquetes son produides pels megacariocits com a cél-lules anucleades a les quals
els hi manca el ADN gen(‘)mic58 perd que contenen ARN missatger (ARNm) provinent
dels megacariocits i la maquinaria transcripcional i1 traduccional necessaria per la sintesi

59 «

de proteines. L’splicing” del preARNm, una tipica funcié que es dona en els nuclis de
les céllules, ha estat detectat també en el citoplasma de les plaquetes.”” El
transcriptoma de les plaquetes conté aproximadament de 3000 a 6000 transcrits.
L'analisi del proteoma de les plaquetes és bastant més complex.” ™ Després de deixar

el moll de 1'6s, les plaquetes circulen durant uns 10 dies. La seva principal funci6 és

parar 'hemorragia després d'un dany en un teixit o una lesi6 vascular.

6.1.1.- Activaci6 de les plaquetes

La uni6 inicial de les plaquetes als llocs amb lesi6é vascular esta mediada per la
glicoproteina Ib/V/IX, un receptor tnic estructuralment complex que s’expressa en els
megacariocits i les plaquetes. El factor de von Willebrand és el principal lligand per un
dels components d’aquest complex, la glicoproteina Ib, i 'abséncia d’aquest factor pot
causar defectes en ’homeostasi primaria i la coagulaci().65 A meés de la glicoproteina Ib,
també, uns quants receptors de col-lagen amb funci6 de lligar van ser trobats a la
superficie de les plaquetes, sobretot la glicoproteina VI i la glicoproteina Ia, membres

de la superfamilia de les immunoglobulines.57

Després de l'adhesio inicial de les plaquetes a la matriu extracel-lular, el procés de
reparaci6 requereix una rapida resposta de mediadors autocrins i paracrins, incloent
adenosina difosfat (ADP), trombina, epinefrina, i tromboxa A,. Aquests mediadors
amplifiquen 1 mantenen la resposta inicial de les plaquetes, i a més, recluten les
plaquetes circulants en el flux sanguini per formar un creixent tap homeostatic. La
majoria dels agonistes que activen les plaquetes operen a través dels receptors units a
proteines G.% E1 pas final per tots els agonistes és l'activacié de la integrina de
plaquetes, la glicoproteina IIb/Illa (allbB3), el principal receptor per l'adhesi¢ i

l'agregacié.67 El fenotip de ratolins que els hi falta la integrina B3 s’assembla al que
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tenen els pacients amb trombasténia de Glanzmann, en els quals les plaquetes no es
poden agregar i tenen en gran mesura reduida la resposta del fibrinogen.68

%869 B fibrinogen juga

Uns quants substrats adhesius s'uneixen a la glicoproteina IIb/Illa.
un paper important en el manteniment de l'estabilitat del trombus, fent ponts entre les
plaquetes mitjancant la integrina glicoproteina IIb/Illa. El factor de von Willebrand és
necessari per facilitar els ponts interplaquetars a altes velocitats de cisalla, 7 vitro. Les
plaquetes quiescents contenen el preARN de la molécula anomenada factor tissular, que
¢és el principal iniciador de la cascada de coagulaci6 que condueix a la conversi6 de

«

protrombina a trombina i fibrinogen a fibrina.”® El “splicing” depenent de senyal del
preARN del factor tissular permet la sintesi de la proteina bioactiva del factor tissular i

aixd permet propagar i estabilitzar el trombus a les plaguetes.’®

L’endoteli vascular controla la reactivitat de les plaguetes mitjancant tres vies: La via
de l'acid araquidonic, la via de la L-arginina i '0xid nitric, i la via de l'ectoadenosina
difosfatasa (ecto-ADPase).”" Les cél-lules endotelials converteixen I'acid araquidonic a
prostaciclina amb 1'ajuda de la ciclooxigenasa—-1 o la ciclooxigenasa—2 (COX-1 o COX-
2) i la prostaciclina sintasa. La COX-2 sembla ser important en la sintesi de la
prostaciclina, com s’ha demostrat a través del inhibidors selectius de la COX-2 en
I'excrecio dels metabolits de la prostaciclina.” ™ La prostaciclina inhibeix la funcio de

les plaquetes mitjancant I’augment dels nivells intracel-lulars del AMP ciclic.”™

L’oxid nitric difon a dins les plaquetes, estimula la produccié de la guanosina ciclina
monofosfat (GMP), i regula les proteines quinases depenents de GMP, causant de forma
secundaria una disminuci6 del fluxe de calci intracel-lular. Aquesta reduccié dels nivells
de calci intracel-lular suprimeix el canvi conformacional de la glicoproteina IIb/Illa que
és necessaria per la unio de les integrines al fibrinogen, aixi disminueix el nombre i

afinitat dels llocs d’unié al fibrinogen de la superficie de les plaquetes.”

La Ecto—ADPase, un component integral de la superficie de les cél-lules endotelials,
limita els nivells en plasma dels nucleotids (ADP i ATP) i és activada per substrat.
L’activitat d’aquest enzim anul-la la fase critica de captacié de la reactivitat de les

plaquetes, perqueé treu els nucleotids del medi.”
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6.1.2.— Agonistes, receptors , i efectors sistémics en 'activacié de les plaquetes

L'activacié de les plaquetes és induida per la interaccié de varis agonistes amb
receptors expressats a la membrana de les plaquetes (Figura 5). El Tromboxa A,
(TXA,) és sintetitzat per plaquetes activades a partir de 1'acid araquidonic (AA) i a
través de la via de la ciclooxigenasa (COX). Una vegada format, el TXA, és alliberat i
activa altres plaquetes. En les plaquetes, hi ha dos variants de receptors del TXA,: el
TPa i el TPB, els quals difereixen en les seves cues citoplasmatiques. El TPa i el TPB
s’emparellen a les proteines G, i Gy2 0 Gy, tot activant la fosfolipasa C (PLC). Aquest
enzim degrada els fosfoinositols de la membrana (el fosfatidilinositol 4,5-bifosfat
[PIP,]), alliberant aixi els missatgers secundaris, el inositol trifosfat (IP3) i el
diacilglicerol (DAG). El DAG activa la proteina cinasa C (PKC) intracel-lular, la qual
causa fosforilaci6 en les proteines. L'alliberacio del IP; incrementa els nivells
citoplasmatics de calci, el qual és alliberat des del reticle endoplasmatic. El ADP és
alliberat per les plaquetes i les cel-lules vermelles. Les plaquetes expressen almenys
dos receptors pel ADP, el P2Y; i el P2Y;y, els quals interactuen amb el G, i el G
respectivament. L’'activacio del P2Y;, inhibeix 'adenilat ciclasa, causant una disminucio
en els nivells del AMP ciclic, i 'activacié del P2Y; causant un increment en els nivells
de calci intracel-lular. El receptor P2Y;s és el major receptor capac¢ damplificar i
mantenir 'activacié de les plaquetes en resposta al ADP. La trombina és rapidament
generada als llocs amb dany vascular a partir de la protrombina circulant i, a més fa de
mediador en la formacié de fibrina, representant el més potent activador de plaquetes.
La resposta de les plaquetes a la trombina esta mediada a través de receptors de
proteases activades (PARs) units a proteines G, els quals son activats després del
trencament dels seus exodominis N-terminals mitjancant la trombina. Les plaquetes
humanes expressen PAR1 i PAR4. PARI s’uneix a membres de la familia de Gz, G i
G;. La subunitat a de G2 1 G5 s'uneixen a factors de canvi del nucleotid guanina de Rho
(Rho GEFs), proporcionant respostes del citoesquelet mediades per Rho que estan
probablement involucrades en els canvis de forma de les plaquetes. El pas senyalitzant
de Gq 1 Gj condueix a un increment del calci citoplasmatic i a una disminucié dels nivells
del AMP ciclic, respectivament. Els efectes dels agonistes mediats per una disminucio
dels nivells del AMP ciclic 1 un increment dels nivells de calci intracel-lular porten a
l'agregacio de les plaquetes a través del canvi en les propietats d'uni6 a lligand de la
glicoproteina IIb/Illa (allbB3), la qual adquireix I'habilitat d’'unir-se a proteines d’adhesio
soluble tals com el fibrinogen i el factor de von Willebrand. L’alliberacié de ADP i TXA,
indueixen més activacio 1 agregaci6 de plaquetes. La seqiiéencia del petit peéptid

arginina-glicina—aspartic (RGD) de les proteines d’adhesi¢ s’uneix al receptor de la
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glicoproteina IIb/Illa. El fibrinogen conté dues seqiiéncies RGD a la seva cadena alfa,
una a la regio N—-terminal i 'altre a la regio C—terminal. L’estudi de ratolins deficients (-
/=) pel fibrinogen ha mostrat que el factor de Von Willebrand per si sol no és suficient
per aconseguir 'agregacio estable de les plaquetes, donant suport a la hipotesi que la
uni6 concurrent del factor de von Willebrand a la glicoproteina IIb/Illa i a la
glicoproteina Iba permeten un contacte inicial entre les plaquetes, mentre que el
fibrinogen és necessari per una uni6 permanent a la glicoproteina IIb/Illa activada de les

plaquetes adjacents per assegurar la formacio estable de 'agregat de plaquetes.

GPila

Fllstindgen

Figura 5. Transducci6 del senyal durant 1’activacié de la plaqueta. La uni6 de I'agonista al receptor (Rec) inicia la

cascada de segons missatgers intracel lulars incloent el inositol 1,4,5-trifosfat (IP3) i el diacilglicerol (DAG). El IP3
indueix l'alliberacio de Ca2+ del sistema tubular dens. El DAG activa la proteina cinasa C (PKC), la qual determina
'activaci6 de la integrina olIfb3 (complexe IIb/IlIa), la uni6 del fibrinogen, 'agregaci6 i transmissi6 de senyals a través
de la integrina. L’augment de la concentracié de Ca2+ citosolic facilita la formacié de I'acid araquidonic (AA) per acci6é
de la fosfolipasa A2 (PLA2). El AA és metabolitzat a TXA2 que difon a I'exterior de la cel 1ula i interactua amb receptors
de la membrana amplificant l'activacio de la plaqueta. Durant el procés d’activacié resulten activades les tirosina
cinases Syk i FAK de la familia del Src. L'activacio de FAK és depenent de la uni6 del fibrinogen a la alIpb3 i 'agregacio
plaquetaria. A les plaquetes, les proteines G regulen la hidrolisi dels fosfoinositids i la formaci6 del AMPc.

L’adenilciclasa (AC) és estimulada per Gs i inhibida per Gi.
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6.2.— LES PLAQUETES I EL DESENVOLUPAMENT DE LESIONS ATEROSCLEROTIQUES
Les plaquetes que s'adhereixen a la paret dels vasos als llocs d’activacié de les
cel'lules endotelials contribueixen al desenvolupament de lesions aterosclerotiques
croniques, 1 quan aquestes lesions es trenquen, provoquen el comencament de la
trombosi arterial aguda. Les plaquetes s’adhereixen a 'endoteli de les artéries carotida
en ratolins deficients per apolipoproteina E (apoE)”” abans que les lesions
aterosclerotiques fossin visibles.”” El factor de von Willebrand, quan és secretat en
grans quantitats per les cel-lules endotelials en resposta a estimuls inflamatoris, pot
reclutar plaquetes al lloc; la interacci6é entre la glicoproteina Ib i el factor de von
Willebrand permeten a les plaquetes rodar cap a les cél-lules endotelials. Les lesions
aterosclerotiques en ratolins deficients en el factor de von Willebrand™”™ s6n més petites
que les lesions amb ratolins amb el factor de von Willebrand™, d’acord amb estudis

. - 78a,78b, 78c. 78d, 78e
previs en porcs deficients en VWF ' ¢ ©.

L’acceleracio de l'aterogénesi pel tromboxa depenent de COX-1 en ratolins deficients
en el receptor de lipoproteines de baixa densitat (LDLreceptor)”” suggereix que
I'activacio de les plaquetes incrementa la proporci6 de formacio de placa.79 La inhibicio
de la sintesi del tromboxa de les plaquetes,™ aixi com I'antagonisme® o delecio™ del

receptor del tromboxa, retrassa l'aterogénesi en models amb ratolins.

Les plaquetes activades poden també influenciar en la progressio de la formacio de la
placa mitjancant lalliberaci6 de lligands d’adhesio, com la P-selectina, que és
expressada a la membrana de les plaquetes i media les interaccions entre 'endoteli i les
plaquetes.57 Les senyals de la P-selectina estimula els monocits i els macrofags a
produir factors quimioatraients o de creixement. A més, la uni6 per P-selectina del
lligand 1 (PSL1) a la superficie dels monocits inicia la formaci6 dels agregats plaqueta—
monocit i la senyal fora—-dins que indueix la transcripcié de cox-2.% 1La prolongada
senyal depenent d’adhesio promou l'expressié de la interleucina-1B. Aquesta citocina
accelera l'estabilitat del ARN missatger de la COX-2, aixi es promou la sintesi de
l'enzim.* Les plaquetes activades exacerben l'aterosclerosi en ratolins deficients en

apoE”" de forma depenent de la P-selectina.®!

6.2.1.- Mediadors de la inflamacié derivats de plaquetes
Les plaquetes activades alliberen mediadors inflamatoris 1 mitogénics dins el
microambient local, aixi alteren les propietats quimiotactiques 1 adhesives de les

ceél-lules endotelials.® Aquestes alteracions de la funcié cel-lular endotelial induides per
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les plaquetes ajuden la quimiotaxi, I’adhesio, i la transmigracié dels monocits a les zones

amb inflamacio.

El lligand CD40 (CD40L) alliberat per les plaquetes indueix una resposta inflamatoria a
Iendoteli.”® Aquest lligand, originalment identificat en céllules T activades, és una
proteina trimerica transmembrana de la familia dels factors de necrosi tumoral. El
lligand CD40 és emmagatzemat al citoplasma de les plaquetes circulants i rapidament
apareix a la superficie després de 'activacié de les plaquetes.87 A la membrana de les
plaquetes, el lligand CD40 sofreix un trencament per damunt d'un periode de minuts o
hores, generant un fragment soluble funcional. El lligand CD40 derivat de plaquetes pot

),¥ I'adhesio

induir les cél-lules endotelials a produir espécies reactives doxigen (ROS
de molécules, quimiocines,® i el factor tissular,®” tots ells com a components de la
resposta inflamatoria. El bloqueig de la via de senyalitzaci6 CD40-CD40L inhibeix de
forma remarcable la formacié de la placa aterosclerotica i la deposicio del lipid a les
artéries en ratolins deficients en el receptor de les LDL ™% Un estudi prospectiu de la
salut de la dona va trobar que els nivells alts en plasma del lligand CD40 estaven
associats amb el increment del risc d’episodis vasculars.”! A més, varis factors de risc
cardiovascular, incloent el fumar cigarrets™ i la diabetis mellitus de tipus 2,* estan
associades amb l'activaci6 de les plaquetes i al increment d’alliberacié del lligand CD40.
La combinacio de hiperinsulinémia i hiperglucémia augmenten l'alliberacio del lligand de

plaquetes CD40 i el factor tissular derivat dels monocits.”

En contrast al lligand CD40, el qual s’emmagatzema al citoplasma de les plaquetes, la
interleucina—-18 és sintetitzada amb l'activacio de les plaquetes.w95 La quantitat de
interleucina-1B que sintetitzen les plaquetes activades, per la via de senyalitzacio
depenent de la translaci6 del ARN missatger de la interleucina-13, és suficient per
induir a les cél-lules endotelials a expressar gens que intervenen en l'adhesio dels
leucocits.”” La interleucina-18 és un important mediador de I'activacié de les cél-lules
endotelials induida per les plaquetes, aixo els hi causa un increment en l'alliberaci¢ de
quimiocines i augmenta les molécules que promouen 1'adhesio de neutrofils i monocits a

'endoteli.*

L’estimulacio de les plaquetes per forts agonistes poden causar la pérdua de petites
vesicules de membrana de la superficie de les plaquetes.95 A llocs amb dany vascular,
I'expressié de P-selectina per cél-llules endotelials o plaquetes activades poden

provocar el reclutament de microparticules que continguin el lligand 1 de la
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glicoproteina P-selectina i el factor tissular.” Les microparticules també poden estar
involucrades en l'augment de la formacié de prostanoids depenents de COX-2 en
monocits i ceélllules endotelials, involucrant el metabolisme transcel-lular de ['acid

s . 9697
araquidonic.

Les plaquetes activades o les microparticules de les plaquetes també alliberen
quimiocines que poden provocar el reclutament de monocits™ o promoure la seva

#1% Bl factor 4 de les plaquetes (PF4), una quimiocina

diferenciaci6 a macrofags.
especifica de plaquetes alliberada per activacié de les plaquetes, indueix I'expressio de
la E-selectina per les ceél-lules endotelials.'®! Les plaquetes activades també alliberen
enzims que degraden la matriu tals com les metaloproteinases 2 i 9.% Les plaquetes sén
un font rica en estimuladors i inhibidors de I’angiogénesi i juga un paper important en

102
aquest procés.

6.2.2.— Les espécies reactives d’oxigen i I’activacié de les plaquetes

L alliberament augmentat de les espécies reactives de I'oxigen (ROS) (ex, O, ) des de la
paret vascular (on les ceél-lules endotelials i les musculars llises expressen un seguit
d’enzims que generen aquestes espécies) indirectament afecta lactivaci6 de les

).103 Les plaquetes també poden

plaquetes perqué les espécies capturen 1'oxid nitric (NO
generar espécies reactives de l'oxigen. El metabolisme de 'acid araquidonic per mitja
de la via de la COX-1 contribueix a la produccio d’espécies reactives de 'oxigen a les
plaquetes activades. Agonistes que indueixen l'activacio de les plaquetes també activen

104

la isoforma de la NADPH oxidasa de les plaquetes. La produccio de Oy per les

plaquetes a través de la via depenent d’aquestes oxidases augmenta la incorporacio de

plaquetes al trombus creixent.'®

El Oy és un rellevant i funcional segrastador de 1'oxid nitric i regula les
ectonucleotidases redox-sensibles a la membrana de les plaquetes 1 les cél-lules
endotelials.'™!% La captacio de I'oxid nitric per les espécies reactives de I'oxigen evita
la seva participacié en l'ultima desagregacié d'un trombus. A més, la supressio
accelerada de 1'0xid nitric pot produir-se a través de la seva reacci6 amb productes
derivats de l'activitat de COX-1.'%

La generaci6 augmentada d'espécies reactives de 1'oxigen pot induir I'augment de la
peroxidacio dels lipids dels fosfolipids de la membrana de les cel-lules o les LDL

circulants, que conduira a un increment de la generaci6é de F,—isoprostans, una familia
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de isomers de prostaglandines produides a partir de l'acid araquidonic per un

108,109 El

mecanisme catalitzat per radicals lliures. s Fy-isoprostans poden modular les

reaccions d'adhesio i activacio de les plaquetes induides per un baix nivell d’altres

- 110
agonistes.

La consistent relacio entre la proporcié de formaci6 de Fo—isoprostans i el tromboxa en

i en pacients amb hipercolesterolémia,”g diabetis mellitus tipus 2,11 5

dones obeses'
homocistintria homozig(‘)tica114 suggereix que a baixos graus d'estats inflamatoris
associats amb aquests desordres metabolics poden ser el principal desencadenant de
I'activacio de les plaquetes per la via del tromboxa que esta mediada, al menys en part,

per un augment de la peroxidacio dels lipids.

6.2.3.— Les plaquetes en 'aterogénesi en humans

L’evidencia del rol de les plaquetes en I'aterogeénesi en els humans és limitada i bastant
indirecte. Varies citocines 1 factors de creixement derivats de les plaquetes son
detectables a les plaques aterosclerotiques.®!"> A més l'activacio de les plaquetes esta

116 -
6§ amb el

associada amb un augment de l'espessor de la paret de l'artéria carotida
progressiu espessiment de lartéria en pacients amb diabetis mellitus tipus 2.'"7
L’activacio persistent de les plaquetes, com a reflex de lincrement de 'excreci6 de
metabolits del tromboxa, ha estat publicat amb associacié amb un major nombre de
factors de risc cardiovascular que acceleren l’aterogéneSi.“gf122 Aquests estudis
suggereixen que l'activaci6 de les plaquetes uneix diverses anormalitats metaboliques i
hemodinamiques cap a una accelerada aterogénesi.lz"3 Donada l'edat avancada dels
subjectes participants i la naturalesa dels punts finals vasculars, els estudis de 1’aspirina

124

no van conduir a afirmar aquesta hipotesi. ~ La mateixa consideracio es podria aplicar

als estudis clinics dels inhibidors selectius de la COX-2.1%%126°

6.3.- LES PLAQUETES I LA TROMBOSI ARTERIAL

L’aterosclerosi sense trombosi amb restriccio de flux és una malaltia de progressio
lenta. El mecanisme habitual responsable de la transici6 sobtada d'una malaltia estable,
sovint clinicament silenciosa, a condicions simptomatiques d’amenaca per la vida és
l'erosio 1 desgast de la superficie endotelial o el trencament de la placa seguida de

126 1 activacio de les plaquetes es produeix en els llocs vulnerables, on la

trombosi.

prima capa fibrosa que separa el nucli ric en lipids de la placa del lumen es desintegra,
) . 126 . . 5 .

es trenca o s estripa. La majoria d'aquestes lesions agudes vasculars es resolen

espontaniament a través d'un fenomen de reparaci6 semblant a ['homeostasi.
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L’hemorragia dins la placa fisurada i el taponament de la superficie trencada mitjangant
les plaquetes contribueix a la impredictible, i no lineal progressi6 de les lesions
coronaries.'®™ Tanmateix, en una substancial proporcio d’episodis simptomatics del
trencament agut de la placa coronaria, l'activacié de les plaquetes progressa cap a una

persistent trombosi intraluminal en I'abséncia d'un tractament antitrombotic.'?’

6.3.1.— L’activaci6 de les plaquetes en el sindrome coronari agut

Models animals de trombosi arterial ?®'** han demostrat que la mecanica, la fotoquimica,
o el dany térmic dels vasos sans exposen la matriu extracel-lular, aixi com el
desencadenament de la formacié del trombus a través de mecanismes depenents del

129 1y . e . .
Hi han, tanmateix, diferéncies entre els sistemes hemostatics

col-lagen i la trombina.
de ratolins i d’humans, incloent un considerable nombre més alt de plaquetes circulants
en els ratolins.”™ La ruptura espontania de la placa i la trombosi secundaria han estat
descrites en ratolins apoE™ i LDLR”","*! pero aquests esdeveniments sempre ocorren
en ratolins vells després d'una prolongada ingesta amb una dieta rica en grasses, i el
trombus oclusiu intraluminal ocorre molt rarament. Han estat descrits varis métodes de

desencadenament de la ruptura de la placa en ratolins apoE*/’,132 perd no semblen tenir

un fenotip semblant a aquests pacients.

L’evidéncia més convincent de la participacio de les plaquetes en la trombosi arterial en
humans ve des d'estudis d’activacid de plaquetes en pacients amb sindrome isquémic
agut i d'estudis de farmacs antiplaquetars. Augments transitoris en l'excrecio de
metabolits de tromboxa han estat descrits en pacients amb sindrome coronari ;;1g11t.133'134
La naturalesa episodica de l'activacio de les plaquetes és consistent amb el concepte de
trombosi coronaria com a un procés dinamic, en el qual episodis repetits de formacio de
trombus 1 fragmentacié ocorren en el trencament d’'una placa.126 El tractament amb
aspirina o Streptocinasa, iniciat 24 hores després del comencament del suposat infart
agut de miocardi, va reduir la mortalitat 5 setmanes després, aproximadament en un
25%."® Aquesta descoberta ens indica clarament el concepte que repetits episodis
d’activacio de les plaquetes sobre la persistent superficie trombogénica d’'una placa
trencada és un important factor que contribueix al risc de mort per causes
coronaries.'™ El descobriment de la reduccio d'un 50% en el risc d'infart de miocardi o
mort per causes vasculars entre pacients amb angina inestable els quals prenen

7

s 12 . N R . .
aspirina “' ens fa adonar de la importancia del tromboxa A, com a mecanisme mediat

per les plaquetes de creixement i estabilitzacié d’un trombus coronari intraluminal.

24



Introduccio

6.3.2.— L’activaci6 de les plaquetes en I’embdlia isquémica aguda
L’activacié de les plaquetes és també important en pacients amb embolia isquémica,137

138,139

tal com suggereixen mesures bioquimiques i estudis d’inhibidors de plaguetes.™’

L’increment d’episodis en la biosintesi del tromboxa han estat descrits en la fase aguda

138,139

de I'embolia isquémica, encara que amb una més baixa freqiiéncia i una durada més

1313 Aquesta  diferencia  pot  reflectir

curta que el sindrome coronari agut.
I'heterogeneitat dels mecanismes responsables de l'embolia isquémica — una trombosi
en les artéries llargues compte per només una fraccié dels esdeveniments isquémics.137
L'efecte de la terapia de l'aspirina, comencada 48 hores després dels simptomes d'una

. L. , .. . 137
embolia isquémica aguda, en indexs a curt termini de mort i resultats no fatals ™' és

bastant més petit que el benefici vist en la fase aguda de l'infart de miocardi.'*®

7. FACTORS DERIVATS DE L’ENDOTELI

7.1.— La prostaciclina i el tromboxa Ay

La prostaciclina (figura 6) és un vasodilatador prostanoid que inhibeix 'activacio de les
plaquetes en resposta a una varietat d’agonistes.75 En un model de ratoli de dany de la
carotida induit per un cateter, la proliferacio vascular i 'activacio de les plaquetes van
ser augmentades en ratolins amb el receptor de la prostaciclina silenciat " pero

/M0 14 resposta

inhibides en ratolins amb el receptor del tromboxa A, silenciat
augmentada al dany vascular va ser abolida en ratolins deficients en els dos
receptors.”® Aquests descobriments suggereixen que la prostaciclina modula les
interaccions vasculars amb les plaquetes, especialment, limita la resposta al tromboxa
A,. Baixes dosi d’aspirina redueixen la produccié de tromboxa A, procedent de les
plaquetes d’un 97 a un 99% en humans,127 i que aquesta reducci6 ha estat imitada en un
model de ratoli amb al-lels hipomorfics de COX-1 (COX-1 “Knockdown”).!'! La
disminuci6é del 97% en la produccié de tromboxa A, de les plaquetes en aquests ratolins

disminueix 'agregacioé de les plaquetes i prevé contra la trombosi arterial induida per

dany fotoquimic.

En ratolins, la inhibici6 selectiva, 'eliminacié o la mutacioé del gen COX-2 o la delecio
del receptor de la prostaciclina accelera 'oclusi6 trombotica de 'artéria carotida induida

12 Bls efectes de la delecio del receptor de la prostaciclina van ser

per dany fotoquimic.
depenents del numero dels al-lels afectats; un fenotip trombotic esta associat amb la
delecivo de només una copia del gen.142 Ni la interrupcié de la COX-2 ni la deleci6 del

receptor de la prostaciclina van conduir a una trombosi espontania, perd les dues van
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. W14
augmentar la resposta a estimuls trombogeénics. 2 Aquests efectes van ser atenuats,

perod no suprimits, amb I'emmascarament de COX-1.1*2

[aspirina és una antitrombotic amb una amplia gamma de dosis diaries, que van des de
30 mg a 1500 mg.'*" Tanmateix, han estat publicades en comparacions indirectes (per
exemple, comparacions del rang de les dosis amb el placebo) i un nombre limitat
d’avaluacions normalitzades, una aparent relaci¢ inversa entre la dosi d'aspirina i el seu
benefici clinic cardiovascular.'?’ Aquest descobriment és consistent amb la inhibici6
dosi—-dependent de la biosintesi de prostaciclina per 'aspirina a voluntaris sans.'” La
importancia funcional de la prostaciclina frenant la resposta del tromboxa A, és a més
seguit d’aproximadament un augment del doble de risc d’'infart de miocardi associat amb

I'tis d'inhibidors selectius de la COX-2 en pacient amb baix risc per 'aterotrombosi.'®

Via de Ia Via de la
endotelina prostaciclina

__ Endotelin

Ret:e:p.l_;c_ﬁf';.;.-. -y
A B_c_telg\ y

=== Vasoconsgriccio
proliferacios
= Relajacio
— inhibidor J—
del PPD

NO exogen

Figura 6. Factors derivats de I'endoteli. Vies de la prostaciclina, oxid nitric i endotelina. Entre aquests factors també hi
ha el tromboxa que actuaria  sinérgicament amb  l'endotelina. ~ Adaptada de la  web:

http:/ /www.antioxidantes.com.ar/ Art247 . htm.
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7.2.— L’Oxid nitric (NO)

D’entre tots els factors derivats de 'endoteli, el NO (figura 6) sembla desenvolupar un
paper fonamental a través de les seves accions relaxants, antiproliferatives,
antitrombotiques i antioxidants. Per totes les seves funcions es considera la molécula

. . e 144
antiaterogeénica per excel-léncia.

La molécula endogena és lipofilica, es forma a partir del grup guanidina de I'aminoacid
semiessencial L-arginina en la seva conversié a L-citrulina gracies a 'accio de 'enzim

.145 , . . L
);""” per la seva sintesi es requereix la preséncia de cofactors

oxid nitric sintetasa (NOS
com: la flavina mononucleotid (FMN), la flavina adenina dinucleotid (FAD), la
tetrahidrobiopterina (H4B) i el NADPH.!"®!"" S’han identificat tres isoformes de NOS;
dos constitutives: l'endotelial (eNOS) i el neuronal (nNOS) i un induible (iINOS). Els
enzims es codifiquen a partir dels gens localitzats als cromosomes 7, 12 i 17
respectivament.’® Les formes constitutives i la seva expressio és depenent del calci,'*
la forma induible és expressada principalment en condicions d’'inflamaci6 o infeccié i és
independent del calci.'® L'enzim endotelial esta ubicat a la membrana cel-lular i en

algunes ocasions al citoplasma; el nNOS és fonamentalment citosolic.'*?

El NO s’allibera de manera pulsatil, és molt labil, posseeix un electré no aparellat i té
una vida mitja molt curta, aproximadament de 6 segons.'*® Pot ser un radical lliure, ja
que és una molécula inestable que aconsegueix estabilitzar—-se al unir-se a altres

espécies paramagnétiques com 'oxigen formant nitrits (NO,) i nitrats (NO5).""

A nivell intracel-lular, el NO activa la guanil ciclasa soluble, produeix un canvi
conformacional en el lloc catalitic i permet la conversid6 de guanosina 5 trifosfat a
guanosina 3,5 monofosfat ciclica (GMPc). Aquesta acci6é incrementa la concentracio de
GMPc cel-lular fins a 100 Vegades151 i redueix la quantitat de calci intracel-lular

permetent la relaxacié muscular mediada per la proteina cinasa dependent de GMPc.'®!

En el muascul llis vascular, els efectes del GMPc sén mediats a través de proteines
cinases,”! canals ionics i fosfodiesterases.'® El GMPc hiperpolaritza la membrana

cel'lular inhibint el influx de calci i disminuint la sensibilitat dels miofilaments al

152

mateix. El muascul esquelétic posseeix nNOS i eNOS, el primer localitzat a la regio

subsarcolémica i a la uni6 neuromuscular; i el segon distribuida a les fibres musculars i
la paret dels vasos; 'exercici estimula la produccié de NO per una via independent del

153

consum de glicogen. ™ En estudis experimentals s’ha demostrat que la sintesi de NO es
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produeix per altres mecanismes moleculars intracel-lulars diferents de les
concentracions de calci, entre aquests s’'inclouen l'activacio de la proteina cinasa B i

l'activacié de la fosfolipasa C.**"

7.2.1. L’oxid nitric i la fosforil-lacié oxidativa

La fosforilacié oxidativa mitocondrial és la major font intracel-lular d’espécies reactives
d’oxigen (ROS): superoxid, peroxid i radicals hidroxil; produits a la cadena de transport

A nivell

d’electrons, i s6n conseqiiéncia inevitable del metabolisme aerobic.!
intracel-lular existeixen sistemes antioxidants que protegeixen contra el dany dels ROS;
complexes enzimatics com el superoxid dismutasa, catalasa i glutatio, disminueixen els
ROS i activen sistemes de reparacié endogena si s’esdevé algun grau de dany cel-lular.

En certes condicions el sistema és inadequat i I'elevacié dels ROS produeix citotoxicitat

per la disrupcio de la regulacié del calci intracel-lular per la iniciacié de I'apoptosi.’®

El NO al combinar-se amb radicals superoxid genera molécules com el peroxinitril

19 1 peroxinitril, igual que tots els ROS indueix

disminuint aixi la seva disponibilitat.
I'apoptosi, produeix nitracié irreversible de proteines, la inactivacié enzimatica, el dany
del ADN, la disrupci6 de la integritat mitocondrial i d’altres components de la

. . L . e o4 149,154
microarquitectura cel-lular ja sigui per contacte directe o per peroxidaci6 lipidica.

7.2.2. L'oxid nitric i el sistema cardiovascular

L’endoteli és un organ dinamic que secreta substancies biologicament actives. Permet el
intercanvi de biomolécules entre el plasma i1 els teixits, regula el to vascular, els
processos inflamatoris, el metabolisme lipidic, el creixement i remodelacio vascular, el

o o e - 148
control de coagulacié6 i la fibrinolisi.

La paret endotelial aconsegueix la relaxaci6 muscular a través dels receptors
muscarinics de l'acetilcolina (Ach) per accio del NO,'® altres productes de la inflamacio
1 agregaci6 plaquetaria (serotonina, histamina, bradiquina, purines i trombina) també
exerceixen tota o part de la seva accio a través del NO.'® Lalteracié en la produccio
del NO ha estat implicada en enfermetats com laterosclerosi, la hipertensio, el
vasoespasme cerebral, el vasoespasme coronari i el dany en isquémia per reperfusié.ls‘r’

S’han identificat inhibidors de la produccié de NO derivats de la L-arginina (AMDA i

SMDA) a concentracions elevades en el plasma de pacients amb enfermetats com la
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sepsi, HTA, diabetis, hipercolesterolémia, aterosclerosi, preeclampsia i microangiopatia

e 148
trombotica.

Canvis en la viscositat sanguinia produeixen estimuls sobre la paret vascular que
indueixen la produccio de NO gracies a I'accio del eNOS, per activacio dels canals ionics
que permeten un augment de les concentracions de calci intracel-lular. S’ha demostrat
una via d’activacié de la seva sintesi independent de la concentracié de calci, a I'activar
la serina/treonina proteina quinasa que fosforil:la i activa el eNOS, incrementant fins a 6
vegades la seva concentracio després d'una hora d’exposicié de 'endoteli a 'estrés
hemodinamic. A la llarga, l'activitat enzimatica esta regulada per la transcripcié génica
via el fosfatidil inositol 3 cinasa (PI-3K) i el AKT cinasa.'™®

Els nivells elevats de lipoproteines d’alta densitat (HDL) disminueixen 1apoptosi
endotelial i juguen un paper important en la vasorelaxaci6 mitjancant I'increment de
I'alliberaci6 de NO i prostaciclines a través de l'expressio i1 activacié del eNOS,
'acoblament de la ciclooxigenasa 2 i la sintesi de prostaciclina.””” En les primeres
etapes de la hipercolesterolémia la produccié i activitat del NO es veu disminuida, inclas
abans que es facin evidents els canvis estructurals de la paret vascular. En la patologia
aterosclerotica es troben nivells elevats de lipoproteines de baixa densitat (LDL), la
seva oxidacio consumeix el NO i produeix la seva acumulacio a 'espai subendotelial de
la paret endotelial.**® Aquestes LDL interactuen amb els ROS i les espécies reactives
del nitrogen produides a les ceél'lules endotelials i als macrofags; 'augment de I'estres
nitrooxidatiu indueix la disfunci6é endotelial per inactivacio del eNOS. La disminuci6 en
la producci6 del NO promou l'adhesi¢ plaquetaria, la inflamaci6, la trombosi i la

158 . e,
°® En la hipertrigliceridémia s’incrementa la

proliferacio de les ceél-lules del muscul llis.
producci6 de superoxid pels leucocits. Altres factors aterogénics com els acids grassos
lliures i les concentracions baixes de lipoproteines d’alta densitat (HDL) incrementen
encara més 'estrés oxidatiu, contribuint a reduir la disponibilitat del NO.**

Les HDL produeixen efectes positius cardiovasculars i poden disminuir el risc
d’enfermetat cardiovascular. Molts estudis han il-lustrat que les HDL poden estimular la
produccié del NO. Les HDL s’uneixen al seu receptor de proteina classe B, anomenat

SR-BI, I'acoblament produeix 'activacié del AKT cinasa que indueix la sintesi del eNOS

i la posterior generacio del NO."

La preséncia d’hipertensio arterial (HTA) es troba associada a una alteraci¢ de la

relaxaci6 muscular relacionada amb una reduccio del NO. No esta clar si la disminucio
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de la resposta vasodilatadora mediada pel NO causa HTA o si la disminuci6 del NO és
secundaria a la patologia.148 Sembla ser que l'angiotensina II pot activar el NADPH
oxidasa 1 a través del seu receptor AT1 estimula les tirosines cinases que fosforil-len
residus de tirosina de proteines via el ERK 1 / 2 (cinases regulades per senyals
extracel-lulars 1 and 2) que produeixen la proliferacio cel-lular i estimulen la preséncia
de metaloproteinases a la matriu extracel-lular. Aixo anterior i 'augment de PAI-1
(inhibidor de l'activador del plaminogen 1), afavoreixen l'estat protrombotic de la

. . . 1160
disfuncio endotelial.””

La capacitat del NO d'unir-se a l'hemoglobina fa que actui com a vasodilatador
periféric, modificant el t6 vascular en un lloc distant al de la seva produccio. EI NO que
reacciona amb el grup hemo forma el nitrat o nitrosil de ferro, aquests S—nitrosotiols
(SNOs) son derivats estables del NO i mantenen les seves propietats vasodilatadores.
L’alliberaci6 de S-—nitrosotiols des de les célllules sanguinies a teixits amb
concentracions baixes d’oxigen, és la responsable de la vasodilatacié hipoxica en el llit
vascular sistémic, que augmenta el flux microvascular i I'aport d’oxigen. En altres
condicions, per la seva vida mitja curta, no es produiria l'efecte vasodilatador del NO en

152
aquests teixits.”

En els diabeétics, la funcié endotelial esta alterada; el grau d’hiperglucemia, I'acumulacio
de productes finals de glicosilacid, la concentraci6 d’insulina i la preséncia de
complicacions com la neuropatia son determinants essencials en la disfuncio vascular.'®
Encara que no esta clar en quin grau ’enfermetat altera els senyals del NO. Se sap que
els pacients diabétics de tipus 2 posseeixen una resposta vasodilatadora disminuida.'®
En estadis primaris com en el de la resisténcia a la insulina ja es presenta l'alteracio en
la produccio del NO.'® El deficit del cofactor essencial H4B, que es presenta en els
pacients fumadors i en aquells amb resisténcia a la insulina, produeix l'alteracio de la
relaxaci6 muscular per la disminucio del NO. L’us d’insulina preveé l'efecte danyos de la

hiperglucémia i sembla ser que incrementa l'expressio dels NOS, la qual cosa millora la

producci6 del NO.162

Langouche i els seus col-laboradors proposen que les baixes concentracions del NO,
normalment generades pel eNOS son beneficioses per la funcio d'organs especifics,
mentre que les seves altes concentracions, generades en condicions fisiopatologiques
pel iNOS contribueixen a la disfuncié endotelial, 'excessiva vasodilatacio, la fuga

- . 164 . . . ..
vascular 1 el dany tissular. A nivell intestinal, per exemple, en condicions
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patologiques 'expressio del iNOS pot relacionar-se amb la reparacié de l'epiteli, pero a
mesura que s'eleven els nivells del NO la permeabilitat intestinal s’'incrementa i

o . . . 165
s'observen efectes toxics cel-lulars directes per la preséncia de productes nitrats.

El NO prevé l'agregacio plaquetaria, la proliferacio de les cel'lules musculars llises i
I'adhesio dels leucocits a 'endoteli. Quan existeix una exposicio de 1'endoteli als ROS
s’altera el balan¢ homeostatic atenuant 'alliberacié del NO i incrementant la produccio
de citoquines proinflamatories promovent la formaci6 de les plaques

166 , . L e
" En la falla cardiaca cronica existeix un desequilibri entre les

aterosclerotiques.
molécules vasodilatadores derivades de l'endoteli i les substancies vasoconstrictores
com l'endotelina—-1. La sensibilitat de la cél-lula endotelial al NO es redueix en relacio

directa amb el grau de severitat de I'enfermetat.'*®
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8. APOPTOSI

L’Apoptosi és una forma de suicidi cel-lular regulada genéticament i conservada al llarg
de Tl'evoluci6 que ¢és essencial pel normal desenvolupament dels organimes
multicel-lulars. Primer de tot, es va descriure com un mecanisme de mort cel-lular
morfologicament  diferent de la necrosi.'®™ Les celllules apoptotiques estan
caracteritzades per presentar una membrana plasmatica encongida, condensacio
citoplasmatica i nuclear, fragmentacié cel-lular i '’engulliment dels cossos apoptotics per
les cel-lules veines.'®” Les evidéncies bioquimiques per l'apoptosi van ser establides a
la década del 80s i els posteriors estudis han demostrat que 'activaci6 i el trencament
de polipéptids cel-lulars especifics (anomenats caspasses) juguen un paper molt

168,169 .
Una vegada activades, les caspasses

important en l'inici i I'execucié de 'apoptosi.
de forma proteolitica trenquen una série de proteines involucrades en els processos
intracel-lulars que medien la supervivéncia de la cél-lula i aixi contribueixen als canvis

morfologics i bioquimics observats durant I’apoptosi.

Fins ara han estat descrites dues vies (figura 7) que condueixen a l'activacio de les
caspasses:

1.- La via extrinseca, la qual és mediada pels “receptors de la mort” els quals son
membres de la superfamilia de receptors dels factor de necrosi tumoral (TNF). La via
del receptor de la mort FAS. La uni¢ del lligand FAS (FASL) amb el receptor FAS inicia
el reclutament del domini de la mort associat a FAS (FADD) a la cua citoplasmatica del
FAS i és seguida per l'activacio de caspasses (caspasses 8 o 10). El trencament
d’aquestes caspasses instiga l'activacié de les caspasses efectores (caspasses 3, 61 7),

que portaran a una mort cel-lular irreversible.

2.— La via intrinseca, consisteix en la translocaci6 de factors proapoptotics de la familia
del Bel-2 tals com Bad i Bax a la mitocondria, on interaccionaran amb membres de la
familia antiapoptotica del Bel-2 (Bel-Xp i el propi Bcel-2), alterant el potencial de la
membrana mitocondrial i donant com a resultat 'alliberacié del citocrom c. La uni6 del
citocrom ¢ a APAF-1 i la procaspassa 9 genera la formaci6 d'un complex

(I'apoptosoma) que donara lloc a 'inici de la cascada de les caspasses.

Es donen molts entrecreuaments entre les vies extrinseca i intrinseca. Per exemple, en
alguns tipus de cél-lules, l'activitat de la caspassa 8 és insuficient per activar la
caspassa 3 i, de pas, trenca la proteina proapoptotica Bid per iniciar la via mitocondrial

de 'apoptosi.
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Caspase-8

Figura 7. Apoptosi cel lular. Amb la lletra A es representa la via intrinseca de 'apoptosi, la qual es dona mitjancant la
despolaritzacié de la membrana interna de la mitocondria alliberant el citocrom C que permetra la formacié de
I'apoptosoma. D’altra banda amb la lletra B es representa la via extrinseca de 'apoptosi que s’inicia en el receptor FAS

que transmet I’estimul a la caspassa 8. Adaptada de la web: http:/ / profs.sci.univr.it/ ~crimi/recent97-00.html

8.1.— Apoptosi de les cél-lules endotelials vasculars

L’apoptosi de les cél-lules endotelials en les lesions aterosclerotiques poden ser per
tant responsables de I'estat de vulnerabilitat de les plaques.'™ Un analisi quantitatiu de
13 plaques examinades 7/n situ per apoptosi van revelar un increment en la mort de les

cél-lules endotelials en els segments d’entrada a les plaques. Aquestes arees tenen un
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fluxe lent i un baix esfor¢ de cisalla en comparacié amb les parts altes dels segments,.171

Tricot et al. han proposat que un fluxe de sang més lent en les seccions hipoxiques de
les plaques aterosclerotiques poden conduir a 'apoptosi de les cél-lules endotelials les
quals poden influir a la inestabilitat de la placa i a la formaci6 d'un trombus. Un estudi
recent, ha demostrat que una apoptosi incrementada de les cél-lules endotelials del
cord6 umbilical seguida d'una incubacio amb sérum derivat dels propis pacients amb
sindromes coronaris aguts, suggereix un correlacié entre I'apoptosi incrementada de les
cel-lules endotelials i les lesions coronaries complexes. Aixi, els factors proapoptotics
trobats en el sérum dels pacients amb sindrome agut de miocardi poden desenvolupar
apoptosi endotelial i contribuir a la inestabilitat de la placa,170 suggerint que el focus en
la lesio simple inestable, aixi com els processos sistémics, poden ser massa

simplistes.! "1™

A banda de la seva habilitat per promoure la inflamaci6 en les plaques, les lipoproteines
de baixa densitat oxidades (oxLDL) també s'ha trobat que indueixen apoptosi a les
cel'lules endotelials.'™ ' Tot i que les ceél-lules endotelials expressen FasL, també
tenen una petita expressio de FAS i generalment son considerades resistents a la mort
cellular mediada per FasL.'” Sata and Walsh'™ no obstant aixo van demostrar que
I'apoptosi induida per les oxLDL en cél-lules endotelials cultivades i en l'endoteli
d’explants d’arteria poden requerir la via del Fas/FasL, podent bloquejar l'apoptosi
usant anticossos neutralitzants del FasL.'™* A més, a partir del cultiu d'endoteli de
ratolins FasL”™ i Fas” es va veure una reducci6 de l'apoptosi de les céllules

endotelials exposades a les oxL.DL.'™

8.2.- Apoptosi dels macrofags

Els macrofags secreten proteases de matriu que poden promoure la mort de la matriu
extracel-lular procedent de les ceél-lules musculars, aixi contribuint a I'aprimament del
cap fibros de la placa. Per aix0, la pérdua de macrofags per apoptosi ha estat
generalment percebuda com una estabilitzacio de la placa durant els estadis primaris del
desenvolupament de la lesio.!”” Hi ha alguna controversia pel que fa a aixo ja que la

mort de macrofags també ha estat detectada als llocs amb ruptura de la placa, ™' |

un
augment en l'apoptosi dels macrofags a aquests llocs esta actualment considerat que
contribueix a l'ateroprogressio. De fet, la mort apoptotica dels macrofags (cél-lules
espumoses) poden contribuir a la formacié d’un alevat nucli lipidic trombogénicwo 1 aixi
ajudar a un increment de la inestabilitat de la placa.181 Els macrofags moribunds poden

alliberar proteases que poden degradar 'estabilitzacié del col-lagen essencial que manté
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182 S
Tot 1 aixo

la forca de tensio, contribuint a la inestabilitat de la placa aterosclerotica.
la causa de la mort dels macrofags encara roman limitada, estudis recents suggereixen
que les citocines produides per les cel'lules inflamatories juguen un paper clau, ja que
poden regular un gran nombre de processos entre els quals hi ha la proliferaci6 de les
cél-lules, el metabolisme lipidic i la produccié de matriu extracel-lular. Una citocina de
les quals és el interfero-gamma (IFN-y). El IFN-y produit per limfocits—T activats ha

184

estat identificat en lesions ateroscler(‘)tiques,183 i Inagaki et al.,””" van trobar que el IFN-

v disminuia significativament la sintesi de DNA de la linia de macrofags THP-1. Aquests

. . . . 184
resultats van ser correlacionats amb un increment en 'apoptosi de macrofags.

Altres factors que també s’ha demostrat que poden induir apoptosi en els macrofags son
la IL-18, l'acumulaci6 de colesterol lliure o la seva cristal-litzaci¢ i la desestabilitzacio

. 185-188
del lisosoma.

8.3.— Apoptosi de les cél-lules musculars llises

L’Apoptosi de les CML en les regions vulnerables de la placa poden contribuir a la seva
desestabilitzacio i la seva potencial ruptura.189 Moltes evidéncies sostenen que les CML
estan involucrades en I'avanc de 'aterosclerosi incloent un reduit index proliferatiu'™® i
una sensibilitat augmentada per 'apoptosi en les CML derivades del teixit de la placa
comparades amb les cél'lules d’aorta normal,'”" i a més un increment de I'apoptosi de
les CML provinents d’una angina inestable en front d'una estable.'”? La majoria de la

- . . . N 21193
mort apoptotica s'ha vist que ocorre en les proximitats del nucli necrotic ric en lipid,

una regié d’alta vulnerabilitat.

Una de les vies que dirigeix les cél-lules musculars llises a la mort cel-lular és el
sistema FasL/Fas i hi ha evidéncies que aquesta via de mort juga un paper clau en la
inestabilitat de la placa. En primer lloc, el FAS és expressat en ambdues, les cél-lules
inflamatories i les CML," i l'expressio de FAS en les CML ha estat localitzada
majoritariament a la intima de les plaques'” coincidint amb el TUNEL positiu per CML
en les regions que contenen ceél-llules T positives en CD3 i macrofags positius en
CD68."” En segon lloc, el FasL, ben expressat per macrofags i limfocits T, infiltra les
lesions vasculars.'™® A meés, el marcatge del FasL ha estat localitzat a les CML de la

intima en 34 de 34 plaques de carotida examinades.'"”

L’evidéncia més clara del paper del FasL en la mort de les cél-lules musculars llises la

198

van proporcionar Sata et al., " els quals van inhibir la formacioé de la neointima després
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del dany per angioplastia usant un adenovirus codificant per FasL (adeno-FasL).
L’Adeno-FasL va induir 'apoptosi de les cél-lules musculars llises les quals també van
ser marcades positivament per FAS.'® A més, nivells elevats de FasL soluble van ser
identificats en el plasma de pacients amb infart agut de miocardi i angina inestable de

199
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i pacients amb hipertensio.”” Les regions inflamatories de les plaques
aterosclerotiques en pacients amb estenosi en la carotida també van mostrar nivells
elevats de FasL, factor nuclear kappa B i caspassa—9,201 Finalment, es va demostrar que
la immunopositivitat del Fasl estava limitada a les plaques aterosclerotiques de carotida

202 S
coincident amb el marcatge per factors

humana localitzada a la o—-SM actina
proapoptotics, el PHC-( (Thr410)2°%2% i el Sp12®. Ambdues expressions de PHC-¢
(Thr410) i FasL es van localitzar a les ceél'lules que havien experimentat apoptosi

(TUNEL").

El balanc entre la proliferacio i 'apoptosi de les ceél-lules musculars llises pot també
estar influenciat per la infiltraci6 de cél-lules del sistema immunitari a la lesi6. Per
exemple, els macrofags i els limfocits T produeixen citocines inflamatories incloent el
factor de necrosi tumoral (TNF) i el IFN-y. La producci6 d’oxid nitric (NO) per aquestes
citocines poden induir I'apoptosi de les cel-lules musculars llises in vitro. El NO indueix
I’apoptosi majoritariament actuant per la via del peroxinitrit.204 Els mediadors finals que
indueixen 'apoptosi via el NO no son del tot coneguts, perod inclouen el GMP ciclic,?” el
gen supressor de tumors p53,206 1 el receptor de la mort cel-lular FAS (CD95).27 Per
tant, la citocina IL-1f por induir la sintesi de NO en les CML, la qual cosa augmentara
I'expressié de p53, que a més activa transcripcionalment a FAS. L’0xid nitric també por
disminuir l'expressi6 de Bcl-2, el qual normalment protegeix contra l'apoptosizo8 1
augmentar 'expressio de Bax, el qual promou 'apoptosi, posiblement per la inducci6 del

1353.206 Aixi, el NO altera el ratio Bcl-2/Bax a favor de 'apoptosi.

Per contra, el NO pot directament inhibir I'apoptosi mitjan¢ant la inhibici6 de l'activitat
de components de la cascada de les caspasses.?”” Aixo sembla que ho fa a través d'una
S—nitrosilacio especifica de la Cisteina Cys 163, un aminoacid funcionalment essencial
conservat en les proteases tipus caspassa.”’’ El NO també redueix el nivell de glutatio
intracel-lular i 'activitat del NO per regular I'apoptosi o nitrosilar caspasses pot ser

0 indicant que l'apoptosi induida per NO

revertit per antioxidants tals com el glutatié,2
pot estar sota la influéncia de l'estat redox cel-lular. Aixi no és sorprenent com el NO
modula els estats redox dels tiols intracel-lulars i I'estat redox dels tiols de les cél-lules

influencien en la produccidé del NO. El fet que les caspasses siguin el pas comu de
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finalitzacio per moltes (sino totes) vies de mort apoptotica indica que el NO pot ser un
inhibidor de l'apoptosi sigui quin sigui Pestimul.?!! El paper dual del NO a induir o a
protegir contra I'apoptosi es veu emfatitzat per la troballa que diferents concentracions
de NO poden incrementar o disminuir la unié del p53 al DNA (i aixi controla 'activitat
transcripcional de gens que indueixen l'apoptosi via la p53 tals com el Bax).”** Encara
que, s’ha d'anar amb compte a I'hora d’interpretar els estudis publicats enla regulacio
de 'apoptosi pel NO. Actualment, el rol fisiologic del NO mediant 'apoptosi de les CML
in vivo no esta totalment establert. A més, molts dels estudis in vitro publicats utilitzen
una combinaci6 de donadors de NO o métodes per generar NO que poden tenir efectes

sobre altres vies no detectades pel NO.

9.- CICLE CEL-LULAR

El cicle cel-lular és ubicu, un procés complex involucrat en el creixement i la
proliferaci6 de les cel-lules, el desenvolupament dels organs, la regulaci6 de la
reparaci6 del dany en el ADN, la hiperplasia del teixit com a resposta a un dany extern,
i en malalties com el cancer i 'aterosclerosi, entre d’altres. El cicle cel-lular engloba un
numeros nombre de proteines reguladores que condueixen la cél-lula a través d'una
especifica seqiiéncia d’esdeveniments que culminen en la mitosi i la produccié de dues
cel-lules germanes. Importants en aques procés son les cinaces depenents de ciclines
(cdks) i les proteines ciclines que regulen la progressio de la cél-lula als estadis del
cicle cel'lular anomenats fases Gy, S, Gg, 1 M. El cicle cel‘lular pot ser morfologicament
subdividit entre interfase i els estats de la fase M (mitotica), La qual inclou profase,

. 1 . N
metafase, anafase 1 telofase.’!” La interfase compren Gy, S, Go.

Les fases G; i Gy del cicle representa una llacuna en el cicle cel-lular que passa entre la
mitosi i la sintesi de ADN. En la fase G, la cél-lula es prepara per la sintesi del ADN.

Les cel'lules en Gy no es troben actives ciclicament. El terme Gy va ser utilitzat
originalment per indicar que les cél-lules no estaven en divisid, perd que tenien

potencial per dividir-se.

9.1.- Regulaci6 del cicle cel-lular

El cicle cel-lular al principi és regulat pels complexes cdks i ciclines. Les cdks son
proteines serina/treonina cinaces que soén activades en un punt especific del cicle
cel-lular. Es coneixen al menys 7 cdks en les cel-lules dels mamifers.?'* Els cdks son

. . . . . . ) .. 215
critics per progressar en el cicle cel-lular perqué la seva inactivacidé prevé la mitosi.
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Les ciclines desenvolupen multiples fincions reguladores. En un estat apropiat de
fosforil-lacio dels cdks, és necessari que s'uneixin a les ciclines per tal d’activar
aquests cdks. Les ciclines troben els cdks en el nucli; contenen un senyal de
localitzacio nuclear que els hi falta als cdks.”’® Abans de cada fase del cicle es
sintetitzen les ciclines especifiques per aquella fase. Després es degraden. En el cas

concret entre les fases G 1 Gy del cicle actuen les ciclines D.

En al fase Gy, una diana important dels cdks és la proteina retinoblastoma (pRb), i els
complexes ciclina—cdk de la fase G; fosforil'len el pRb en varis residus.?’”
L’hipofosforil-lat pRb s’uneix al factor de transcripci6 E2F, fent-lo inservible per la
transcripci6. Una vegada el complexe ciclina—cdk fosforil-la el pRb, aquest allibera el
E2F, permetent que aquest participi en la transcripcié de proteines necessaries per la
progressio del cicle cel-lular. En les fases Gy 1 S del cicle cel‘lular, els inhibidors més

importants del cicle son les families protéiques de pl6 1 p21, que actuen inactivant els

cdks de G1.218

= Escurcament/
disfuncio
telomers

Arrest cicle cel Tular

Figura 8. Representaci6 d'un dany al ADN i les seves posibles respostes moleculars que afecten al cicle cel 1ular.
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La familia de la p21 inclou el wafl (o també anomenat p21), p27 i 1357,219 Aquestes
proteines poden inhibir molts cdks.??° Aquesta familia s'uneixen a les ciclines impedint
aixi que els cdks puguin fosforil-lar el pRb i induint la seva dissociacio del E2F.?*! La
proteina p53 indueix transcripcionalment 1'expressio de p21. Aquesta seria una manera

amb la qual la p53 induiria l'arrest del cicle cel-lular.?*?

La proteina p53 té multiples funcions relacionades amb 'arrest del cicle a la fase G;. La
p53 reconeix 1 s'uneix a varis tipus de dany en el ADN (Figura 8) incltus cadenes
senzilles del ADN, insercions/delecions mal unides, i extrems lliures de ADN.?%% A més
d’aquestes funcions, la p53 té seqiiéncies d'unié especifiques al ADN i activitat
transcripcional.224 Si hi ha dany en el ADN, la p53 estimula la transcripcio de la 1)21.222
Aquesta proteina, tal com he comentat abans, inhibeix els cdks de la fase G;. La
proteina p53 també té un “loop” autoregulador amb el qual la mateixa p53 estimula la
transcripcio de 'oncogen mdm-2, el qual inhibeix la p53.° Una altra funcio de la p53,

¢s I'estimulacié de I'apoptosi després de detectar un dany sever al ADN %26

10.- RESTENOSI I HIPERPLASIA INTIMAL

La restenosi és una resposta mal adaptada de les artéries coronaries a un dany. La més
simple 1 amplia definici6 usada de restenosi és que després de la dilatacio per
revascularitzacio, 'artéria recuperi un diametre d’estenosi d'un 50%. La restenosi es
déna en el 20-50% dels pacients després d'una angioplastia i en un 10-30 del pacient
que han rebut un stent. Hi han tres processos diferents relacionats en la restenosi: el
retraiment dels vassos, la proliferaci6 de la neointima, i la formaci6 primarenca de
trombus. La contribucié de cadascun d’aquests processos dependra del tipus de dany.
Aproximadament les tres quartes parts de la pérdua de la llum del vas després de
I'angioplastia és degut al retraiment del vas i la resta a la proliferacié de la neointima,
mentre que l'introduccié d’'un stent a la coronaria elimina el retraiment del vas, i la
restenosi ¢és basicament deguda a la proliferaci6 de la neointima. Els factors de
creixement i les citoquines son el major estimul de proliferacio de les CML després que
una artéria pateixi un dany. Quan es dipositen les plaquetes, s'infiltren els leucocits,
s’expandeixen les CML, es diposita matriu extracel-lular i es dona la reendotelitzacio,
s’esdevé la restenosi. A més les plaquetes alliberen el factor de creixement derivat de
plaquetes (PDGF), el factor de creixement transformant (TGF), el factor de creixement
epidermal (EGF), i la trombina, els quals estimulen la migracio, proliferacié i divisio de
les CML. Dins les CML, les ciclines depenents de cinaces (cdks) i les ciclines

(reguladors) condueixen la cél-lula d'una fase a una altre del cicle cel-lular. Com s’ha
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descrit anteriorment, les cdks serien com el motor i les ciclines con el canvi de
velocitats, determinant si el motor ha de fer avancar la maquinaria cap a un estadi de
repés o conduir-lo a les segiients fases del cicle cel-lular. Per tant, tots dos junts

regulen la progressio del cicle cel-lular i la migracié de les CML.

La restenosi clinicament significativa generalment passa entre un o tres mesos després
de l'angioplastia. Molts pacients presenten la tipica angina, normalment dins els 4 mesos
del procés. La restenosi després dels sis mesos tindra poques possiblitats de ser la
causa dels simptomes d’angina. Amb la introduccié dels stents coronaris la presentacié

del simptomes es veura retrassada al voltant d’'un a tres mesos.

Els mecanismes moleculars i cel-lulars de la hiperplasia intimal i la hipertrofia de la
media han estat estudiats durant 4 décades 1 encara no es comprenen en algun
detalls.”” Per exemple, el dany mecanic o hemodinamic de I'endoteli (p.e. després d'una
angioplastia, la col-locaci¢ d'un stent o ) pot exposar la matriu subendotelial i indueix
I'adhesio, agregacio i activaci6 de les plaquetes. Les plaquetes activades alliberen
varies citocines, quimiocines i factors de creixement (citats més amunt), que inicien la
proliferacio de les CML, el reclutament de leucocits, i l'activacio de la cascada de
coagulacio. Les substancies alliberades o activades després del dany inclouen a part del
PDGF, TGF i la trombina, també la interleucina—1 (II-1), 6 (I1-6) i 8 (II-8), 'adenosina
difosfat, i el tromboxa A,. Perqué es doni la maxima resposta de la intima es requereix
que la media hagi patit un dany, aixi com també un dany en les cél-lules endotelials.”
De fet, les CML del voltant de l'area malmesa comencen a entrar en apoptosi en la
primera hora després del dany, i mentre que el bloqueig de 'apoptosi després del dany

229

de 'endoteli i de la media inhibeix la hiperplasia de la intima,”*” 'apoptosi de les CML

sense dany endotelial no déna lloc a la hiperplasia intimal.?*

El CML de la media de rata comencen a proliferar en les primeres 48 hores.””! El factor
de creixement dels fibroblasts (FGF)-2 juga un paper important en aquest inici dels
events proliferatius. Es alliberat desde 'endoteli danyat i les CML, i, mentre el bloqueig
dels anticossos prevé la proliferacié de les CML en la media de les carotides de rata en
un 80%,%? no té efecte en la subsegiient proliferacio de les ceél-lules de la intima.”*® En
contrast a la carotida danyada de rata en el qual el PDGF juga un paper menor en la

* un anticos bloquejant del receptor del PDGF B

proliferacié de les CML de la media,?
inhibeix la proliferacié de les CML de la media en més d'un 90% a 'artéria safrosa de

babuins.”® Altres factors com el factor de creixement de la insulina (IGF)—L236 la
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trombina,”” el TGF-B*® juntament amb les citocines IL-1pB i la IL-6 totes

contribueixen a la proliferacio de les CML. Una série de factors d’inhibicio també

9 els proteoglicans

moderen la resposta proliferativa al dany, tals com l'adiponectina,®
heparan sulfat, la interleucinaflo,241 'adrenomedullina®? i la somatostatina. A meés,
elevats fluxes de sang inhibeixen la hiperplasia intimal després de patir el dany

arteria.?*?

Després de 4 dies, la proliferacio de les CML de la media arriba al maxim tan en models
de lesié de rossegadors com en primats i les CML comencen a migrar cap a la intima. El
PDGF juga un paper determinant en l'estimulacio de la migracié de les CML en ambdés
models. Aquest és alliberat per les plaquetes, i esta també sobreexpressat en la paret
dels vasos™ en les cél-lules endotelials, CMLs, i els macrofags. La insulina,** el factor

tissular (TF)*® i el FGF-2%" també contribueixen a la migraci6 de les CML in vivo.

Les CML de la intima provenen al principi de la capa media, perd també poden provenir
dels miofibroblasts de 'adventicia, pericits associats amb la infiltraci6 dels microvasos,

28 Les CML de la intima proliferen durant unes 2

i les cél-lules progenitores circulants.
setmanes 1 comencen a expressar majoritariament gens de la matriu extracel-lular
(MEC), tals com l'elastina, el col-lagen [, durant aproximadament 7 dies després de la
lesio.””? El creixement de la intima es dona per la sintesi i excressio de 'elastina, el

col-lagen, glicoproteines i1 proteoglicans. D'un a tres mesos s'arriba a un estat

estacionari en el qual la intima esta composta d’'un 20% de cel-lules i un 80% de MEC.?*?

La resposta dels vasos previament danyats a un dany recurrent també ha esta

0 yan observar proliferaci6 de les CML de la intima i la

investigat. Koyama i Reidy
media en resposta a un segon dany per angioplastia a la carotida d’una rata, perd van
observar que 'espessiment de la intima era produit exclusivament per la sintesi de MEC
i no de CML. Hanke i col.”' Van aplicar un dany per angioplastia a la carotida d’un conill
previament danyada per estimuls eléctrics. Van trobar que la proliferacié va continuar

débilment, perd que va augmentar significativament a les tres setmanes 1 que el nombre

de CML de la intima es va doblar rapidament.
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11.- ESTRATEGIES
Degut a la complexitat i els nombrosos processos que intervenen en la patologia
aterotrombotica, s’han desenvolupat un gran numero destratégies farmacologiques

destinades al seu tractament. Podem distingir dues grans linies:

11.1.- Inhibicié de la ciclooxigenasa

Via de la ciclooxigenasa

La ciclooxigenasa es troba a la majoria de les cél-lules dels mamifers i va ser el primer
enzim microsomic descrit amb capacitat d’actuar sobre 'acid araquidonic lliure. S’han
descrit dos isoformes de ciclooxigenasa, la COX-1 i la COX-2. Ambdues isoformes
presenten una homologia del 60%: manifesten valors similars de Km, els mateixos llocs
d'uni6 per l'acid araquidonic i el metabolitzen mitjancant mecanismes similars.
Tanmateix, s’ha demostrat que els gens encarregats de la seva sintesi son diferents, de
manera que els relacionats amb la COX-2 tenen llocs d'uni6 especifics pels

glucocorticoides, interleucina 6 (IL-6) i altres citocines.

La COX-1 és un enzim constitutiu encarregat de la sintesi de les prostaglandines
implicades en la homeostasi general i, en conseqiiéncia, esta expressada en la majoria
dels teixits de 'organisme, si bé els nivells d’aquesta expressio poden variar entre els
diferents tipus cel-lulars. Els valors d’aquest enzim es mantenen constants dins d’'una
mateixa poblacié cel-lular, encara que poden aparéixer petits increments (de dos a
quatre vegades) per estimuls hormonals o factors de creixement. A més, el grau
d’expressi6 basal poden variar entre diferents poblacions cel-lulars i, a mode d’exemple,
estructures com l'endoteli vascular i les plaquetes es caracteritzen per presentar nivells

de COX-1 molt elevats.

La COX-2, al contrari, és una isoforma imperceptible de forma basal en la majoria dels
teixits i només s’encarrega de produir prostanoides en els llocs inflamats. Tanmateix,
existeixen algunes excepcions a aquesta norma i s’han trobat nivells alts d’aquest
isoenzim a la prostata, el timus de nounat i al cervell. En resposta a un estimul adequat
al tipus de mitogens, citoquines i factors tumorals, la COX-2 pot expressar—se en la

majoria de teixits, sent dita expressio bloquejada pels corticoides.

Algunes dades suggereixen l'existéncia d'un tercer tipus de ciclooxigenasa, la COX-3
que, a diferéncia de les altres dos isoformes, intervindria la sintesi de prostanoides

antiinflamatoris en fases avanc¢ades del procés inflamatori.
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Actuaci6 de la ciclooxigenasa

La ciclooxigenasa té una accié doble sobre l'acid araquidonic (Figura 9). Primer
s'encarrega de la seva ciclaci6 i oxigenacit, formant la PGG2, i després redueix la
PGG2 originant la PGH2. Ambdues prostaglandines son denominades de forma genérica
endoperoxids intermedis i, encara que quimicament inestables (semivida de 5 min),
posseeixen una intensa activitat biologica. La majoria dels teixits son capacos de
sintetitzar els endoperoxids intermedis, perd la preséncia dun o varis dels seus
derivats, aixi com la seva abundancia relativa, esta determinada per la dotacio

enzimatica particular existent a les cél-lules.

A partir de la PGH2 les endoperoxid isomerases sintetitzen PGE2 i PGD2, mentre que
per reduccio s’origina la PGF2a. En alguns teixits existeix una interconversio de PGE2 a
PGF2a catalitzada per una 9-cetorreductasa. Les PGA2, PGB2 i PGC2, totes derivades
de la PGE2 no es produeixen en condicions fisiologiques 1 se suposa que soén productes
de la sintesi quimica. La PGHZ2 també és l'origen de dos compostos inestables i molt
potents: el tromboxa A2 (TXA2), que es crea per l'actuacié de la tromboxa sintetasa i
es metabolitza rapidament (semivida inferior a 3 min) i de forma no enzimatica al
tromboxa B2 (TXB2), molt més estable des d'un punt de vista quimic, perd també
bioldgicament molt menys potent. La prostaciclina o PGI2 és conseqiiéncia de 1'actuacio
de la prostaciclina sintetasa, i també s’hidrolitza amb rapidesa (semivida inferior a 3

min) a un metabolit inactiu: la 6-keto-PGF1a.
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Figura 9. Biosintesi dels derivats de 1’acid araquidonic produits per ciclooxigenacié.
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TRIFLUSAL

El triflusal és un antiagregant plaquetari estructuralment analeg a l'acid acetilsalicilic
(ASA). Aquest és el compost farmacologic que tradicionalment representa als inhibidors
de la Cox, i de forma popular es coneix amb el nom d’aspirina. Aquest compost es va
introduir a la terapéutica a finals del segle XIX i es va convertir en l'analgésic—
antipirétic més utilitzat 1 actualment es considera el patro farmacologic dels analgésics
no opiacis. A més, el descobriment del seu mecanisme d’accid, fa prop de 30 anys, va
permetre l'extensié del seu tGs a la prevenci6 1 tractament dels fenomens
tromboembolics. Existeix un gran nombre de salicilats derivats de l'aspirina i molts
d’ells s'utilitzen en processos inflamatoris i com a analgésics. L'aspirina també té
multiples usos, pero és el farmac de primera eleccio pels processos trombotics. A partir
de T'acid acetilsalicilic es van sintetitzar nous compostos més especifics per aquests
tipus de processos, entre els quals es troba el Triflusal (acid-2-acetoxi—4-
(trifluorometil)~benzoic, i el seu metabolit 1'acid 2-hidroxi-4-trifluorometil-benzoic

(HTB).

Farmacocinética

Els farmacs antiinflamatoris no esteroideus (NSAID’s), també coneguts com a salicilats,
en general s'absorbeixen rapidament un cop ingerits, basicament a lintesti prim
superiro i una petita part a l'estomac. Després de l'administracio oral s’obtenen
concentracions plasmatiques apreciables als 2-30 minuts 1 maximes als 60-120
minuts®? i la biodisponibilitat de la forma no hidrolitzada és del 70%. El percentatge
d’uni6 de l'aspirina a proteines plasmatiques depén de la seva concentraci6 i oscil-la
entre el 25-95%, i la seva vida mitja plasmatica és de 15 minuts. El Triflusal s’'uneix en
un 99% a les proteines plasmatiques i1 la seva vida mitja és de 30 minuts. L’aspirina
pateix un rapid procés d’hidrolisi després de la seva absorcié mitjancant esterases
presents en el fetge, pulmo, plasma i globuls vermells, encara que el procés ja comencga
a la mucosa gastrointestinal durant la fase d’absorcio. El procés de metabolitzacié dona
lloc a l'acid salicilic, entre altres components, que és un metabolit actiu. El Triflusal
també és metabolitzat rapidament, mitjancant desacetilacio, transformant-se en HTB, el
seu principal metabolit actiu. El HTB té una semivida molt més gran que el Triflusal (35

hores).
Farmacodinamica

El mecanisme d’acci6 de l'aspirina, el Triflusal, aixi com altres salicilats, consisteix en

I'acetilacié d’un residu de serina situat a la posicio 530 de la cadena polipeptidica de la
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Cox, la qual cosa condueix a una inhibicié irreversible de ’enzim. D’aquesta manera,
s’interromp la transformaci6 del AA en els seus derivats ciclooxigenats, inhibint els
mecanismes fisiopatologics en els quals aquests estan implicats. Degut a la gran
quantitat de mecanismes en els que esta implicada la Cox, els salicilats produeixen una
gran amplitud d’accions, i no totes elles beneficioses. Mitjancant la inhibici6 dels
eicosanoids mediadors de la inflamacio, es produeixen accions analgésiques,
antipirétiques i1 antiinflamatories. A través de la inhibici6 de la produccié de TXA, a les
plaquetes es produeix un efecte antitrombotic, perdo com a contrapartida modifiquen la
producci6 de PGl vascular, efecte contraposat al de la inhibici6 plaquetaria, i de varies
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prostaglandines implicades en la funcionalitat de numerosos organuls.””

A les plaquetes, l'aspirina produeix una acetilacio irreversible de la Cox, amb la qual
cosa redueix la produccié de TXA2.254'255 La inhibicié enzimatica a les plaquetes es
prolonga durant tota la seva vida (8-9 dies) al tenir limitat la sintesi proteica. En els
humans, una dosi oral de 50 mg d’aspirina és suficient per inhibir la sintesi plaquetaria
de TXA, durant 3 dies.®® L'aspirina inhibeix també I'agregacié secundaria induida per la
trombina, col'lagen o AA, degut a que inhibeix la produccido plaquetaria de
diacilglicerol,”” encara que aquest efecte és menys durador que la inhibicio de la Cox i
depén de la dosi administrada. Es important ressaltar que la inhibici6 de la Cox no
exclou de forma absoluta el paper trombogénic de les plaquetes, ja que aquestes poden
ser activades a través d'altres rutes. Aixo contribueix a explicar els fracassos
terapeutics observats en assajos clinics i a la practica diaria en relacio amb I'ts de

259-261 , . .
" A través del mateix mecanisme

I'aspirina com a profilaxis antitrombotica.
d’acetilacié de la Cox, 'aspirina inhibeix la PGI; per 'endoteli vascular, que exerceix un
efecte contrari al TXA, ja que inhibeix l'agregaci6 plaquetaria i és vasodilatadora. La
PGI, inhibeix l'activacié plaquetaria mitjancant 1'estimulacié de l'adenilciclasa, la qual
cosa porta a un increment del AMPc. Aquesta molécula facilita 'entrada de calci en els
seus diposits, reduint la seva disponibilitat en la plaqueta, mentres que el TXA, facilita
el pas invers. Els efectes contraposats de l'aspirina sobre l'agregaci¢ plaquetaria i
sobre la capacitat antitrombotica de l'endoteli vascular suposen un problema en la
terapia antitrombotica conegut com el “dilema de l'aspirina”.?®* L'efecte sobre la PGl
vascular és dosidepenent, i a diferéncia de les plaquetes, sense nucli, en l'endoteli
vascular es produeix la regeneracid del complex enzimatic de la Cox. Degut a aquesta
caracteristica, la manera d’obtenir una inhibici6 de la Cox plaquetaria sense afectar la

Cox vascular consisteix en 'administracio de dosis baixes d’aspirina (50-75 mg) que
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aconsegueixin una inhibici6 de la sintesi de TXA, plaquetari sense efectar la sintesi

vascular de la PGIQ.263

El farmac antiagregant ideal tindria que inhibir la sintesi de TXAZ2, respectant la de
PGI,, 1 incrementar els nivells de AMPc. Segons aquesta premisa es va dissenyar el
Triflusal. Aquest derivat de I'aspirina inhibeix de manera irreversible la Cox, pero amb
menor poténcia, i a més inhibeix la fosfodiesterasa plaquetaria, enzim responsable de la
metabolitzacio del AMPc.?** El seu metabolit, el HTB, també¢ inhibeix la Cox, pero més
debilment que el Triflusal, i inhibeix la fosfodiesterasa amb molta més poténcia que el
seu antecessor (10 vegades més). Respecte a la PGI, vascular, el Triflusal i el HTB
inhibeixen la seva sintesi, perd son necessaries concentracions mils de vegades
superiors a les de l'aspirina, i deu vegades superios que les necessaries pel seu efecte
com a antriagregant plaquetari.265 Ja que el Triflusal una vegada administrat, es
metabolitza rapidament a HTB, el qual té una vida mitja molt més llarga, els efectes
obtinguts basicament es déuen a aquest ultim, amb la qual cosa el resultat és la inhibicio
de la formaci6 del TXA, i un augment del AMPc a la plaqueta, mentre que a nivell
vascular no s’afecta a la PGl.

Respecte a altres efectes dels salicilats, el mecanisme mitjangant el qual aquests
compostos tenen un efecte antiinflamatori, és a través de la inhibici6 de la isoforma
Cox-2, implicada en els processos inflamatoris. La inhibici6 d’aquesta isoforma es
consegueix amb dosis superiors a les antitrombotiques, degut a que és rapidament
regenerada per les cel-lules nucleades. Aixo explica la diferéncia de dosificacio i de
I'intérval d’administracié de 1'aspirina, quan s'utilitza com a farmac antiinflamatori o com
a antiplaquetar. S’ha descrit que els salicilats exerceixen l'acci¢ antiinflamatoria a
través d'un mecanisme independent de la inhibici6 de la Cox—2, mitjancant la inhibici6
dels factor de transcripcio NF-«B,%% factor que participa activament en el procés
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inflamatori controlant diversos gens d'inflamacio.

Els salicilats classics inhibeixen les dues isoformes de Cox, perd en aquests ultims anys
s’han sintetitzat nous compostos que inhibeixen selectivament la cox-2 amb la finalitat
d’obtenir un efecte antiinflamatori aillat, evitant els efectes colaterals que acompanyen
a la inhibici6 de la Cox-1 constitutiva (a nivell vascular, gastric, etc). Tanmateix,
diversos estudis clinics relacionats amb la patologia cardiovscular han demostrat que
els inhibidors selectius de la Cox—2 no so6n tan beneficiosos com s’esperava, ja que es
va observar una reducci6é en els nivells de prostaciclina vascular tant en pacients de

risc com en voluntaris sans, acompanyada de majors nivells de TXA, degut a la falta
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d’inhibici6 de la Cox—1 plaquetaria, pel que es va obtenir una situacié de vasoconstriccid
generalitzada que afavoria els processos aterotrombotics.” Aquests resultats indiquen
que la Cox-2 no és exclusiva de processos inflamatoris i que probablement també
participa en processos fisiologics. Amb 1's de salicilats que inhibeixen ambdos
isoenzims, l'equilibri prostaciclina-TromboxaA, es manté, i per aixo, s'obté com a

resultat global un benefici en 'enfermetat isquémica coronaria.

Farmacologia Clinica

L’aspirina va demostrar ser efectiva en la previsi6 d’events vasculars en diferents
assajos clinics, pero aquests resultats obtinguts en aquests van ser molt heterogenis. A
I'estudi ISIS-2 (Second International Study of Incfart Survival) I’administracié de 163 mg
d’aspirina durant 5 dies, a partir de 24 hores de mostrar simptomes d’infart de miocardi,
va reduir en un 23% el risc de mortalitat vascular i en un 46-49% el reinfart.”®® El
tractament a llarg pla¢ també va demostrar ser efectiu en la prevencio de linfart de
miocardi en pacients de risc mig i1 alt. Dos assajos realitzats en homes, amb risc
cardiovascular reduit o elevat, en els que l'aspirina es va admisnitrar a llarg plac
(Physicians’ Health Study i Thrombosis Prevention Trial), van mostrar una reduccié dels

%8 En el metaanalisi Antiplatelet

events vasculars perd no de la mortalitat vascular.
Trialists’ es van obtenir resultats similars (reducci6 de la incidéncia dels events
cardiovasculars en un 25%).%%%° S'ha observat que dosis baixes d’aspirina son tan
eficaces en la patologia cardiovacular, com dosis més elevades. Inclius s’ha descrit una
major incidéncia d’accidents cardiovasculars en pacients tractats amb dosis altes, la
qual cosa s’atribueix a l'efecte dels salicilats sobre la produccié de prostaciclina
vascular.” Estudis clinics demostren que el Triflusal i 'aspirina tenen una efectivitat
similar en la prevenci6 de la patologia cardiovascular, encara que comparat amb aquesta
ultima, el Triflusal mostra una major efectivitat en la prevensié dels events

269
cerebrovasculars.

Tot i que els assajos clinics suggereixen un benefici amb la terapia amb aspirina en
pacient amb patologia aterosclerotica, el seu us clinic diari i el seu estudi en diversos
models animals suggereixen que aquest compost no és del tot efectiu en la inhibicié de
I'aterotrombosi, ja que només bloqueja una de les numeroses vies dactivacié

palquetéu‘ia.128
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11.2.- DONADORS DE NO (agents antiisquémics)

En els processos d'isquémia i angina, s utilitzen farmacs vasoditaladors com els donadors
de NO. La preséncia de sindromes coronaris va associada a una disminucié en la
biodisponibilitat del NO, una menor vasorelaxacié i un augment de l'agregaci6 de les
plaquetes. Per paliar la falta de NO endogen, 'estratégia ha seguir és proporcionar NO
exogen en forma de nitrat (nitroglicerina) o donadors directes de NO (nitroprusat, S—
nitrotiols). Aquests compostos presenten 'avantatge que els seus efectes vasodilatadors
(i en alguns casos antiagregants) son estrictament independents de I'endoteli; és a dir, es
mantenen tot i la severitat de la disfunci¢ endotelial.”’**"' Des que Thomas Lauder
Brunton (1867) va utilitzar amb éxit el nitrat d’amil en una pacient amb angina de pit (els
donadors de NO s’han convertit en el tractament estandard en pacients amb enfermetat
coronaria aterosclerotica i angina de pit). Aquests farmacs actuen de forma similar a com
ho fa el NO derivat de I'endoteli: mitjancant 'activacié de la GC i la consegiient formacio
de GMPC,272 que indueix la relaxacié del mascul llis i la disminucio de 'agregacio de les
plaquetes. Per aix0 son un excel-lent substitut del vasodilatador nitric endogen en estats

patologics.

11.2.1.- Nitrats

Els nitrats son profarmacs que requereixen d’un metabolisme enzimatic per generar NO
bioactiu. Encara que no s’ha pogut caracteritzar l'enzim responsable d'aquesta
transformacio, les proves realitzades fins al moment, suggereixen que el sistema
citocrom P-450, en conjuncié amb 'activitat de la NADPH, la preséncia de grups tiol i la
S-transferasa del glutatio son indispensables pel procés metabolic de degradacio i

reduccié dels nitrats organics a nitrosotiols i finalment, al NO.?™

L’administraci6 intravenosa de nitroglicerina és una estrategia convencional en la terapia
d’isquémia miocardica inestable aguda (angina inestable i infart de miocardi),””* doncs les
seves propietats hemodinamiques permeten compensar el dany isquémic. En quant a
I'administracio de nitrats per via oral, el dinitrat i mononitrat d’isosorbid han demostrat
ser molt eficacos en la prevencié de les crisis d’angina. Tot i que l'efecte potencial dels
nitrats com a vasodilatadors sobre una base molecular esta relacionat amb el numero de
molécules d’acid nitric que els compostos sén capagos d’alliberar (els trinitrats alliberen
tres molécules de NO, els dinitrats dos i els mononitrats una), la dosi (en miligrams) del

compost corregeix aquestes diferéncies.
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Tot i I'ts convencional, els nitrats presenten importants limitacions. Una primera
limitaci6 és el fenomen de la tolerancia; és a dir, la pérdua d’'efectes vasodilatadors per
I'aplicacio prolongada del farmac. Per disminuir l'efecte de tolerancia, I'estratégia a
seguir és 1's intermitent de nitrats amb una finestra lliure de nitrats d’almenys 8-10
hores al dia. Encara que es desconeix els seu mecanisme d’aparicio, s’ha suggerit que es
produeix a causa de la progressiva disminucié en la biodisponibilitat dels grups tiols. De
fet, s’ha observat que la tolerancia adquirida per l'administracié continuada de
nitroglicerina es reverteix amb la coadministraci6 de la N-acetilcisteina (tiol).
Lamentablement, l'aparici6 d'importants efectes adversos después de l'administracio
d’aquesta associaci6 ha eliminat tota esperanza d’ts clinic. D’aixo es deriva, que els
nitrats que no precicen biotransformacié enzimatica i alliberen espontaniament el NO de
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la seva molécula (molsidomina,...) semblen ser menys propensos a la tolerancia.”"”

Altres importants limitacions dels nitrats soéon la necessitat d'un metabolisme previ
(conversi6 a nitrosotiols i finalment a NO), la preséncia d’efectes hemodinamics adversos

(hipotensio), la falta de selectivitat i lleus o nuls efectes antiplaquetars.

11.2.2.- Nitrosotiols

Les principals diferéncies entre els S—nitrosotiols i els nitrats son:

1.- Els nitrosotiols (S—nitrosoglutatio, GSNO; S-nitroso-penicilamina -SNAP; S-
nitroso—albumina, S-nitrosohomocisteina, S-nitrosocisteina) s’han identificat iz vivo en
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diversos sistemes biologics (neutrofils, cervell, plasma i sang).

2.— La majoria dels efectes directes dels nitrosotiols son deguts a la seva habilitat per
interaccionar amb la GC*7 com els nitrats. Encara que, varis autors han suggerit que el
NO alliberat pels S—nitrosotiols també poden mediar algun dels seus efectes biologics

per vies independents al cGMP.?"®

3.— Els S—notrosotiols, al contenir el grup tiol en la seva estructura, no requereixen una
metabolitzacioé prévia per l'alliberacié del NO i per aixd no presenten el fenomen de

tolerancia (no depenen de la biodisponibilitat de grups tiol).
4.- Les propietats antiplaquetaries del GSNO so6n majors que les que presenten els

nitrats. Els S-nitrosotiols (GSNO), al alliberar el NO mitjancant l'acci6 d’enzims

associats a la membrana de les plaquetes, presenten efectes antiplaquetars més
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especifics. La demostracié que l'efecte antiplaquetar del GSNO es redueix amb la
preséncia d'un quelant de coure’™ suggereix que la preséncia d'una proteina de coure a
la superficie de la plaqueta és el que indueix l'alliberacio del NO. Recentment, també
s’ha demostrat que els neutrofils son capacos destimular les plaquetes a induir

I'alliberacié de GSNO.?®

5.- En quant a l'ts clinic dels S-nitrosotiols, el GSNO ha demostrat reduir
embolitzacions assimptomatiques durant i després d'una angioplastia carotidea,281 reduir
marcadors d'activacio plaquetars com la p—selectina (CD62/GMP140) i reduir la densitat
del receptor de la GPIIb/Illa en pacients que seran sotmesos a angioplastia, amb efectes
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hemodinamics molt menors que els produits per la nitroglicerina.

Per tot aixo, el GSNO sembla presentar una especificitat plaquetar i per aixo, un major
efecte antiplaquetar que els seus efectes en el to vascular. Pero, tot i que el GSNO pot
afectar a la funci6 de les plaquetes sense alterar el t6 vascular, dosis elevades de GSNO

son vasoactives 1 no eludiexen la vasodilatacio.
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L'aterosclerosi és una malatia multifactorial®®’. Pero Iefecte aquests factors
desenvoquen a la paret vascular i a la desregulacio de la seva homeostasi. Per aquest
motiu existeix un extens ventall d’estratégies de regulacié que es centren en el control,
disminuci6 o prevencié d'un o varis dels efectes o simptomatologies que provoquen
aquests factors. A mesura que s’aprofundeix en el coneixement d’aquesta complexa
malaltia s’intenten probar farmacs que aprofitin al maxim les seves caracteristiques i
que regulin el maxim nombre de factors proaterosclerotics i amb el minim efecte sobre
I’homeostasi. Per aixo, en aquesta tesi, ens hem centrat en 'estudi de 2 estratégies de
risc del control cardiovascular i en quin grau regulen factors especifics d’aquesta

malaltia.

Primer objectiu, article primer: Farmac estudiat: Triflusal

L’enzim Cox és una molécula clau en el control de I'estat isquémic de la paret vascular,
aixi com l'estat d’activacio de les plaquetes i el seu nivell aterotrombotic al ser el
responsable de la formacié de molécules clau, tals com la prostaciclina i el tromboxa,

que regulen aquests processos.

[’aspirina és el farmac antitrombotic de primera elecci6 pel tractament d’aquest procés.
Pero presenta un série d’inconvenients com ara un risc hemorragic i bloqueja la
regeneraci6 de la proteccié de la mucosa gastrica. El motiu és que afecta a les dues
isoformes de 'enzim cox 1 i 2, bloquejant completament la sintesi de prostanoids. Es
per aix0, que s’han desenvolupat molt farmacs derivats de l'acid salicilic especifics
contra la Cox 2, sense alterar la producci6 de prostanoids per a 'homeostasi d’altres
organs. Aquest enzim s’ha relacionat amb processos inflamatoris i produccié¢ de
prostanoids implicats en trombosi, isquémia i inflamaci6. Encara que s’ha demostrat que
aquests farmacs selectius per la Cox 2 inhibeixen la producci6é de la prostaciclina,
complicant l'estat trombotic dels vasos afectats per una lesi¢ existent, i augmentant el
risc de trombosi secundaria.

En canvi, el triflusal, és un farmac que no deriva de l'acid acetilsalicilic, pero la seva
estructura quimica esta relacionada amb la dels salicilats. El seu mecanisme d’accio és
més especific i selectiu que el de 'aspirina, no presenta el risc hemorragic d’aquest i el
seu metabolit principal, el HTB, és actiu farmacologicament, a diferéncia de l'acid
salicilic, metabolit principal de l'acid acetilsalicilic, que no presenta cap activitat com a

antriagregant plaquetari.
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Amb aquests antecedents el primer objectiu ha sigut evaluar les propietats
antiplaquetars/antitrombotiques del farmac Triflusal mitjancant la seva contribucié sobre
la via de la ciclooxigenasa i els seus metabolits en el seu bloqueig sobre la formaci6 del
trombus desencadenat per un trombus residual format sobre la paret vascular lesionada
(trombosi secundaria), 'efecte sobre I'expressio de 'enzim cox a la paret vascular sana,

i l'efecte sobre 'expressio i activitat de la Cox 2 en estudis in vitro.

Segon objectiu, article segon: Farmac estudiat: Donadors de NO

Els agents antiplaquetars, antitrombotics, anticoagulants, trombolitics i antiisquémics
(vasodilatadors) son els farmacs clau en el tractament de pacients amb risc de patir
I'enfermetat isquémica, pacients que han patit episodis vasculars de major importancia
tals com un infart o una angina de pit i pacients als que se'ls hi ha realitzat

intervencions pel tractament de I'enfermetat simptomatica (angioplasties, stents, etc).

La nitroglicerina i els nitrats séon majoritariament usats, en general, per paliar la falta de
NO endogen, tant en episodis d’angina estables, inestables i infart de miocardi,”™ ja que
les seves propietats hemodinamiques (augmenten el flux sanguini coronari) permeten
compensar el dany isquémic.”” Encara que, el tractament convencional amb nitrats esta
limitat per les seves escaces propietats antitrombotiques (degut a que el seu efecte no
és selectiu per les plaquetes), efectes hemodinamics adversos (hipotensio) i el
desenvolupament de la tolerancia. Per contra, 'administracié de GTN pot afectar la
funci6 de les plaquetes d'una manera molt més selectiva, sense alterar el to vascular;
encara que, dosis elevades de GTN, al ser vasoactives, no eludeixen la vasodilatacio.
Per superar aquestes limitacions i trobar el correcte tractament dels pacients amb
enfermetat cardiaca isquémica, amb alt risc de patir un sindrome coronari agut, és
necessari el desenvolupament de nous donadors de NO selectius per plaquetes amb

propietats antitrombotiques i antiisquémiques 1 nuls efectes hipotensors.

Anteriorment s’ha demostrat en el nostre grup les propietats

antiplaquetars/antitrombotiques dels farmacs LA419 i LA816.
Amb aquests antecedents ens hem plantejat I'estudi d’aquests farmacs selectius sobre

les ceél-lules de la paret vascular en quant a la seva afectacio del cicle cel-lular i

superviveéncia.
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1.- MODEL ANIMAL I L’ADMINISTRACIO DELS FARMACS DONADORS DE NO
Els porcs (N=16; 36 Kg) van estar 1 setmana allotjats a les gabies de 'estabulari abans
de qualsevol procediment experimental. Per tal d’evaluar l'efecte dels 2 donadors
exogens de NO, oral i intravenos, els porcs es van distribuir de forma aleatoria en els
segiients grups de tractament:
D 10 dies d’administracio oral del farmac LA419 (un nitrat organic de sucre
neutral amb un grup tiol protegit a la seva estructura molecular).
1)) 2 hores d’administracié intravenosa, abans de l'experimental, del farmac
LA816 (un aminoacid no natural que esta S—nitrosilat).
11D 2 hores d'administraci6 intravenosa, abans de lexperimental de
nitroglicerina (trinitrat gliceril; GTN).
Tots el animals van ser sacrificats després de la conclusié del periode de tractament.
Tots els components van ser administrats a dosis terapéutiques. El LA419 va ser
administrat a una dosi de 0,9 mg/kg, mentre que el LA816 i el GTN van ser administrats
de forma intravenosa a una dosi de 6,6 nmol((kg min) i 2,5 mg/kg, respectivament.
També es va evaluar un grup control-placebo (no tractat) pels efectes comparatius.
Tots els procediments d'aquest estudi estan subjectes amb la guia per la cura i l'ts

d’animals de laboratori.

2.~ MODEL ANIMAL I EL PROTOCOL EXPERIMENTAL DE LA FORMACIO DEL TROMBE
SECUNDARI EN PRESENCIA D’'INHIBIDORS DE LA CICLOOXIGENASA.

Vuitanta-vuit conills mascles blancs New Zealand proporcionats per un proveidor local,
i amb un pes corporal de 2,8 £ 1,7 kg, van ser mantinguts a 'estabulari durant 5 dies

sense cap intervencio.

Per evaluar I'efecte dels farmacs d’estudi sobre la trombosi, es va estudiar la deposicio
de les plaquetes al perfundir substractes vasculars en una cambra de perfusio6 cilindrica
(referéncia bibliografica). Amb el fi de quantificar el nombre de plaquetes que es
dipositen, previament (el dia abans del sacrifici) es va aillar una mostra de plaquetes de

11 . ..
1 es van reinjectar a

la sang de 'animal. Es va marcar amb l'isotop radioactiu In-!
I'animal (Veure seccio 3 dels metodes). La medicio de la radioactivitat en els
substractes després de la reperfusio i el seu posterior analisi, ens va permetre valorar i

quantificar la deposici6 induida en les condicions de l'estudi, tals com al realitzar un
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tractament farmacologic, al modificar la trombogenicitat del substracte o la velocitat de

cizalla.

Aquest model de paret vascular lesionada s'utilitza per desencadenar la deposicio
plaquetar o formacio de trombe a la superficie d’aquesta. A més, en aquest model, es
van utilitzar parets d’aortes vasculars de conill com a model de lesio lleugera. Pero,
degut a que la paret vascular de les aortes de conill eren molt primes i era quasi
impossible eliminar la capa subendotelial, que és un procediment necessari per obtenir
el model de lesi6 severa, es van utilitzar aortes de porc com a model d’aquest tipus de

lesio.

Tots aquests substractes es van recollir en escorxadors locals en el moment del
sacrifici dels animals. Una vegada obtinguts, es van mantenir en PBS, es van netejar i
es va eliminar la capa adventicia amb unes pinces. A continuacié es van tallar segments
d’aproximadament 3 cm de llarg i es van congelar a —20°C fins el dia de 'experimental.
Arribat aquest dia, es van descongelar en PBS, es van obrir longitudinalment i es van

tallar en segments d'1 cm d’ample.

El model de lesio lleugera es va obtenir en exposar la superficie de l'artéria a la
circulaci¢ sanguinea. Aquesta estructura es denomina subendoteli, ja que les cél-lules
endotelials han sigut eliminades mitjancant el procés de congelacid (paret vascular
desendotelitzada o erosionada). El model de lesio severa es va conseguir exposant la
ttnica mitja del vas. Per fer aixo es va separar la capa subendotelial amb 1'ajuda d'unes

pinces.

Els experiments realitzats en els conills es van dividir en dos parts, segons la duracio
del tractament: Tractament agut, que va consistir en una sola administracio del farmac
i.v. el mateix dia del procediment experimental; i el tractament cronic, el qual consistia
en una administracio diaria del farmac per via oral (p.o.) durant una setmana. En ambdos
protocols, a més dels grups de conills que van rebre tractament, es van usar un grup

d’animals control com a inductors de la trombosi primaria.

A la primera part de l'estudi o tractament agut, els animals es van dividir en quatre

grups segons el farmac administrat: aspirina (acid acetil salicilic de lisina), triflusal (acid

2-acetoxi—4-(trifluorometil)-benzoic), HTB (acid 2-hidroxi-4-trifluorometilbenzoic) i
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placebo. Se’ls va administrat un tnic bolus i.v. d’aspirina (5 mg/kg), triflusal (10 mg/kg),
HTB (10 mg/kg) o sérum fisiologic (com a placebo, servint de control).

A la segona part o tractament cronic, els conills es van dividir en tres grups: control
(placebo), aspirina i triflusal. Els animals van ser tractats oralment un sol cop al dia,
durant 8 dies. Es van administrar varies dosis d’aspirina (10, 20, 30 mg/kg/dia) i triflusal
(15, 30, 40 mg/kg/dia) per tal de trobar la dosi minima amb efecte antitrombotic. Per
assegurar que els conills ingerissin, el total de la dosi diaria dels farmacs es va procedir
de la segiient manera: Es van dissoldre 500 mg de cadascun dels farmacs en 25-50 ml
de cloroform i es van pulveritzar sobre 100 g de pinso normal, el qual es va deixar
secar sota una corrent d’aire en una campana d'extracci¢ durant tota la nit. Aquest
pinso es va emmagatzemar a 4°C 1 es va administrar segons el procediment a seguir.
Aixi mateix, es va preparar el pinso sense farmac pulveritzant una quantitat equivalent
del solvent sobre el pinso. Aquest es va usar en el grup d’animals control. Els dos

farmacs i el placebo es van usar en una sola presa diaria pels matins.

Wasta
Peristaltic
pump

——

| .
7 @ 1 Jugular vein

10 mL min-!

Perfusion chambar

Perfusion chamber
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3.- MARCATGE DE PLAQUETES

Per fer el marcatge radioactiu de les plaquetes i altres cél-lules sanguinies, com els
leucocits i els granulocits, s'utilitza de forma habitual I'Indi*"" (In*'"). EI marcatge de les
plaquetes s’ha aplicat a la deteccio in vivo de trombes vasculars i per 'analisi de la
cinetica de les plaquetes. En aquest treball es va usar l'oxina com a quelant

111

transportador del In''". El marcatge de les cél'lules aillades amb In''' es basa en que al

111

barrejar una soluci6 del In"" -oxina amb les cel-lules, aquest complexe, que és lipofilic,

atravessa la membrana cel-lular. Posteriorment, es produeix una reacci6 en la que

1t queda fortament enllacat a les estructures cel-lulars. El

l'oxina s'allibera i I’ In
marcatge de les plaquetes es va realitzar el dia anterior a I'experiment de trombosi per
permetre una completa biodistribucio de les plaquetes marcades. El procediment és el

seglient:

Es va extreure sang (conills: 13 ml) en ACD-Anticoagulant (7:50). Es va obtenir Plasma
ric en plaquetes (PRP) i es va centrifugar (15 mintus, 1200 g) per separar el plasma
sobrenadant del precipitat de plaquetes. Aquestes plaquetes es van rentar 2 vegades
amb ACD-sali (15 minuts, 1200 g), i la suspensi6 en ACD-sali es va incubar amb Inttt-
oxina (Amersham) (10-12 nCi/kg de pes corporal de l'animal) durant 20 minuts a
temperatura ambient. Es va determinar la dosi (dosi 1, d1) en un dosimetre (Atomlab
100, Biodex) i posteriorment es va centrifugar (10 minuts, 800 g) per obtenir les
plaquetes marcades. El precipitat de plaquetes es va resuspendre en plasma, es va
realitzar el recompte de plaquetes i es va mesurar la dosi de radioactivitat (d2).
Finalment, la suspensié es va injectar per la vena marginal de l'orella de 'animal. Per

verificar el grau de marcatge de les plaquetes, es van realitzar les segiients

determinacions:

a) Eficacia del marcatge (%) = d2/d1 x 100.

b) Viabilitat de les plaquetes (percentatge de radioactivitat unit a les plaquetes): a
480 ul de solucié salina es va afegir 20 pl de la suspensi6 de plaquetes marcades
i es va separar el sobrenadant del precipitat mitjancant una centrifugacio (3
minuts, 13000 g). Es va determinar la radioactivitat (com a cpm) present en el
precipitat (rpee) i en el sobrenadant (rg,) amb un comptador gamma (Wizard,

Wallac).

Viabilitat (%) = [rpeer/( Mpeert I'sp) ] x 100
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4.- OBTENCIO DE CEL-LULES MUSCULARS LLISES DE LES CAPES INTIMA I MEDIA
DE L’ARC AORTIC DE PORC, MITJANCANT LA TECNICA D’EXPLANTS

4.1. TRANSPORT I ELABORACIO DELS EXPLANTS

Vam obtenir I'arc aortic de la necropsia del porc.

Pel transport de l'arc aortic de l'estabulari fins a cultius vam utilitzar PBS esteril per
netejar de restes de sang del teixit, i posteriorment el vam passar en un recipient amb
medi de cultiu estandard de porc sense Sérum de porc (SP)(veure annex 2), temperat a
37°C.

Un cop a cultius, amb unes pinces i unes tisores estérils, procedim a obrir 'arc aortic.
(Tot el procés s’ha de dur a terme sota campana i en condicions estérils). Un cop obert
I'arc, amb un bisturi es “rasca” la capa de cel-lules que hi ha a la llum de I'arc, per tal
de descartar les ceél-lules endotelials. Després, amb un parell de pinces, es separen les
capes intima, média i adventicia que conformen l'arc aortic. Descartem l'adventicia.
Quan ja hem separat les capes les passem a una altra placa amb medi de porc amb un
20% de SP temperat.

Les plaques amb les parts d’intima i média amb medi de porc al 20% de SP s'usaran per
fer els explants. Amb un bisturi esteril ens dediquem a fer trossets molt petits (4mm2)
de les parts de les capes intima 1 média. Després passem de 15 a 20 trossets a una
placa de 60 mm de diametre. Sense perdre gaire temps es reparteix 0,5 ml a cada placa
i es barreja suaument en forma de “creu”. Amb unes pinces estérils es col-loquen els
explants el més equidistants possible.

Es posen les plaques a l'incubador (37°C amb un 5% de CO2).

4.2. INCUBACIO DELS EXPLANTS:

Els explants van ser incubats durant 18 hores, 2 i 10 dies respectivament amb medi de
cultiu amb un 20% de SP. En la incubacio dels 10 dies es va canviar el medi dels
explants cada 2 dies.

Finalitzat el temps d'incubacioé i amb 'ajuda d’unes pinces es varen ajuntar els explants

de cada placa i es van congelar en nitrogen liquid pel seu futur processament.
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5.- OBTENCIO DE CEL-LULES ENDOTELIALS D’AORTA PORCINA:

5.1.- PREPARACIO DELS CULTIUS PRIMARIS:

5.1.1.- EXTRACCIO I PREPARACIO DE L’AORTA:

S’extreu l'aorta junt amb les intercostals, per poder lligar-se, des de 'arc aortic fins al
diafragma. Es neteja amb material net, passat per alcohol, per eliminar restes grans de
teixit. Llavors s’introdueix en un tupperware que conté PBS-2% amb antibiotics, es
renta una mica en aquesta soluci6 i es passa a un altre tupperware amb PBS-2% amb
antibiotics nets. S’introdueix el tupperware dins d’'una bossa d’autoclau i es transporta a
la sala de cultius.

Es prepara la campana de cultius amb el material adequat, s'introdueix el tupperware
préviament netejat amb alcohol, i dins de la campana es treu l'aorta i es passa a una
placa de cultius quadrada gran. Es clampen amb pinces hemostatiques els extrems de
l'aorta i es neteja cuidadosament fins a deixar aillades les intercostals. A continuacié, es
lliguen les intercostals amb seda esteéril i s’introdueix PBS-2% d’antibiotics varies
vegades per netejar per dintre 'aorta. Es comprova que totes les intercostals estiguin
ben clampades introduint PBS-2% d’antibiotics, pingant els extrems de l'aorta amb

pinces hemostatiques i observant detingudament que no s’escapa el liquid.

5.1.2.- DIGESTIO AMB COL-LAGENASA CLASSE II:

La soluci6 de col-lagenasa es prepara el mateix dia. Es pesa la col'lagenasa, es dilueix
en PBS-2% amb antibiotics i es filtra amb un filtre de xeringa de 0,22 pm de diametre.
Es deixa temperar a 37°C (important) fins el moment de la digesti6 de les cél-lules
endotelials de l'aorta.

Una vegada neta 'aorta amb el PBS-2% amb antibiotics, s’emplena el vas clampat per
un extrem amb la solucié pre—temperada de col-lagenasa i s'incuba a la campana durant

uns 8-10 minuts.

5.1.3.- PREPARACIO DELS CULTIUS:

Per una aorta d'un porc d'uns 25-35 kg s’han de preparar 4-5 flascons de 25 cm2. Els
flascons es gelatinitzen préviament al seu us posant 2-3 ml de gelatina 0.5% en H,O
esteril o PBS, es deixa a l'incubador de cél-lules unes 2 hores, es renten 2 vegades amb
PBS i es deixen a l'incubador fins que es sembrin les cél-lules.

Acabada la incubaci6 es recull la solucié de col-lagenasa en un falcon de 50 ml que

conté M-199 complementat pre—temperat. Es renta interiorment l'aorta 4 vegades amb
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el medi M-199 per desenganxar les cel-lules. La suspensi6 de ceél-lules es centrifuga a
1000 rpm durant 5 minuts. S’aspira el medi sobrenedant deixant una mica de medi per
sobre del pellet, es donen uns copets a la base del tub per desenganxar el pellet i
s'afegeix fins uns 5 ml de medi M-199 complementat per acabar de resuspendre les
cellules.

Les ceél'lules es resuspenen en un volum de medi M-199 complementat suficient per
sembrar un volum de 5 ml de suspensi6 cel-lular per flasc6. S’ha de recordar que els
flascons sense filtre en el tap han d obrir-se lleugerament per intercanviar gasos dins

de 'incubador, i tancar—los abans de treure’ls de l'incubador.

5.2.- CULTIU IN VITRO DE LES CEL-LULES ENDOTELIALS DE PORC:

Després d’1 hora, les cél-lules sembrades ja s’hauran adherit a la placa; es deixa en el
mateix medi fins el dia segiient. El dia segiient pel mati es canvia el medi, deixant una
petita quantitat a la placa del medi anterior, per aixi eliminar els detritus cel-lulars
generats durant el procediment de preparaci6 dels cultius primaris. Es canvia el medi 2-
3 vegades per setmana i es fa un control microscopic de I'evoluci6 del creixement cada
48 hores. Quan les cel'lules estan subconfluents es tripsinitzen per subcultivar i passar

les cel-lules a pas 1.

5.3.- TRIPSINITZACIO DE LES CEL-LULES:

S’utilitza tripsina especial per endotelials. Es guarda congelada en al-liquotes de 10 ml
en tubs falcon de 15 ml. La tripsina ha d'estar ben pre-temperada a 37°C abans
d’utilitzar-la.
Per tripsinitzar un flasco:
a) S’aspira el medi;
b) Es renta bé 2 vegades amb PBS pre-temperat i s’aspira bé perqueé no es
dilueixi la tripsina.
¢) S'afegeixen 1,5-2 ml per flasco de la solucio de tripsina, es deixa la
tripsina un minim d’l minut i es controla la tripsinitzaci6 mitjan¢ant
control microscopic (deixar actuar la tripsina fins que les cel-lules agafin
forma arrodonida);
d) Finalitzada la incubaci6, s'aspira la tripsina, es donen uns copets a la
base del flascé i s’afegeix medi M-199 pre-temperat per resuspendre

les cél-lules. Es recull la suspensi6 en un falcon de 50 ml, s’afegeix medi
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nou al flascdé per acabar de recuperar les cél-lules, s’afegeix a la

suspensio inicial 1 es centrifuga a 1000 rpm durant 5 minuts.

Després d’aspirar el medi es resuspén el pellet de célllules com s’ha indicat

anteriorment, i es ressembren les cél-lules en flascons de 75 cm2 gelatinitzats (1 flasco

de 25 cm2

————————— 1 flasco de 75 cm2).

6.— EXTRACCIO DEL ARN, L’ADN I LA PROTEINA AMB EL PROTOCOL DEL TRIPURE:

Aquest protocol ha estat dissenyat per Roche® i aplicat i modificat pel processament de

totes les mostras d'estudi. Sempre s’ha de fer servir material autoclavat i RNAsa free.

Es imprescindible utilitzar guants i mantenir neta 1'area en qué es vulgui fer 'extraccio.

Es procedeix de la segiient manera :

a)

b)

S’elimina el medi de cultiu aspirant amb un Pipetboy®.

S’afegeix 1 ml de Tripure® a cada placa de cultiu o cada 100 mg de
teixit. Es rasca amb l'ajut d’un rascador de plaques i el volum obtingut
es passa diverses vegades per la punta de la pipeta automatica fins que
es veu ben homogeneitzat, en el cas de que les cel'lules provinguin de
cultius, o s’homogenitza el teixit congelat o fresc amb un politro. Es
reparteix en dos eppendorfs i es deixa en gel fins que s’hagin acabat

de rascar o politronar totes i es puguin guardar a —80°C.

6.1.- PROCEDIMENT GENERAL
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a)

b)

c)

d)

Es descongelen les mostres que provinguin d un mateix estudi. Un cop
descongelades es deixen una estona més a temperatura ambient per tal
de dissociar bé les unions dels complexos de les nucleoproteines.
S’afegeix cloroform a cada eppendorf (0.2 ml per cada ml de
Tripure®).

Es tapa cada tub i s’agita fortament amb el vortex durant uns 15
segons.

Es deixen els tubs a temperatura ambient de 2 a 15 minuts. Passat
aquest temps es centrifuguen a 12000 x g (no sobrepassar-los), durant
15 minuts a 4°C. Aixi es formaran tres fases: una de transparent que
queda a dalt (I’ARN), una de blanca al mig i una de vermella (a sota)

que contenen el ADN i la proteina i que s’hauran de purificar per
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procediments diferents. Anem a especificar qué cal fer per aillar cada

component:

6.2.— AILLAMENT DEL ARN

a)

b)

)

d)

e)

f)

Es transvasa el volum de la fase superior (sense escurar gaire) a un
eppendorf net. La resta de volum es guarda per fer l'aillament de
proteina i de ADN.

S’afegeix isopropanol (0.5 ml d'isopropanol per cada ml de Tripure®
inicial). Es tapa el tub i s’homogeneitza el contingut invertint—lo
diverses vegades. Es deixa incubar aquesta barreja a temperatura
ambient durant uns 10 minuts per tal que precipiti '’ARN.

Es centrifuga a 12000 x g, a 4°C durant un minim de 10 minuts.
S’elimina el sobrenedant.

S’afegeix un minim d’1 ml d’etanol al 75% a cada tub i es renta el pellet
d’RNA vortejant el tub.

Es centrifuga a 7500 x g durant 5 minuts a 4°C. S’elimina el
sobrenedant. L'excés d’etanol del pellet s’evaporara deixant-lo a I'aire
(no deixar assecar—lo totalment). Aixo es pot repetir una altra vegada.
Es resuspen el pellet amb H20 RNAsin o H20 DEPC i s’homogeneitza
amb 1'ajuda d’una pipeta i s'incuba a 55-60°C durant 10-15 minuts fins

a dissoldre’l totalment.

6.3.— AILLAMENT DE ADN

a)

b)

o)

d)

De les tres bandes obtingudes en el procediment general ens quedarem
amb les dues inferiors (la blanca i la vermella) que sén les que
contenen el ADN i les proteines. Es procedeix de la seglient manera:
Amb molt de compte s’acaba de treure el volum que quedi de la banda
aquosa, que és la que té 'ARN i no ens interessa. Cal eliminar aquest
residu si es vol tenir el ADN pur.

Es precipita el ADN afegint etanol absolut (al 100%) a les dues fases
restants. S'afegeixen 0,3 ml d’etanol per cada ml de Tripure®.

Es tapen els tubs eppendorfs i s'inverteixen diverses vegades per
barrejar—los bé. Es deixen incubant 2-3 minuts a temperatura ambient

per deixar que es formi el precipitat de ADN.
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e)

f)

Es centrifuguen les mostres a 6000 x g, durant 15 minuts a 4°C.
Es treu el sobrenedant (que conté fenol, etanol i proteina) de cada tub i
es guarda a 4°C. Aquest volum s’utilitza després per fer 'extraccié de

proteina i mentre, perqué no es degradi, es deixa a 4°C.

6.4.— AILLAMENT DE LA PROTEINA
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a)

b)

o)

d)

e)

D

2)
h)

Q)
r)
s)

Per fer aquesta purificacié s'utilitzen els sobrenedants obtinguts en el
pas g de la purificaci6 de ’ADN. Es passen a eppendorfs de 2 ml
perqué sinod no hi cabrien els volums que s'hi afegeixen.

Es fa precipitar la proteina.

S’afegeix isopropanol al sobrenedant que s’ha tret del pas g d’aillament
de I'ADN. El volum adient és 1,5 ml d’isopropanol per cada ml de
Tripure®.

Es tapen bé els tubs, s'inverteixen diverses vegades fins que es
barregi tot.

Es deixen incubant a temperatura ambient un minim de 10 minuts per
tal que precipiti la proteina.

Es centrifuguen les mostres a 12000 x g durant 10 minuts a 4°C.
S’eliminen els sobrenedants.

Es renten els precipitats de proteina seguint els segiients passos (que
es repetiran 3 vegades):

Es resuspén cada pellet amb uns 2 ml d’hidroclorur de guanidini 0.3 M
amb etanol al 95%.

Es deixen incubar les mostres a temperatura ambient durant 20 minuts.
Es centrifuguen les mostres a 7500 x g durant 5 minuts a 4°C.
S’eliminen els sobrenedants.

A cada pellet de proteina es fan els segilients procediments:
S’afegeixen 2 ml d’etanol absolut a cada pellet.

S’agiten bé, pero sense vortejar, per rentar-los.

Es deixen incubar les mostres a temperatura ambient durant,
aproximadament, 20 minuts.

Es centrifuguen a 7500 x g durant 10 minuts a 4°C.

S’eliminen els sobrenedants.

S’elimina l'excés d’alcohol deixant els eppendorfs oberts perqué

s’evapori.
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t) Els pellets de proteina es dissolen afegint SDS a 1'1% i passant-los
repetidament per una punta de pipeta o de xeringa. En cas que costi de
resuspendre’ls es posen a 50°2C fins que solubilitzin del tot.

u) Per quedar-nos només amb la proteina solubilitzada es centrifuguen
les mostres a 10000 x g, 10 minuts a 4°C.

v) Es passen els sobrenedant a eppendorfs nets i ja es poden guardar

directament a —20°C o bé utilitzar—los per fer western Blot.

7.- DETERMINACIO DE LA CONCENTRACIO DE PROTEINA

Per quantificar la proteina es barregen 2 pl de mostra + 98 ul d’'H20 destil-lada, per
cada mostra.

Cal fer una recta patr6 que serveixi per extrapolar els resultats de les mostres i poder

determinar la seva concentracio. Per preparar la recta patré s’han de fer les segiients

dilucions:
CONCENTRACIONS | VOLUM DE BCA (ul) | VOLUM D'H,0 (ul)
0 mg/ml 0 nl 100 nl
2.5 mg/ml 1.25nl 98.75 nl
5 mg/ml 2.5 ul 97.5 nl
10 mg/ml 5l 95 ul
20 mg/ml 10 ul 90 ul

De cada diluci¢ de la recta patré i de cada mostra es reparteixen 50 pl en dos pouets de
la placa de plastic de 96 pouets i s’afegeix a totes 100 pl de reactiu de color.

El reactiu de color consta de dos solucions A i B que han d’estar en una proporcié 50:1.
Un cop afegit el reactiu s'incuba la placa a 37°C durant 30 minuts. Després es deixa
atemperar durant 5 minuts i es llegeix la placa en un espectrofotometre a A = 562 nm.

El resultat de concentracio que ens doni el programa SoftMax ja és el definitiu.
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8.- DETERMINACIO DE LA CONCENTRACIO I INTEGRITAT DEL ARN
Per determinar la concentraci6 de I’ARN, es va medir I'absorbancia a 260 nm de 1-2 pul
de la soluci¢ acuosa d’ARN. Una absorbancia de 1 OD equival a una concentracio6

aproximada d’ARN de 40 pg/ul a la mostra original.

La integritat del ARN es va comprobar mitjancant electroforesi en gel d’agarosa al 1%,
la qual permet separar ’ARN segons un gradient de tamany. Per fer aixo, 0,5-1 ng
d’ARN es van diluir en tamp6 de mostres 1x, es van carregar en un gel d’agarosa al 1%
en solucié TBE 1x, i es van deixar correr a 70V. Les bandes d’ARN obtingudes es van
valorar en un transiluminador de llum ultravioleta (Gel-Doc 1000, Bio-rad). Es van
observar les bandes ribosomals 18S 1 28S, aixi com una banda menys intensa
corresponent a '’ARN de menor tamany. L'auséncia de bandes o la preséncia d'una cua

(smear) son indicatives de la degradaci6 de les mostres.

9.- WESTERN BLOT:

Un cop determinada la concentracié de proteina de les mostres (VEURE PROTOCOL DE
DETERMINACIO DE PROTEINA) es fan els calculs corresponents per agafar el volum
necessari per carregar 25 ug de proteina total. El tampoé de mostra utilitzat és en
condicions reductores (amb 2-mercaptoetanol).

Es preparen gels al 7.5% en acrilamida.

GEL SEPARADOR (1 gel) 7.5% GEL APILADOR (4%) Per 2 gels
(4 ml)
Tris—HCI 1.5 M pH 8.8 1.25 ml | Tris—HCI1 0.5 M pH 6.8 1ml
Acrilamida/Bisacrilamida 1.25 ml | Acrilamida/Bisacrilamida 0.52 ml
SDS 10% 50 nl SDS 10% 40 nl
H20 Milli-Q 2.43 ml | H20 Milli-Q 2.44 ml
Persulfat amonic 15% 25 ul Persulfat amonic 15% 20 ul
TEMED 2.5l TEMED 4 nl

Es preparen els suports on correran les mostres pel gel. Consisteixen en la
superposicié de dos vidres, un més llarg que l'altre, separats per uns bastonets que sén
els que donen el gruix del gel. A sobre el gel apilador, s’hi afegeix una pinta que un cop
solidificat el gel es retira i queden marcats uns pouets que és on es carreguen les

mostres.
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Abans de carregar les mostres s’han d’escalfar a 95°C durant 5 minuts. Juntament amb
els marcadors de pes molecular.

Dins una cubeta es col-loquen els gels polimeritzats i s’emplena amb Running Buffer 1X
a pH 8.5 fins que cobreixi els gels.

Es sembren les mostres i marcadors, una per pouet o butxaca, amb una Xeringa
Hamilton.

Es fa correr electroforéticament les mostres a 80 Volts.

Per fer la transferéncia de les proteines del gel d'acrilamida a una membrana de

nitrocel-lulosa, es necessita un cassette que contingui:

ESPONJA + 2 PAPER WATHMANN + GEL + MEMBRANA NITROCEL-LULOSA
+ 2 PAPER WATHMANN + ESPONJA.

Tot aixo es fa amb preséncia de tamp¢6 de transferéncia amb un 20% de metanol.
* La membrana de nitrocel-lulosa s’ha de deixar 15 minuts abans de la transferéncia en

el tampo de transferéncia amb el 20% de metanol.

Es transfereix tota la nit a 4°C a un amperatge de 0,20 Ampers.

Feta la transferéncia, es passen les membranes de nitrocel-lulosa a una soluci6 de
ponceau, la qual tenyira totes les bandes de proteina de color vermell, i ens donara una
idea de la transferéncia i estat de cada mostra.

Passat el ponceau, es bloquegen les membranes amb 50 ml de blotto (TBS-tween al
0,05% amb 5% de llet) durant 1 hora.

S’incuben les membranes amb 10 ml de blotto més la diluci6 de l'anticos primari
corresponent durant 1 hora.

Es fan 2 rentats amb TBS-Tween al 0,05% durant 15 minuts cadascun.

Es fan 2 rentats amb TBS durant 15 minuts cadascun.

S’incuben les membranes amb 10 ml de blotto més la dilucié d’anticos secundari
corresponent durant 1 hora.

Es fan 2 rentats amb TBS-Tween al 0,05% durant 15 minuts cadascun.

Es fan 2 rentats amb TBS durant 15 minuts cadascun.

Es revelen les membranes amb 2 ml per cada membrana del kit SuperSignal durant 6
minuts, i després de retirar 'excés de SuperSignal, s’emboliquen les membranes amb un
plastic.

Les bandes es capten amb el programa Quantity One de BioRad.
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10.- PROCESSAMENT DEL ARN I PCR A TEMPS REAL:

Es parteix d'1ug d’ARN de cada mostra i es fa sintesi de primera cadena fins a obtenir
cDNA: al ug d’ARN se li afegeix oligo dT (1/5) i es desnaturalitzen les mostres a 70°C
durant 5 minuts i després se li afegeix una barreja de 20 ul de volum total que conté:
Tampo de sintesi (5X) a concentracio 1X, dNTPs a 500 uM, DTT a 10 mM, RNAsa OUT
a 1 U/ul, SuperScript RT a 10 U/ul. I es deixa la barreja 1 hora a 42°C. Després es para
la reaccié a 75°C durant 10 minuts.

Per analitzar les mostres de cADN en una PCR a temps real es fa en un aparell 7000
Sequence Detection System d’ABIPRISM (Applied Biosystems).

Primer es determina quina és la millor concentracié dels oligonucleotids sentit i
antisentit, i també es calcula la recta patro del gen (veure taula 1 a 'annex 2) a partir de
dilucions seqiiencials d’un pool de les mostres que s’han d’analitzar. Es posen 2 ul de
cDNA de cada dilucié en una barreja de 50 ul de volum total que conté: Master Mix
(1X), oligonucleotids sentit i antisentit de COX-2 (TTAGAAGCGTCTATGGTGACATT) i
(TCTGGGCGAGGCTTTTCTAOQ), i COX-1 (TGCTCATGCGCCTGGTACT) i
(TCGTGTGCCGTGTTGTAGGT), i una sonda per COX-2 (6-FAM-
ATGCCATGGAGCTGTATCCTGCCCTT-MGB) i COX-1 (6-FAM-
ACAGTGCGTTCCACC-MGB) de porc (250nM) proporcionats per Applied Biosystems, i
aigua DEPC. Després es segueixen tres passos, al primer pas es posen les mostres a
50°C (inhibeix la retrotranscriptasa) durant 2 minuts, al segon pas es posen les mostres
a 95°C (desnaturalitza '’ADN) durant 10 minuts i el tercer pas consta de dos fases:
primera a 95°C durant 15 segons i la segona a 60°C (hibrida les cadenes d’ADN) durant
1 minut. Aquest ultim pas es repeteix 40 vegades. Els resultats s’analitzen amb el
programa ABIPRISM 7000.

Un cop obtinguda la recta patr6 es fan correr les mostres de la mateixa manera que les
dilucions per determinar la recta patré. Acabada la carrera s’extrapolen els resultats de

les mostres a la recta patro i aquests valors es tracten amb el programa EXCEL.
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11.- PROTOCOL D’EIA PER LA DETERMINACIO DE LA CONCENTRACIO DE 6-KETO
PGF-1-a:

IMPORTANT: L’aigua utilitzada per resuspendre els productes, ha de ser ultrapura i

lliure de soluts organics. Es pot utilitzar 1'aigua miliQ.

11.1.- PREPARACIO DE LES SOLUCIONS:

Els recipients en els que es guardaran les solucions preparades, s’han de netejar, i

aclarir amb aigua ultrapura.

1.- EIA BUFFER: Es dilueix el vial 4 en 90 ml d’aigua ultrapura. S’han de dissoldre bé

les sals precipitades.

2.— WASH BUFFER: Es fa una diluci6 1:400 del vial 5 amb aigua ultrapura, i s’afegeix
Tween 20 (vial 5a) 0,5 ml/L.
Per preparar 1 1: 2,5 ml vial 5 + 997 ml d’aigua ultrapura + 500 pul vial 5a.

Per preparar 0,5 1: 1,25 ml vial 5 + 498,5 ml d’aigua ultrapura + 250 pul vial 5a.

3.— 6-KETO PROSTAGLANDIN F-1-a STANDARD: Es dilueix el vial 3 amb 900 ul
d’aigua ultrapura. La concentracié d’aquesta solucié mare és de 5 ng/ml. Per preparar la

corba estandard, es marquen 8 tubs de I'1 al 8, i es fan les segiients dilucions:

TUB # EIA BUFFER
1 900 ul
2-8 500 ul

S’afegeixen 100 ul de la solucié mare al tub 1, es vorteja intensament, 1 500 pnl del tub 1
es passen al tub 2, es vorteja, 1 es repeteix 'operacié seqgiiencialment amb 500 ul dels
tubs 3-8.

La concentracio final de 6-keto prostaglandin F-1-a, sera:

TUB # CONCENTRACIO (pg/ml)
1 500
2 250
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125
62,5
31,3
15,6
7,8
3,9

o N Oy O oA~ W

NOTA: La solucio mare estandard, és estable durant 6 SETMANES a 4°C.

4.- 6-KETO PROSTAGLANDIN F-1-a ACETYLCHLINESTERASE TRACER:
S’afegeixen 6 ml d’'EIA Buffer al vial 2.
NOTA: El Tracer és estable durant 2 SETMANES a 4°C.

5.— 6-KETO PROSTAGLANDIN F-1-a ANTISERUM: Es dilueix el vial 1 amb 6 ml d'EIA
Buffer.

NOTA: L’antisérum és estable durant 4 setmanes a 4°C.

6.— MOSTRES: Es dilueixen les mostres amb EIA Buffer, a dos dilucions diferents cada
mostra. No convé fer dilucions seqiiencials, ja que pot augmentar 'error. Dilucions

tipiques serien:

DILUCIONS MOSTRA (uD) EIA BUFFER (ul)
1/10 100 900

1/50 20 980

1/100 10 990

1/200 10 1990 (a)
1/400 200 de (a) 200

1/800 100 de (a) 300

IMPORTANT: S’han de vortejar les solucions intensament una vegada ja preparades.

11.2.- DISPOSICIO DE LA PLACA MULTIPOUETS:

1.- Es dissenya sobre la plantilla I'ordre de les mostres a la placa. Normalment 'ordre

és el segiient:

72



Metodes

NSB S2 | S6 | =

NSB S2 | S6 | =

Bo S3 | S7 |

TA S4 | S8 | =

TA S4 | S8 | =

B: Blanc, NSB: uni6 inespecifica, Bo: uni6 maxima, TA: activitat del tracer, S1-S8&:

estandards 1-8, #: mostres (per duplicat).

Es completaria la placa amb totes les mostres, i en cas que sobrin pouets, es poden

guardar a 4°C amb el seu dessecador.

2.~ Es renta la placa abans d’utilitzar-la amb Wash Buffer (200 ul)/pouet, amb ajuda de

la pipeta multicanal. A continuaci6 s’elimina el Wash Buffer invertint la placa i

sacsejant-la.

Les plaques que no s'utilitzin, es guarden a 4°C amb el seu dessecador.

3.- S'afegeix 100 pl d’EIA Buffer als pouets de NSB, i 50 ul als de Bo.

4.- S’afegeix 50 ul dels estandards préviament vortejats als pouets corresponents.

5.- S'afegeix 50 pl de les mostres préviament vortejades als pouets corresponents.

6.- S'afegeix 50 ul de tracer amb el dispensador automatic a tots els pouets excepte als

de TA1B.

7.~ S'afegeix 50 ul d’antisérum amb el dispensador automatic a tots els pouets excepte

als de NSB, B i TA.

8.— Es cobreix la placa amb un film, i s'incuba durant 18 hores (tota la nit) a 4°C.
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11.3.- REVELAT DE LA PLACA:

1.- Es prepara el reactiu d'Ellman: 2 vials 8 en 40 ml d’aigua ultrapura.

S’ha d’utilitzar el mateix dia en que es prepara, i protegir de la llum.

2.— Es buida la placa, i es renta 5 vegades amb Wash Buffer (200 ul), amb 'ajuda de la

pipeta multicanal.

3.— S'eliminen totes les gotes de Wash Buffer, sacsejant la placa, i s’afegeixen 200 ul

de reactiu d’Ellman per pouet, amb 'ajuda de la pipeta multicanal.

4.~ Als pouets de TA se I'hi afegeix 5 pl de tracer.

5.— Es deixa la placa en agitacio 1 protegida de la llum durant 90-120 minuts, a

temperatura ambient.

6.- Es llegeix l'absorbancia en el espectrofotometre a 412 nm. Es molt important
netejar bé la placa per la base abans de llegir. L'absorbancia de Bo ha de ser de 0,3-0,8
unitats. S’ha de fer a més una lectura de referéncia a 620 nm, per comprovar que el

plastic no absorbeix.

11.4.- ANALISI DELS RESULTATS:

Utilitzant el programa EXCEL, es construeix una fulla de calcul amb les segiients

columnes:

mostra ‘ abs ‘ abs-B ‘ abs-NSB ‘ %B/Bo ‘ logX ‘ inv logX ‘ pg/ml ‘

Per calcular el %B/Bo, es divideix 'absorbancia de cada mostra corregida, pel valor de
Bo, 1 es multiplica per 100.

Amb els valors de %B/Bo dels estandards, i la seva concentraci6 de 6-keto-PGF-1-a
coneguda (veure la taula de concentracio de les mostres estandard), es construeix una
corba logaritmica amb el programa CRICKET GRAPH.

A partir de la corba es pot calcular la concentracié de 6-keto-PGF-1-a de les diferents

mostres. No oblidem multiplicar el resultat per la dilucié pertinent.
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NOTA: Els valors a tenir en compte per construir la corba patré han de tenir un valor de

B/Bo% del 20~

80%. També els valors de les mostres han d’estar en aquest rang.

En el cas que els valors de les mostres estiguin fora d’aquest rang, s’haurien de canviar

les dilucions,

viceversa.

tenint en compte que a una major diluci6 augmenta el percentatge i

NOTA: En cas que es dilueixin les mostres amb M-199 en lloc d'EIA Buffer, s’ha de

diluir també la

corba patr6 amb M-199.

ANNEX 1: MEDIS DE CULTIU

1. Medi de cultiu estandard per les cél-lules musculars llises de conill:

a)
b)
c)
d)

e)

20% de FCS (Fetal Calf Serum)

39% de medi F12

39% de medi DMEM

1% de Glutamina (L-Glu)

1% de Penicil'lina/Estreptomicina (P/S)

2. Medi de cultiu estandard per les ceél-lules musculars llises de porc:

a)
b)
c)
d)

e)

20% de FCS (Fetal Calf Serum)

62.4% de medi F12

15.6% de medi DMEM

1% de Glutamina (L-Glu)

1% de Penicil-lina/Estreptomicina (P/S)

3. Medi d’arrest per cél-lules musculars llises de conill:

a) 0.5% de FCS
b) 48.75% de medi F12
¢) 48.75% de medi DMEM
d) 1% de L-Glu
e) 1% de P/S
4. Medi d’arrest per cel'lules musculars llises de porc:
a) 0.5% de FCS
b) 78% de medi F12
¢) 19.5% de medi DMEM
d) 1% de L-Glu
e) 1% de P/S
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5. Medi de cultiu amb sérum de conill (PSC):
a) 10% de RSP
b) 44% de medi F12
¢) 44% de medi DMEM
d) 1% de L-Glu
e) 1% de P/S
6. Medi de cultiu amb sérum de porc (SP):
a) 10% de PS
b) 70.4% de medi F12
¢) 17.6% de medi DMEM
d) 1% de L-Glu
e) 1% de P/S

ANNEX 2: OBTENCIO DEL SERUM DE PORC

En un tub de vidre es posen 50 ml de sang extreta d'un porc control, i es deixa coagular
durant 1 hora a temperatura ambient.

Es centrifuga el tub a 2400 rpm durant 20 minuts a 4°C.

Es recull el sobrenedant, que sera el sérum de la sang.

S’ha d’inactivar, en cas que sigui necessari, a 562C durant 30 minuts.

Sota una campana, es filtra i es prepara el medi de cultiu corresponent.
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Existeixen un gran ventall destratégies de control del risc cardiovascular.
Concretament, es poden diferenciar dos tipus importants, com soén les estratégies
preventives, com poden ser el control de la dieta (dieta mediterrania, I'esport, el
tabaquisme, els control dels nivells de colesterol,...), i les estratégies sobre
I'aterotrombosi, concretament les que actuen sobre la trombosi secundaria. En aquest

estudi ens centrarem en aquest segon tipus.

Aquestes estratégies utilitzen les caracteristiques de molécules especifiques (farmacs)
que actuen sobre enzims i productes reguladors del procés d'evolucié de la malaltia i
situacions fisiologiques agudes que presenten una simptomatologia associada a una
patologia cardiovascular. En el nostre cas ens hem centrat en els efectes antitrombotics
i antiisquémics d'un farmac amb una estructura similar al de I'aspirina, el triflusal. Aixi
com també en els efectes antisquémics d'uns nous donador d'oxid nitric selectius per

les plaquetes (LA419, LA816).

No existeix el farmac ideal, perd cada vegada apareixen noves molécules més
selectives per controlar una via metabolica associada a una patologia. Aquesta
especificitat ajuda a prevenir els anomenats efectes secundaris dels farmacs més
generics, els quals poden actuar indirectament sobre moltes vies metaboliques alterant
I'homeostasi d’altres cél-lules i organs. Encara que fan falta estudis amb més profunditat
per determinar les seus mecanismes d’accio i les seves propietats farmacolégiques per

determinar el seu possible benefici terapéutic.

En el primer treball hem demostrat que el tractament amb aspirina 1 triflusal, i el seu
principal metabolit el HTB, son igualment efectius en la reduccidé de la progressid de
trombus desencadenats per trombus residuals sota condicions de fluxes mitjans i severs
en artéries carotides estenotiques. Els resultats descrits aqui també evidencien que el
tractament cronic amb aspirina 1 triflusal a les dosis antitrombotiques testades,
redueixen en diferent grau fisiologic 1'expressio de la Cox-2 vascular, mentre que la
cox—1 no es veu afectada. A més, el principal metabolit, el HTB, sembla que preserva

I'activitat de la cox 2 endotelial permetent aixi la sintesi de prostaciclina.

La malaltia aterosclerotida en la carotida és la causa més important de l'embolia

24 gp realitat, 'embolitzacié del trombus de la

isquémica en els paisos occidentals.
superficie de la placa aterosclerotica de la carotida o del trombus mural als vasos del

cervell poden resultar ocluides i per tant patir isquémia cerebral. L’aspirina, el triflusal,
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i el seu metabolit desacetilat, HTB, bloquegen principalment la cox-1 de les plaquetes
prevenint la formacio del proagregant i vasoconstrictor TXA, a les plaquetes. L'efecte
antitrombotic del triflusal ha estat préviament descrit en varis assajos clinics els quals
van mostrar que el triflusal és tan eficient com l'aspirina en la prevencio dels events
cerebrovasculars, fins i tot s’ha vist un potencial risc de complicacions per sagnia a
causa del farmac reduit.”® Tanmateix, encara que els dos inhibidors de la cox van
probar la seva eficiéncia a nivell clinic i s’Tha mostrat que redueixen l'activitat de les
plaquetes, va quedar per aclarir com els dos compostos eren d’eficacos i equipotents
bloquejant el creixement del trombus preexistent. Nosaltres hem demostrat en els
nostres models de trombosi ex Vivo,287 préviament validats, que el triflusal i I'aspirina
prevenien equivalentment la progressié d'un trombus desencadenat per un trombus

286,287

residual més allunyat, indicant que igual que la trombina, el TXA, pot també

- . . . . ) 288
contribuir al creixement del trombus i1 a events isquémics més llunyans.

Varis estudis han demostrat que la cox-2 és gairebé indetectable en les ceél-lules o
teixits®! no estimulats mentre que es veu considerablement induit en processos
inflamatoris patofisiologics, com per exemple en les lesions ateroscler(‘)tique5.289'290
Encara que, en linia amb altres estudis, el nostre estudi afirma de la importancia de la
cox—2 en condicions fisiologiques normals.?"%2 A més, en aquest context i en el millor
dels casos, hem demostrat per primera vegada ’habilitat dels inhibidors de la cox-1 de
plaquetes per modular l'expressi6 de la cox-2 vascular en animals sans i no
hipercolesterolémics de forma coincident amb la no observaciéo de canvis en la cox-1
vascular. Sens dubte, molts dels estudis que mostren una disminuci6 de la cox-2 per
varis farmacs antiinflamatoris no esteroideus (NSAIDs) han estat realitzats en cel-lules

.. . . . 293,294
o teixits on préviament se’ls ha induit la cox—2.

Observant 'efecte del tractament oral amb aspirina i triflusal en 'expressio de la cox-2
del sistema vascular, la proteina cox—2 residual era molt més alta en el grup del triflusal
que en el grup de l'aspirina, suggerint una millor preservacio de I'enzim per part del
triflusal. Per tant, tenint en compte que l'administracio oral de triflusal semblava estar
associada amb una baixa expressié de I'enzim cox—2, ens varem preguntar en quin grau
aquest efecte tarda influenciava l'activitat de la cox—-2, en forma de sintesi de
prostaciclina, i si tal influéncia era mediada pel triflusal a través del seu metabolit
principal, el HTB. Curiosament, vam observar que el HTB va preservar la sintesi de
cox—2 1 de prostaciclina en les cél-lules endotelials. Aixd esta en contrast amb el que es

va observar amb el triflusal. De fet, el triflusal és rapidament convertit al seu metabolit
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majoritari i per aixo té una vida mitja del voltant d'uns 30 minuts mentre que el HTB
s’acosta almenys fins les 48 hores.?” Aquests descobriments poden ajudar a desxifrar
millor el rol que pot tenir el HTB in vivo. De fet, el HTB participa en els efectes
relacionats in vivo del tractament amb triflusal induint la preservaci6o de cox-2 i la
subsegilent sintesi de prostaciclina. Recentment, el HTB s’ha observat que juga un
paper inportant com a antiinflamatori en l'efecte neuroprotector del triflusal.*® A la
vista d’aquestes troballes i considerant que, a diferéncia de l'acid salicilic (principal
metabolit de l'aspirina), el HTB reté l'activitat de les plaquetes, el triflusal es manté
com una gran promesa en quan a ser una alternativa atractiva a 'aspirina en pacients

per qui I'aspirina esta contraindicada per causa d’intolerancia o hipersensibilitat.

La isoforma vascular de la cox-2 contribueix significativament a la sintesi de la
prostaciclina sistémica 1 per aixo juga un paper important en el rol vasculoprotector; un
efecte que ha estat apreciat en els ultims anys pel qué fa als efectes adversos dels
inhibidors selectius de la cox-2 en assajos clinics. " A més, molts estudis de recerca
amb animals han recalcat la importancia de la prostaciclina no només en I’homeostasi

140 . , . . ,
com a resposta compensatoria d'un increment de TXA,, sino també

trombotica
prevenint la progressi6 de laterosclerosi, hipertensi6, hiperplasia intimal, i la
restenosi.?”® De fet, la inhibici6 simultania de la sintesi de TXA, i la PGI, poden ser una
de les raons pels decebedors resultats dels assajos clinics i la discussio sobre les dosis

. .. 299
“baixes” versus “altes” de l'aspirina.

En resum, els resultats d’aquest primer estudi mostren que l'aspirina, el triflusal i els
seu metabolit, el HTB, tenen un efecte inhibidor sobre la deposicié de les plaquetes
durante la trombosis mural desencadenada per una desendotelitzaci6 1 una lesié severa
de la paret dels vasos. Per aix0, els nostres resultats demostren que, encara que el
creixement del trombus en una superficie vascular coberta amb un trombus fresc és
mediat principalment per la trombina, pot ser inhibida per inhibidors de cox-1 de les
plaquetes usats a una dosi adequada. Adicionalment, encara que l'aspirina i el triflusal
inhibeixen moderadament els nivells de proteina i ARN missatger de la cox—2 a la paret
vascular, el triflusal preserva millor 'expressié de la proteina cox-2. A més, 'activitat
de 'enzim cox—-2 en les cél-lules endotelials és preservada pel metabolit principal del
triflusal, el HTB. Aquesta proteccio de la prostaciclina vascular pot ajudar a explicar en
part els descobriments obtinguts en un llarg metaanalisi recent de 5 estudis on el
tractament amb triflusal va resultar millor que l'aspirina en quan a la prevencié de

, N . 300
I'embolia isquémica fatal.

81



Discussio

Un altre molécula important en les estratégies de risc del control cardiovascular és
I'oxid nitric (NO). Aquesta molécula és de vital importancia, juntament amb les
anteriorment anomenades prostaciclina 1 TXA,, per regular el to vascular en
I'homeostasi i per contrapartida en condicions fisiopatologiques. A més, també té més
efectes sobre les cél-lules de la paret vascular tal com hem descrit anteriorment. Es pot
considerar el que s’'anomena una molécula amb efectes pleiotropics. Un d’aquests
efectes ¢és la seva regulaci6 sobre les plaquetes de les seves propietats
antitrombotiques i antiisquémiques. A més com ara descriuré en el segiient estudi actua

modulant el cicle cel-lular de les cél-lules vascular segons la dosi administrada.

La migracié de les CML de la media cap a la intima i la seva ulterior proliferacio
contribueixen a l'espessiment intimal de les artéries, jugant un paper important en
l'aterosclerosi i especialment en la restenosi després d'una angioplastia transluminal

1 per tant, els agents que restringeixen el creixement de les CML proden

percutanea.
contribuir envers una estratégia preventiva potencialment eficient per la malaltia
coronaria. En aquest estudi, hem parlat que tres compostos diferents alliberadors de NO
( 2 nous donadors de NO especifics de plaquetes — LA419 i LA816- i la nitroglicerina
[GTN]) s6n capagos de modular la supervivéncia de les CML mentre que probablement
limiten la seva migraci6 i proliferacio, efectes que van més enlla de les seves propietats

- o . . N - - 302-305
antitrombotiques 1 antiisquémiques descrites anteriorment. N

L’Oxid nitric té varies activitats bioquimiques incloent la mediacié en la vasodilatacio,
segrestant directament el superoxid, atenuant l'adhesié i activacié dels leucocits,
inhibint 'agregacio plaquetaria, i mantenint la integritat endotelial.’”® A més, el NO s’ha
observat que exerceix propietats antiproliferatives en les CML tan in vivo com in vitro
suggerint un paper important del NO en l’aterogénesi.307 De fet, en el dany vascular la
subsegiient interrupcio en la produccié de NO realca la proliferacio de les CML.
Concretament, les CML experimenten una “modulaci6 fenotipica” i migren de la media a
la intima on comencen a proliferar i a produir col-lagen for¢ant 1'arquitectura vascular
(per exemple, la remodelacio vascular).”® Considerant tot aixo, nosaltres hem mostrat
que el tractament in vivo amb tres compostos alliberadors de NO estructuralment
diferents, quan s’administren a dosis terapéutiques per efectes antiplaquetaris i
antiisquémics, mostren un increment significatiu tant en l'activitat com la quantitat de
p53. L’activacié de la proteina supressora de tumors pb3 és sabut que habilita el

bloqueig de la proliferaci6 de les CML durant la formaci6 de les lesions
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aterosclerotiques ja sigui per larrest transitori del cicle celllular o induint
l’apoptosi.%g'310 S’ha observat préviament que el NO produeix un efecte dual en
I'apoptosi de les CML depenent de la concentraci6 usada. Ha estat descrit que
quantitats fisiologiques de NO tenen un efecte antiapoptéti0209 mentre que

° Els nostres resultats

concentracions relativament altes promouen 1'apoptosi.?’
proporcionen evidéncies que la donaci6 exogena de NO a les dosis usades, les dues
administrades de forma aguda (GTN o LA816) i oralment (LA419), promouen la
quiescéncia de les cél-lules vasculars més que no pas l'apoptosi, un efecte que es manté
almenys durant uns 10 dies després de la retirada de la donaci6 de NO. El tractament
amb NO es va associar amb una clara reduccio de la ciclina D2, un efector a la baixa del
pb3. De fet, les ciclines D1/D2 amb l'associaci6 als cdk4/6 estan essencialment
involucrades en la transicio de la fase G1 a la fase S del cicle cel-lular. Aixi, els nostres
resultats demostren l'habilitat de la donacié exogena de NO per bloquejar la progressio
del cicle cellular probablement conduint les cél-lules a la quiescéncia.”’ Aquests
descobriments estan recolzats per la detecci6 de la disminucié de Bax, una diana
apoptotica del p53, mediador clau per la via apoptotica depenent de la mitocondria (via
intrinseca). De fet, no varem observar cap alteracié de 'expressié de la caspassa 8
probablement excloent els efectes del NO de la via apoptotica extrinseca.”’” A més, la
donaci6 exogena de NO esta també associada amb un increment dels ratio Bcl2/Bax la
qual cosa atenua els senyals proapoptotics i afavorint ulteriorment I'estat de
Supervivéncia.313 De fet, la caspassa 3 activa (un conegut efector irreversible de la
senyal apoptotica) a penes va ser aparent la seva expressio en els explants vasculars
procedents dels animals tractats amb NO en els periodes analitzats en aquest estudi. En
resum, 'administraciéo de LA419, LA816, i GTN a dosis terapéutiques preserva les CML
de 'apoptosi. A més, tenint en compte els nostres resultats previs, que mostraven que
la suppressio de la p53 en les CML esta associat amb una clar creixement cel-lular,”™
hipotetitzem que el tractament amb NO pot limitar la proliferaci6 i migracio de les CML
representant aixi un mecanisme de protecci6 global contra 'aterogenesi i el remodelat

vascular. Es necessiten futurs estudis per enfocar correctament aquestes qiiestions.

Previament haviem publicat que en porcs i en subjectes humans saludables els potents
efectes antitrombotics associats amb 1'admisnitracio de LA816 i LA419 (dos nous

302-305 .
) més enlla de les seves

compostos donadors de NO especifics per plaquetes
propietats antiisquémiques. La remodelaci¢ vascular després d’una dilatacié per un balo
d’angioplastia esta també mediada per la formaci6 incrementada d’un trombus. Un cop

activades les plaquetes alliberen concentracions locals de mitogens derivats de
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plaquetes que promouran la proliferacio de les CML*® i a llarg termini el remodelat
vascular. Des d’aquest punt de vista, ja que nosaltres hem demostrat préviament el
potent efecte antiplaquetari associat a l'administracio de LA419 i LA816 sota les
mateixes condicions usades per dur a terme aquest estudi, la donacio de NO amb
aquests donadors de NO no només pot reduir la formacio del trombus sino que també
pot influenciar indirectament sobre el comportament de les CML a través dels seus

efectes sobre les plaquetes.

S’ha d’especificar que el nostre estudi s’ha dut a terme amb animals sans. Certament,
s’hauran de fer més estudis en models rellevants de malaltia (deficiencia en NO, etc...)

per proporcionar dades precliniques rellevants per probar aquests conceptes.

Per concloure, la proliferacié de les CML s’ha mostrat molt interessant degut a la seva
importancia durant l'aterogeénesi i la remodelacio vascular. En aquest estudi hem
dilucidat la contribuci6 de tres compostos diferents donadors de NO (LA419, LA816, i
GTN) sobre la supervivéncia de les CML. Hem mostrat que el tractament amb NO
exogen in vivo preserva les CML de 'apoptosi mentre que facilita el pas a quiescéncia
de les cel'lules i aixi probablement limita la proliferaci6 i posterior migracio. Afegint
aquest efecte ateroprotector als ja descrits anteriorment, els potents antitrombotics i
antiisquemics, els donadors de NO mostren un potencial valuos perfil terapéutic per la

prevencio i el tractament de la malaltia coronaria i el remodelat vascular.
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Basant-nos en els resultats obtinguts en aquest treball, es poden extreure les segiients

conclusions:

Respecte a 'objectiu 1: Estudi de l'efecte protector del triflusal en el creixement del

trombus secundari i la implicacio6 de la ciclooxigensa—2:

- El tractament amb aspirina i triflusal, i el seu principal metabolit el HTB, son
igualment efectius en la reducci6 de la progressio de trombus desencadenats per
trombus residuals sota condicions de fluxe mitjans i severs en artéries carotides

estenotiques.

- El tractament cronic amb aspirina i triflusal a les dosis antitrombotiques testades
redueixen en diferent grau fisiologic I'expressié de la Cox 2 vascular, mentre

que la cox 1 no es veu afectada.

- El principal metabolit, el HTB, sembla que preserva l'activitat de la cox 2

endotelial permetent aixi la sintesi de prostaciclina.

Respecte a l'objectiu 2: El tractament amb donadors de NO exogen in vivo preserven

els nivells de p53 i protegeixen les cél-lules vasculars de I'apoptosi:

- El tractament in vivo amb tres compostos alliberadors de NO (LA419, LA816 i
Nitroglicerina) estructuralment diferents, quan s’administren a dosis
terapéutiques per efectes antiplaquetaris i antiisquémics, mostren un increment

significatiu tant en l'activitat com la quantitat de p53.

- El tractament amb NO exogen in vivo preserva les CML de l'apoptosi mentre
que facilita el pas a quiescéncia de les ceél-lules i aixi probablement limita la

proliferaci6 i posterior migracio.

- Aquest efecte ateroprotector sumant als ja descrits anteriorment, els potents
antitrombotics 1 antiisquémics, podem concloure que els donadors de NO
mostren un potencial valuds perfil terapéutic per la prevencio i el tractament de

la malaltia coronaria i el remodelat vascular.
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RESUM PRIMER ARTICLE (PRIMER OBJECTIU)

Duran X, Sanchez S, Vilahur G, Badimon L. Protective effects of triflusal on secondary
thrombus growth and vascular cyclooxygenase-2. J Thromb Haemost 2008; 6: 1385-92
Trombus residuals a la carotida predisposen a una trombosis recurrent i/o una
embolitzacio distal (p.e. una isquémia cerebrovascular). Els objectius d’aquest estudi
van ser:

1.- Analitzar i comparar 'eficacia de 'aspirina, el triflusal, i el seu principal metabolit,
el HTB, en el creixement de trombus secundaris.

2.— Avaluar de quina manera els tres inhibidors de la Cox-1 influencien en 'expressié
vascular de la Cox—-11ila Cox-2, i la sintesi de prostaciclina endotelial.

Els meétodes utilitzats per desenvolupar aquests objectius i 'estudi en general es van
basar en el model animal de trombosi ex vivo en conills. Es van quantificar els trombus
que es van formar en vasos danyats en condicions de fluxe tipiques d'estenosis de
carotida mitjanes i severes. Els efectes dels inhibidors de la Cox—1, administrats tots de
forma intravenosa (aspirina 5 mg/kg, triflusal 10 mg/kg, i el HTB 10 mg/kg) i de forma
oral (durant 8 dies; l'aspirina 30 mg/kg/dia, i el triflusal 40 mg/kg/dia) sobre el
creixement del trombus secundari van ser quantificats mitjancant el mesurament de la
deposicio de les plaquetes marcades amb l'isotop radioactiu In-"** i comparats amb els
placebo—-controls. L'expressio de la Cox-1 i la Cox-2 arterial després de & dies de
tractament es va quantificar avaluant els nivells de ARNm i proteina. A més, es va fer
un assaig de dosi dependéncia in vitro dels farmacs sobre [l'alliberacio de la
prostaciclina (PGIy) endotelial, per tal d’avaluar I'activitat de 'enzim Cox-2.

Els resultats obtinguts, en aquest primer article, van mostrar que tots els inhibidors de
la Cox-1 van reduir de forma similar i significativament (p<0.05) la formacié del
trombus secundari després de 'admisnitracié oral i intravenosa dels farmacs respecte el
placebo—-control. Els tractaments utilitzats no van afectar els nivells d’expressié del
ARNm de Cox-1 vascular, mentre que els nivells d'expressi6 del ARNm de Cox-2
vascular es van veure reduits de forma moderada tan per I'aspirina com pel triflusal (el
placebo 100£9%, 'aspirina 70+£2% i el triflusal 70£2%; p<0.05). Els nivells de la
proteina Cox—2 van ser una mica més alts en el triflusal que en el grup de l'aspirina,
pero bastant inferiors que en el palcebo-control (el placebo 100£6%, I'aspirina 35£10%
i el triflusal 61£9%; p<0.005 respecte el placebo). De forma interessant, in vitro, només
el HTB va permetre l'activitat de l'enzim Cox—2 permetent mantenir la sintesi i els
nivells de la prostaciclina (PGI,) endotelial de forma comparable als controls sense

farmacs.
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Per tant, després d’analitzar tots aquests resultats, podem concluore a nivells similars
d’eficacia per inhibir la trombosi secundaria, el triflusal sembla ser molt millor que
I'aspirina a l'hora de preservar l'expessio de la Cox—2 i que a més el metabolit del
triflusal, el HTB, va ser capa¢ de protegir la producci6 de la prostaciclina (PGIy)

endotelial.
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RESUM SEGON ARTICLE (SEGON OBJECTIU)

Xavier Duran, Gemma Vilahur, Lina Badimon. Exogenous in vivo NO-donor treatment
preserves po3 levels and protects vascular cells from apoptosis. Atherosclerosis 205
(2009) 101-106

L’Oxid nitric (NO) és critic en la proteccio del sistema cardiovascular. Tot i aixo, la
produccié de NO es veu alterada durant 'aterosclerosi, de manera que com a resultat
d’aquest fet, es déna trombosi, vasocontriccié i restenosi. Donadors exogens de NO
(NOd) s’ha comprobat que proporcionen proteccié contra la isquémia i la trombosi.
Tanmateix, els seus efectes sobre les céllules de la paret vascular no es coneixen
completament. Per tant, 'objectiu d’aquets estudi va ser determinar l'efecte dels NOd
en la supervivencia de les cel-lules musculars llises (CML).

Els métodes utilitzats per desenvolupar aquests objectius i 'estudi en general es van
basar en un model animal amb porcs (N=16) els quals vans ser aleatoriament distribuits
en els segiients grups de tractaments:

1.- LA419 (nitrattiol; durant 10 dies d’administracié oral, 0.9 mg/kg bid).

2.— LA816 (nitrosotiol; 2 hores abans administracié intravenosa, 6.6 nmol/(kg/min)).

3.~ Nitroglicerina (GTN, 2 hores abans administracio intravenosa, 2.5 mg/kg).

4.— Grup placebo-control (sense NOd).

Després del sacrifici, es va obtenir 'arc aortic dels porcs del qual es va congelar una
part i una altre es va destinar al cultiu del teixit amb la técnica de l'explant en unes
condicions de serum homoleg del propi porc a un 20% del volum total, durant diferents
periodes de temps (18 hores, 2 i 10 dies). Es van avaluar els nivells de mRNA de
caspassa—8 (casp-8), caspassa-3 (casp-3), ciclina-D2, p53 fosforil-lada i el ratio Bcl-
2/Bax mitjancant la PCR a temps real, i també 'espressié proteica amb Western blot.

Els resultats obtinguts, en aquest segon article, van mostrar que en els primers 2 dies
d’explants en cultiu procedents dels animals tractats amb NOd tenien un increment en el
ratio de supervivencia Bel-2/Bax respecte els procedents del grup placebo—control ( 5
vegades més en els grups amb LA816 1 GTN; aixi com també 10 vegades més elevat el
ratio en el grup del LA419 als 10 dies respecte el placebo-control; p<0.05). Els nivells
de pb3 fosforil-lat eren clarament augmentats per tots els grups amb tractament amb
NOd respecte el grup placebo-control (p<0.05) i més els nivells de ARNm de p53 van
mostrar que estaven incrementats en el grup placebo-control als 10 dies de cultiu,
mentre que no varen patir cap tipus d’augment en els explants procedents d’animals
tractats amb NOd (p<0.05). La quantitat de ARNm de la ciclina-D2, casp-3 i Bax es va

veure disminuida unes 6 vegades en els explants provienents d’animals tractats amb
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NOd que en els explants controls als 10 dies d’incubacié (p<0.001). A més, no es van
detectar canvis en l'expressié de la casp-8.

Si agafem els resultats en conjunt, podem dir que aquests suggereixen que el
tractament amb NO d’origen exogen in vivo sembla que preserva les CML de l'apoptosi
via mitocondria i que condueix a les cél-lules a un estat d’arrest o quiescéncia a través

d’augmentar I'expressi6 de p53.
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Summary. Background: Carotid residual mural thrombus
predisposes to recurrent thrombosis and/or distal embolization
(i.e. cerebrovascular ischemia). Objectives: Our aims were (i) to
analyze and compare the efficacy of aspirin, triflusal, and its
main metabolite  2-hydroxy-4-trifluorometylbenzoic  acid
(HTB) on secondary thrombus growth; and (ii) evaluate to
what extent the three Cox-1 inhibitors influenced vascular Cox-
1/Cox-2 expression and endothelial prostacyclin synthesis.
Methods: In a rabbit model of ex vivo thrombosis, a fresh
mural thrombus was formed on damaged vessels at flow
conditions typical of mild and severe carotid stenoses. The
effects of Cox-1 inhibitors administered both intravenously
(v.) (aspirin 5 mgkg™", triflusal 10 mg kg™', and HTB
10mgkg™) and orally (p.o.) (8 days; aspirin
30 mg kg! day™", and triflusal 40 mg kg~' day™") on second-
ary thrombus growth were assessed by In-"""deposited platelets
and compared with a placebo control. Arterial Cox-1/Cox-2
expression after 8-day treatment was evaluated at mRNA and
protein levels. Additionally, a drug-related dose-dependent
in vitro assay was performed for endothelial PGI, release
measurement (Cox-2 activity). Results: All Cox inhibitors
similarly and significantly (P < 0.05) reduced secondary
thrombus formation after i.v. and p.o. administration versus
placebo control. Treatments exerted no effect on vascular Cox-1
mRNA whereas Cox-2 mRNA was moderately reduced by
aspirin  and  triflusal (placebo  100% + 9%, aspirin
70% + 2% and triflusal 70% + 2%; P < 0.05). Cox-2
protein levels were slightly higher in the triflusal versus aspirin
group (placebo 100% + 6%, aspirin 35% =+ 10% and triflu-
sal 61% =+ 9%; P < 0.005 versus placebo). Interestingly,
in vitro, HTB solely maintained endothelial PGI, synthesis
levels similar to the control. Conclusions: At a similar level of
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efficacy in inhibiting secondary thrombosis, triflusal seems to
better preserve Cox-2 expression than aspirin and its metabolite
HTB was able to protect endothelial prostacyclin production.

Keywords: cyclooxygenase inhibitors, prostacyclin, secondary
thrombus.

Introduction

Approximately, 25% of the cerebrovascular events (CVE)
derive from an atherothrombotic vessel occlusion within the
carotid system which might then embolize and cause cerebral
infarction. The outcome of a thrombotic event is dependent
on rheological factors, derived from the hemodynamic
compromise (i.e. vessel occlusion) and local risk factors.
Within the latter, the degree of vascular damage at the time of
plaque disruption and the presence of a residual thrombus
may partly determine the thrombogenic outcome [1,2]. Indeed,
the surface of the residual thrombus becomes a very thromb-
ogenic triggering substrate as a result of fibrin bound
thrombin in the original fragmented thrombus [3,4]. There-
fore, antiplatelet therapy is the cornerstone for prevention of
cerebral ischemia.

The efficacy of aspirin therapy in the prevention and
treatment of various cerebrovascular diseases is well established
and supported by a wealth of clinical data [5-8]. However,
emerging data regarding the use of aspirin for primary
prevention (e.g. gastrointestinal and bleeding complications)
or the aspirin ‘resistance’ phenomenon restricts the efficacy of
this compound in various settings [9]. Therefore, introduction
of agents with efficacy at least similar to that of aspirin, yet with
potentially reduced adverse events, may represent a useful
addition to the therapeutic options available. In this regard,
several large-scale clinical trials [10,11] and a meta-analysis [12]
have assessed the comparable efficacy of triflusal (fluorinated
derivative of salicylic acid) relative to aspirin in reducing
ischemic cerebral events of vascular origin yet with a potentially
reduced risk of treatment-related bleeding hemorrhagic
complications [11].

Aspirin, depending on the dose, inhibits cyclooxygenase
(Cox) isoforms 1 and 2. Cox-1 [13] mediates tromboxane A,
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(TXA,) platelet production leading to platelet aggregation
and vasoconstriction. Cox-2 catalyzes endothelial prostacy-
clin (PGL,) synthesis [14], which counteracts TXA, and
triggers vasodilation and platelet inhibition and thus renders
vascular protection. Triflusal and its main metabolite 2-
hydroxy-4-trifluorometylbenzoic acid (HTB) [11,15] also
inhibit the platelet Cox-1 isoform; however, in vitro [16]
and in vivo [17] data have suggested that triflusal has little
inhibitory effect in Cox-2 expression; thus far, the mecha-
nisms by which this occurs is not fully understood.
Moreover, in contrast to aspirin, triflusal has been shown
to inhibit cyclic adenosine monophosphate (cAMP) and
cyclic guanosine monophosphate (¢cGMP) phosphodiesteras-
es, thus diminishing calcium-dependent platelet aggregation
similarly to dipyridamole [18§].

Although both Cox-1 inhibitors have proven efficacy at a
clinical level and have both been shown to inhibit platelet
activation, it is yet unknown whether both drugs are
efficacious and equipotent in blocking the growth of pre-
existing thrombus. Moreover, a better understanding of their
effects on vascular Cox expression is required as it may
provide new insights regarding important clinical aspects and
properties of these antiplatelet agents. Thus, we firstly
evaluated the effect of a pharmacological intervention
targeted at the cyclooxygenase pathway to inhibit the
propagation and growth of secondary thrombi. To address
this issue, we have modeled ex vivo the cell-cell and fluid
phase—protein interaction at the particular microenvironment
of the ruptured plaque with a pre-existing thrombus, and
evaluated secondary thrombus growth under carotid-like flow
conditions in an ex vivo rabbit model of thrombosis. Second,
we ascertained to what extent Cox-1 inhibitors, at the tested
antithrombotic doses, also influenced vascular Cox expression
and activity.

Materials and methods

Evaluation of the Cox-1 inhibitors on secondary thrombus
formation

Animal preparation and experimental protocol — Eighty-
eight New Zealand White male rabbits obtained from a
single local provider (body weight, 2.8 + 1.7 kg) were kept
for 5 days in the animal facility without any intervention. As
shown in Fig. 1A, first we evaluated in a subgroup of animals
(Rabbit-In'"", » = 5) the amount of primary thrombus
formation by measuring In-'"" labeled platelet deposition
triggered by a damaged vessel wall under flow conditions
typical of mildly and severely stenotic carotid arteries using
our ex vivo perfusion chamber as reported elsewhere [1,19—
22]. Next, in order to quantitatively study the growth of
arterial thrombus (i.e. secondary thrombus formation) we
modified our ex vivo perfusion system [1,19-22] (Fig. 1B).
Briefly, blood from Rabbit A (unlabeled platelets) was passed
through the chamber at a flow rate of 10 mL min~" for 5 min
on de-endothelialized vessel and tunica media with the
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B
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Fig. 1. Schematic representation of the perfusion studies.

intention of creating the fresh thrombus. Thereafter, blood
with autologous ""In-labeled platelets from Rabbit B (with
or without drug treatment) was perfused, under identical flow
conditions, to measure secondary thrombus growth onto the
preformed primary thrombus (acting as the thrombogenic
substrate).

Before performing the perfusion experiments, Rabbits B
were randomly distributed into two types of studies. In the first
study, rabbits were intravenously (i.v.) treated with (i) aspirin
(lysidated acetylsalicylic acid; Synthelabo-Pharma; 5 mg kg™);
(ii) triflusal (2-acetyloxy-4-trifluorometyl-benzoic acid; Uriach;
10 mg kg™"); (iii) the main triflusal metabolitt HTB (2-
hydroxy-4-trifluorometylbenzoic acid; Uriach, 10 mg kg™);
or (iv) a placebo control. These i.v. doses were considered
equimolar and were selected according to previous studies [23].
In the second study, rabbits were orally treated (p.o.) during
8 days with (i) aspirin (30 mg kg™' day™"); (i) triflusal
(40 mg Kg™" day™); or (iii) a placebo control. We performed
dose-related finding studies in order to detect the minimal oral
dose required to exert significant antiplatelet effects. Thus, we
evaluated the antithrombotic potential of 10, 20 and
30 mg kg™ day™" aspirin and 15, 30, 40 mg kg™! day™" triflu-
sal. We observed that 30 mgkg ' day™' aspirin and
40 mg kg™' day™' triflusal were able to inhibit secondary
thrombus formation (data not included).

All procedures performed in this study followed the Amer-
ican Heart Association guidelines for animal research.

Platelet labeling and ex vivo perfusion experiments The
day before the experiments, blood was drawn from the rabbits
via the ear central artery to perform platelet labeling with '''In-
oxine as described previously [1].

Twenty-four hours after labeling, animals were anesthetized
[intramuscularly (i.m.) ketamine 35 mg kg™’ and xylazine
5 mg kg and the jugular vein and the contra-lateral carotid
artery were catheterized (Fig. 2). Animals were heparinized
with an i.v. bolus of 30 U kg™' heparin (Liquemine; Roche,
Barcelona, Spain) and activated partial thromboplastin time

© 2008 International Society on Thrombosis and Haemostasis
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Fig. 2. Representation of the extracorporeal perfusion system.

(aPTT) levels of 1.88 + 0.06 were maintained throughout the
experiment. An arterio-venous shunt was established with the
aid of a peristaltic pump (Master-flex, Model 7518-10) at a
fixed rate of 10 mL min~". Vessel wall segments were mounted
in the chamber and experimental perfusions were performed.
Radioactivity in each vessel segment was measured as counts
per minute with a gamma-well counter (Wizard 1470; Wallac,
Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) and transformed in
platelet number per surface unit, as previously described [1]. In
the present study, we used two types of chambers with an
internal diameter of 0.2 and 0.1 cm modeling local flow
conditions typical of mildly and severely stenotic carotid
arteries (shear rates of 212 and 1690 s™', respectively). Rabbit
subendothelium and pig tunica media were used as models of
wall damage (i.e. the triggering surfaces for primary thrombus
formation).

Thrombus triggering substrates — Aortas from rabbits and
pigs were obtained fresh from a slaughterhouse, immediately
cleaned of adventitia and frozen at —80 °C until needed.
Before the experiments, the aortas were thawed in phosphate-
buffered saline (PBS), opened longitudinally and cut into
30 x 10 mm segments. De-endothelialized rabbit vessels (i.e.
subendothelium) were used for modeling mildly damaged
vessels whereas porcine tunica media was used for modeling
severely damaged vessels. Tunica media exposure requires
removing the intima with a thin portion of the subjacent
media as previously described [1,2]. Thus, owing to the
vessel-related difficulties in the intima removal in rabbit
aortas (i.e. thin vessel layers) we used pig aortas for tunica
media obtention.
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Laboratory measurements — After each perfusion, blood
samples were collected and evaluated for platelet and red
blood cell (RBC) count, hematocrit, fibrinogen levels,
prothrombin time (PT), aPTT, and indium lysis.

Effect of the different Cox-1 inhibitors on systemic vascular
Cox expression and endothelial Cox-2 activity

Vascular Cox protein and gene expression
analysis  Immediately after being killed, aortas from orally
treated rabbits (i.e. aspirin and triflusal) were collected, cleaned
and frozen in liquid nitrogen. Aortic vessel wall RNA and
protein were obtained using the Tripure method (Boehringer
Mannheim, Barcelona, Spain) and immediately processed for
reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) and
Western blotting to detect Cox-1 and Cox-2 mRNA and protein
levels, respectively.

RT-PCR analysis: Next, 1 pg of RNA was reverse tran-
scribed in a 20-uL reaction mixture (0.02 pg uL™" oligo-dT,
I mm dNTPs, 20 mm DTT, 200U SuperScript II Reverse
Transcriptase, 50 mm Tris-HCI pH 8.3, 75 mm KCl and 3 mm
MgCl,). Reaction was performed at 42 °C for 55 min and was
stopped by heating at 75 °C for 15 min, RNA residues were
degraded by RNAse (1U) at 37 °C for 20 min. Cox-1/Cox2
primers were as follows: 5~-TCAATGCCACCTTCATCCGG-
3’ (sense) and 5-ATCCAGCACCTGGTACTTGA-3" (anti-
sense) for Cox-1 (466bp); 5-TCAGCCACGAGCAAATCCT-
3’ (sense) and 5-GTGATCTGGATGTCAGCACG-3’ (anti-
sense) for Cox-2 (282 bp); and 5-GTCACCAGGGCTGC-
TTTTAA-3 (sense) and 5-ACGGAAGGCCATGCCAGT-
GA-3 (antisense) for GAPDH (652 bp). Amplification was
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carried out by 30 (Cox-2 and GAPDH) or 35 (Cox-1) cycles of
95°C45 5,56 °C45 sand 72 °C 1 min and 30 s, followed by a
final extension of 72 °C for 2 min. PCR products were resolved
by electrophoresis in 2% agarose gels with etidium bromure.

Western Blot analysis: Protein analysis was performed
according to standard procedures [mini-PROTEAN II Dual
Slab Cell (Bio Rad, Hercules, CA, USA)]. Blots were incubated
with monoclonal antibodies against Cox-2 (Oxford Biomedi-
cal, Oxford, MI, USA) and Cox-1 (Cayman, Ann Arbor, MI,
USA) and the signal was detected with Super Signal (Pierce,
USA). Positive controls for Cox-1 and Cox-2 detection
(Cayman) were run with the samples.

Measurement of endothelial Cox-2 activity

Cell culture: Porcine aortic endothelial cells (PAEC) primary
cultures were prepared from fresh pig aortas by a modification
of the collagenase method as described previously [24].
Thereafter, PAECs were seeded in pretreated gelatine (1%)
plates and incubated at 37 °C in a humidified atmosphere 5%
CO,. PAEC grew in a monolayer in medium M199 (Gibco
Laboratories) supplemented with 5% fetal calf serum (FCS),
2 mmol L' L-glutamine, 100 U mL™! penicillin G, and
100 pg mL™" streptomycin. Cell viability was determined by
trypan blue exclusion and PAECs were counted in the
Neubauer Chamber. PAECs were studied at passage 3-4.

Cellular treatment and PGI, determinations: Near-confluent
PAECs were placed in serum-free media for 24 h to remove the
effects of serum. Subsequently, cells were incubated for 30 min
with M199 media in the absence or the presence of increasing
concentrations (37.5, 75, 300 umols L") of aspirin, triflusal
and HTB. Then, Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA;
Sigma-Aldrich, Madrid, Spain; 100 nmols L") was added to
all plates except for the negative control and maintained for 4,
12, and 24 h. After these different incubation periods, the
media was aspirated and kept at —80 °C until the time of assay
for PGI,. Conversely, PAECs were processed for protein and
mRNA obtention according to the Tripure method.

Release of endothelial PGI, was measured as 6-keto-
prostaglandin  Fla (6-keto-PGF1 o; its stable hydrolysis
product), by radioimmunoassay according to the manu-
facturer’s instructions (Cayman Chemical Co.).

RT-PCR and immunoblot analysis: mRNA was analyzed by
real-time PCR 7000 (ABIPRISM, Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) as previously described in our laboratory [25].
TagMan fluorescent real-time PCR primers and probes (6-
FAM-MGB) for pig Cox-2 detection were designed by use of
Primer Express software (Applied Biosystems) and were as
follows: Cox-2 pig probe (5-ATGCCATGGAGCTGTATC-
CTGCCCTT-3"- MGB) (250 nm), Cox-2 pig forward primer
(5-TTAGAAGCGTCTATGGTGACATT-3) (300 nm) and
Cox-2 pig reverse primer (5-TCTGGGCGAGGCTTTTC-
TAC-3") (300 nm). The threshold cycle (Ct) values were
determined and normalized to the housekeeping gene
18SrRNA. Western blot analysis was performed as mentioned
above. Blots were incubated with monoclonal antibodies
against Cox-2 (Oxford Biomedical).

Statistical analysis

Statistical comparison of data was carried out using STAT-
VIEW II (Abacus Concepts Inc., Cary, NC, USA). Between-
group analysis was made using one-way ANOVA, followed by
Fisher PLSD test to assess specific group differences. All values
are presented as mean + SEM and P < 0.05 was considered
significant.

Results

Effect of the Cox inhibitors on thrombus progression

Primary  thrombus formation: a highly thrombogenic
substrate  Before evaluating the effects of the different Cox-
1 inhibitors on secondary thrombus formation, we sought to
assess in this rabbit model of ex vivo thrombosis, the
thrombogenicity of a preformed thrombus. For this purpose,
labeled blood from Rabbits-In'"" (n = 5) was directly perfused
for 5 min at both 212 and 1690 s™' over subendothelium and
tunica media. At 212s™!, a mean of 11.6 = 3.7 and 29.8
+ 6.8 x 10° platelets cm™ were deposited on subendothelium
and tunica media, respectively, whereas at 1690 s
subendothelium and tunica media induced a mural thrombus
of about 157.6 + 254 and 563.9 + 22.7 x 10° platelets cm ™2,
respectively (Fig. 3A). Then, in order to evaluate the
thrombogenicity of the resulting primary thrombus, unlabeled
blood from Rabbit-A was perfused over both vascular
substrates for 5 min under the same flow conditions.
Immediately after, this unlabeled freshly formed thrombus
was perfused with blood from Rabbit-B with '''In-labeled
platelets for additional 5 min. The amount of platelets deposited
on the preformed thrombus was 23.1 + 3.8 and 63.8 +
7.1 x 10° platelets cm ™ at 212 s™' and 172 + 43 and 515 +
104 x 10° platelets cm™ at 1690 s on subendothelium and
tunica media, respectively. In summary, exposure of a
preformed thrombus to flowing blood at 212 s increased by
2-fold the total amount of deposited platelets when compared
with platelet-free vascular substrates (P < 0.05) while at
1690 s™'  the primary thrombus exhibited similar
thrombogenicity than the triggering substrate (P = NS).

Effect of acute treatment with aspirin, triflusal and HTB on
thrombus progression  Cox-1 inhibitors (aspirin, triflusal,
and its active metabolite HTB) similarly and significantly
(P < 0.01) reduced platelet deposition on a fresh primary
thrombus triggered by both substrates (subendothelium and
tunica media) at shear rates typical of mildly stenotic vessels
(Fig. 3B-C). Thus, platelet deposition on subendothelium-
induced primary thrombus was reduced by about 68% by
aspirin (n = 6) and by about 66% by both triflusal and HTB
(n = 4and n = 5; respectively) when compared with placebo-
control animals (n = 11) (Fig. 3B). Similarly, platelet
deposition on a fresh thrombus formed over tunica media
(Fig. 3C) was reduced by around 62%, 48% and 66% using
aspirin (n = 6), triflusal (n = 7) and HTB (n = 3)-treated
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animals, respectively, compared with placebo-control animals
(n = 8 P < 0.001).

Effect of chronic treatment with aspirin and triflusal on
thrombus progression — Platelet deposition on preformed
thrombi induced by de-endothelialized vessels and tunica
media at 1690 s™' (ie. high stenotic conditions) was
evaluated in rabbits treated during 8 days p.o. with aspirin
(n = 12), triflusal (n = 9) and placebo control (n = 12). Both
aspirin and triflusal similarly reduced platelet deposition on a
primary thrombus triggered by subendothelium (Fig. 3D) and
tunica media (Fig. 3E) when compared with non-treated
animals (63% and 53% reduction, respectively).

Laboratory data  Platelet and RBC count, hematocrit,
fibrinogen levels, PT and aPTT were assessed in all groups,
at baseline and after treatment. These determination values did
not differ between treatment groups (data not shown).
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Effects of in vivo treatment with Cox inhibitors on the
vascular wall expression of Cox-1 and Cox-2 and on
endothelial Cox-2 activity

Effect of oral treatment with aspirin and triflusal on vascular
Cox expression ~ We evaluated whether treatment with Cox-
inhibitors, addressed to thrombus inhibition, could impair the
vascular wall eicosaenoid synthesis. Therefore, the effect of oral
treatment with aspirin or triflusal on arterial wall Cox
expression was evaluated. Vascular Cox-1 mRNA levels were
not significantly modified by the treatments (Fig. 4) whereas
Cox-2 mRNA levels (expressed as Cox-2/GAPDH ratio) were
significantly reduced by both aspirin (n = 6) and triflusal
(n = 5) when compared with placebo-control (n = 6) animals
(P < 0.05) (Fig. 5A). Regarding the effect of treatment on
protein Cox-2 expression (Fig. SB) both compounds
significantly reduced Cox-2 protein levels with regards to the
placebo group. However, aspirin-treated animals showed a
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Fig. 4. Effect of chronic treatment with aspirin and triflusal on Cox-1
mRNA expression in the aortic vascular wall.

65% decrease while triflusal-treated animals showed a better
preservation of Cox-2 with only a 39% reduction (P = NS).

Effect of aspirin, triflusal and HTB on endothelial Cox-2
activity  Figure 6 depicts the effect of the different treatments
on Cox-2 activity as determined by 6-keto-PGF la production
in PAEC cells previously stimulated with PMA. In contrast to
aspirin, the main triflusal metabolite, HTB, preserved 6-keto-
PGFla synthesis without a significant decline for up to 24 h
even at the higher concentration. Interestingly, all treated cells
showed similar abundance of Cox-2 protein and mRNA
expression levels (P = NS; data not shown).

Discussion

In the present study, we have demonstrated that treatment with
aspirin and triflusal, and its main metabolite HTB, are equally
effective in reducing thrombus progression triggered by a
residual thrombus under flow conditions typical of mildly and
severely stenotic carotid arteries. Results reported here also
provide evidence that chronic treatment with aspirin and
triflusal at the tested antithrombotic doses reduce to a different
extent physiological vascular Cox-2 expression whereas Cox-1
remains unaffected. Moreover, the main triflusal metabolite,
HTB, seems to preserve endothelial Cox-2 activity thus
allowing prostacyclin synthesis.

Atherothrombotic carotid disease is a major cause of
ischemic stroke in Western countries [26]. Indeed, thrombus
embolization from the surface of a carotid atherosclerotic
plaque or from a residual mural thrombus to cerebral vessels
can result in occlusion and subsequent cerebral ischemia.
Aspirin, triflusal and its deacetylated metabolite HTB mainly
block platelet Cox-1 preventing the formation of the aggregat-
ing and vasoconstrictor TXA, in platelets. The antithrombotic
effect of triflusal has been previously reported in several clinical
trials which have shown that triflusal is as efficient as aspirin in
preventing cerebrovascular events, yet with a potentially
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mRNA (A) and protein (B) expression in the aortic vascular wall. Results
are expressed as the mean = SEM of Cox-2/GAPDH ratio (nRNA)
and percentage (protein). *P < 0.05 vs. placebo-control.

reduced risk of treatment-related bleeding complications [11].
However, although both Cox inhibitors have proven efficacy at
a clinical level and have been shown to reduce platelet activity,
it remains to be elucidated whether both compounds were
efficacious and equipotent in blocking the growth of a pre-
existing thrombus. We have demonstrated in our previously
validated ex vivo model of thrombosis [21], that triflusal and
aspirin equally prevent thrombus progression triggered by a
residual thrombus further indicating that besides thrombin
[20,21], TXA, may also contribute to thrombus growth and a
further ischemic event [3,4].

Several studies have shown that Cox-2 is almost undetect-
able in non-stimulated cells or tissues [27] while is highly
induced in pathophysiological inflammatory processes (i.e.
atherosclerotic lesions) [28,29]. However, in line with previous
studies, the current study supports the importance of Cox-2 in
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normal physiologic conditions [27,30]. Moreover, within this
context and to the best of our knowledge, we have demon-
strated for the first time the ability of platelet Cox-1 inhibitors
to modulate vascular Cox-2 expression in healthy and non-
hypercholesterolemic animals concurrently with no changes in
vascular Cox-1. Definitely, most of the studies showing a
decrease in Cox-2 using several non-steroidal anti-inflamma-
tory drugs (NSAIDs) have been performed in cells or tissues
with previous Cox-2 induction [31,32].

Regarding the effect of oral treatment with aspirin and
triflusal on systemic vascular Cox-2 expression, residual Cox-2
protein was much higher in the triflusal group than in the
aspirin group, suggesting a better preservation of this enzyme
by triflusal. Therefore, provided that oral triflusal administra-
tion seemed to be associated with a lower suppression of the
Cox-2 enzyme, we wondered to what extent this latter effect
influenced Cox-2 activity (PGI, synthesis) and if such an
influence was mediated by triflusal through its main metabolite
HTB. Interestingly, we observed that HTB preserved Cox-2
and PGI, synthesis in endothelial cells. This is in contrast to
what was observed with aspirin. In fact, triflusal is rapidly
converted to its principal metabolite and hence has a short half
life of around 30 min whereas HTB lasts for at least 48 h [33].
The findings reported herein may help to better decipher the
in vivo role of HTB. Indeed, HTB participates in the in vivo-
related effects of triflusal treatment inducing preservation of
Cox-2 and subsequent prostacyclin synthesis. Recently, HTB
has been shown to play an important anti-inflammatory role in
the neuroprotective effect of triflusal [18]. In view of these
findings and taking into account that, unlike salicylic acid
(aspirin’s main metabolite), HTB retains antiplatelet activities,
triflusal holds great promise as an attractive alternative to
aspirin in patients for whom aspirin is contraindicated owing to
intolerance or hypersensitivity.

Vascular Cox-2 isoforms contribute significantly to systemic
PGI, synthesis and hence play an important vasculoprotective
role; an effect that has been increasingly appreciated in recent
years in light of the adverse effects of selective Cox-2 inhibitors
in clinical trials [34]. Furthermore, many animal research studies
have underlined the importance of prostacyclin not only in
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thrombotic homeostasis [35] as a compensatory response to
increase TXA,, but also in preventing atherosclerosis progress-
ion, hypertension, intimal hyperplasia and reestenosis [36]. In-
deed, simultaneous inhibition of TXA, and PGI, synthesis may
be one of the reasons for the disappointing results of clinical
trials and discussion of low’ versus ‘high’ doses of aspirin [37].

In summary, the results of this study show that aspirin,
triflusal and its metabolite, HTB, have an inhibitory effect on
platelet deposition during growth of mural thrombosis trig-
gered by both de-endothelialized and severely damaged vessel
wall. Hence, our results demonstrate that, although the growth
of thrombus on a vascular surface covered with fresh thrombus
is primarily thrombin mediated, it can be inhibited by platelet
Cox-1 inhibitors used in an adequate dose. In addition,
although aspirin and triflusal moderately inhibit Cox-2 mRNA
and protein levels in vascular wall, triflusal better preserves
Cox-2 protein expression. Moreover, Cox-2 enzyme activity in
endothelial cells is preserved by the main triflusal metabolite,
HTB. This vascular prostacyclin protection may help to partly
explain the findings obtained in a recent large meta-analysis of
five studies where triflusal treatment had better results than
aspirin in the prevention of fatal ischemic stroke [12].
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Objective: Nitric oxide (NO) is critical in cardiovascular protection. However, NO production is impaired
in atherosclerosis resulting in thrombosis, vasoconstriction, and restenosis. Exogenous NO-donors (NOd)
have proven protection against ischemia and thrombosis. However, their effect on vascular cell function
remains unknown. Our objective was to determine the effect of NOd on vascular smooth muscle cell
(VSMC) survival.

Methods: Pigs (N=16) were randomly distributed in the following treatment groups: (I) LA419

ﬁei{riwcogisi:je donors (nitratethiol; 10-day p.o. 0.9 mg/kg bid); (II) LA816 (nitrosothiol; 2 h i.v. infusion, 6.6 nmol/(kg min));
Apoptosis (1) nitroglycerine (GTN, 2 h i.v. infusion, 2.5 mg/kg); and (IV) placebo-control. After sacrifice, pig aortic

arch explants were either frozen or incubated with 20% homologous pig serum for different time periods
(18 h, 2 and 10 days). Bcl2/bax ratio, phosphorylated-p53, cyclin-D2, casp-3, casp-8, and bax mRNA levels
and protein expression were evaluated by real-time PCR and western blot, respectively.
Results: Within the first 2 days explants from NOd-treated animals had an increased pro-survival Bcl2/bax
ratio compared with placebo-control (5x higher in LA816 and GTN i.v.-treated animals and 10x higher
in 10-day orally treated LA419 animals; P<0.05). Phosphorylated-P53-protein levels were consistently
increased by all NOd-treatments vs. placebo-control (P<0.05) and p53 mRNA levels showed an increase in
placebo-controls at day 10 while they did not rise in NOd-treated animals (P< 0.05). Cyclin-D2, casp-3, and
bax mRNA content were 6x lower in NOd-treated animals than in control explants at day-10 (P<0.001).
No changes were detected on caspase-8.
Conclusions: Taken together, our findings suggest that exogenous in vivo NO treatment seems to preserve
VSMC from mitochondrial-dependent apoptosis and drive cells to quiescence through p53 increase.

© 2008 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

Vascular smooth muscle cells

1. Introduction oxide (NO) synthesis [4]. In fact, our group has previously described

[5] that p53 maintains VSMC quiescence in the healthy vascular

Migration of vascular smooth muscle cells (VSMCs) from the
tunica media into the intima and subsequent proliferation (i.e., inti-
mal hyperplasia) are important components of the pathogenesis of
atherosclerosis and a principal underlying cause of restenosis after
angioplasty and arteriovenous bypass grafts [1,2]. VSMC migra-
tion and proliferation mainly derives from a complex interaction
of multiple growth factors (e.g., mitogenic factors), an imbalance
of cell-cycle regulator molecules (e.g., the tumor suppressor pro-
tein p53 and the Bcl2 family genes) [3] and a reduction in nitric
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0021-9150/$ - see front matter © 2008 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
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wall whereas exposure to serum-related mitogens (i.e., fetal calf
serum), induces a time-dependent suppression of p53 and subse-
quent VSMC migration. Conversely, and depending on the nature
and intensity of the stimuli and the cellular context, expression
of p53 may lead to growth arrest (i.e., quiescence), adaptation, or
apoptosis [6]. Indeed, activated p53, through its downstream effec-
tors (e.g., cyclins) may regulate cell cycle G1/S transition leading
cells to quiescence. P53 activation may also enhance bax expres-
sion (a pro-apoptotic Bcl2 homologous protein) committing cells
to death through caspase-dependent and independent pathways
[7].

Vascular injury and atherosclerosis are associated with NO-
impairment. NO is a key molecule in terms of cardiovascular
protection since inhibits platelet aggregation, the synthesis of
extracellular matrix, leukocyte interaction with the vessel wall,
and promotes vasodilation [8]. Moreover, in the past years several
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studies in cultured VSMCs exogenously supplied with NO have been
conducted in order to ascertain NO's role in cell proliferation [9]. On
one hand, physiological NO concentrations have been proposed to
promote cell cycle arrest through p53 activation and accumulation
[10,11]. On the other hand, high cytotoxic NO levels have shown
to switch from NO-mediated proliferative arrest to NO-mediated
apoptotic cell death [8,12]. Nevertheless, reduction in NO produc-
tion, already detected on the primary disease step of endothelial
dysfunction or after vessel mechanical injury promotes VSMC pro-
liferation [13].

In summary, previous in vitro studies have suggested that
atherosclerotic VSMC outgrowth partly results from mitogen-
related p53 down-regulation [5] and/or the absence of cell-growth
inhibitory mediators such as NO. However, the modulatory effects
of in vivo NO administration on VSMCs remains to be elucidated.
Hence, we conducted this study in order to examine the effect of in
vivo donation of different NO releasing compounds on explanted
VSMC survival in culture in the context of our overall interest to
better characterize NO-donor biological effects. In fact, due to the
clinical implications of the decrease of NO bioavailability, there is
great interest in developing NO-donor compounds able to restore
physiological NO levels and subsequently re-establish NO-related
cardiovascular protective roles.

2. Materials and methods
2.1. Animals and drug administration

Pigs (N=16; ~36 kg) were housed for 1 week before any exper-
imental procedure. In order to evaluate the effect of both oral
and intravenous exogenous NO-donation on VSMC migration and
proliferation, pigs were randomly distributed in the following treat-
ment groups: (I) 10-day oral administration of LA419 (a neutral
sugar organic nitrate with a protected thiol group in its molecu-
lar structure) [14-16]; (II) 2 h intravenous administration of LA816
(a non-natural amino acid that is S-nitrosylated) [17]; and (III) 2 h
intravenous administration of nitroglycerine (glyceryl trinitrate;
GTN). All animals were sacrificed just after the treatment period
had concluded. LA419 and LA816 are novel platelet-selective NO
donors currently under clinical research whereas GTN is a common
NO-donor compound currently used in the clinical setting. All com-
pounds were administered at therapeutic doses. Thus, LA419 was
given at 0.9 mg/kg bid [14,16] whereas LA816 and GTN were admin-
istered intravenously at 6.6 nmol/(kg min) [17] and 2.5 mg/kg [18],
respectively. A placebo-control (non-treated) group was also evalu-
ated for comparative purposes. All procedures in this study conform
with the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals.

2.2. Preparation of pig aortic arch explants

All animals were sedated with Azaperone and euthanized with
an overdose of pentobarbital. The aortic arch of each animal was
exposed, isolated from the surrounding tissues, washed in PBS
and immersed in a sterile dissecting medium consisting of DMEM
(GIBCO) with penicillin-streptomycin (100 units/ml and 100 p.g/ml,
respectively). The blood vessel was cleaned from the adventitia
and connective tissue in a tissue culture hood. Uniform 1-2 mm?
explants were prepared and either directly frozen (time=0; no
incubation) or placed in tissue plates (10 explants per petri dish)
for further culture.

2.3. Evaluation of serum-related effects on VSMC outgrowth and
vascular tissue survival

Before proceeding to tissue explant culture and based upon our
previous publication on the effect of fetal calf serum (FCS)-related

mitogens on p53 loss, we analyzed the effect of homologous PS in
VSMC outgrowth [5]. Indeed, the use of PS not only closely resem-
bles the in vivo scenario (i.e., pig tissue vs. pig serum) thus avoiding
interspecies related-stress signals but may also reduce mitogen
concentration in the culture media. For this purpose, after sacri-
fice pig aortic arch explants from non-treated animals were directly
frozen (time = 0, without incubation period) or incubated with cul-
ture medium supplemented with either 20% (v/v) of FCS or PS.
Medium was replaced every 2 days and explanted cultures were
maintained at 37°C in a humidified atmosphere of 5%C0,/95% air
for 18 h, 2 days, and 10 days. At each time-point, explants were
microscopically examined for the presence of outgrowing VSMC
cells and counted by a blinded observer (cells/field). Some explants
pieces removed, washed with cold PBS, and frozen in liquid N,
for further mRNA and protein analysis of p53 and cleaved casp-3
expression.

FCS was obtained from Biological Industries, Ltd. PS was
obtained in our lab as follows. Blood from adult non-treated healthy
pigs was drawn, spontaneously coagulated for 1h, centrifuged
(2400 rpm, 20 min, 10°C), inactivated at 56 °C for 30 min, and fil-
tered under sterile conditions.

2.4. Aortic arch explants from exogenous NO-donor treated
animals

Based on the results obtained above, explants were directly
frozen (time=0) upon aortic arch dissection or incubated with PS
(20%, v/v)-supplemented medium for 18 h, 2 days, and 10 days as
already described.

2.5. Real time polymerase chain reaction

Frozen aortic explants were pulverized and homogenized in
Tripure for RNA and protein isolation according to the manu-
facturer’s instructions. P53, Bcl2, bax, and casp-3, mRNA levels
were analyzed by real time PCR-7000 Sequence Detection System
of ABIPRISM (Applied Biosystems). TagMan fluorescent Real-
Time PCR primers and probes (6-FAM-MGB) were designed by
use of Primer Express 2.0 software from Applied Biosystems
and were as follows; p53: probe (5'-tccgtcccagcaagttgecactg-3')
(250nM), forward primer (5’-ccatcctcaccatcatcacact-3’) (300 nM)
and reverse primer (5’-gcacaaacacgcacctcaaa-3’) (300 nM); cyclin
D2: probe (5'-ttcgccatgtacccge-3’) (250nM), forward primer
(5'-ctctgtgegecactgacttc-3’') (300nM) and reverse primer (5'-
ttcgecatgtaccege-3') (300nM); Bcl-2: probe (5'-tcgtggecttettt-3')
(250 nM), forward primer (5’-acggtggtggagagactcttca-3') (900 nM),
reverse primer (5-tgacgctctccacacacatgac-3’) (300nM); bax:
probe (5’-agctccatgttactgtcca-3') (250 nM), forward primer (5'-ctc-
aagcgcattggagatgaa-3’) (300nM), reverse primer (5'-cacggct-
gcgatcatcct-3') (300nM); caspase-8: probe (5'-gcgctggcetctectctt-
3) (250nM), forward primer (5'-tgggaaagcatatgagctattcaa-3')
(300nM), reverse primer (5'-ttccggagtcatctgtgagtga-3’) (300 nM);
casp-3: probe (5-agcatccacatctgtacca-3’) (250nM), forward
primer (5'-ccggaatggcatgtcgat-3’) (300nM), reverse primer (5'-
tgaaggtctccctgagattttge-3') (900nM). The specificity and the
optimal primer and probe concentrations were previously tested.
The threshold cycle (Ct) values were determined and normalized
to the housekeeping gene 18SrRNA in order to adjust for equal
amounts of RNA

2.6. Western blots

Protein concentrations were determined by the BCA protein
assay (Pierce). Equal amounts of proteins (50 ug) were elec-
trophoresed according to Laemmli in SDS-polyacrylamide gel for
blotting against cleaved casp-3, p53, and phosphorylated-p53. After
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Fig. 1. Pig serum (PS)- and fetal calf serum (FCS)-related effects on p53 protein (A) and mRNA (B) expression in aortic arch explants obtained from non-treated animals at time
0 (directly frozen) and 18 h, 48 h, and 10 days after tissue culture. Representative microphotograph showing vascular smooth muscle cell (VSMC) migration and outgrowth
from the explanted tissue cultured in FCS (C) and in PS (D). Bar-graph quantification of cell-outgrowth (E). *P<0.001 vs. time =0 and explants incubated with 20% FCS.

incubation with peroxidase-labeled immunoglobulins, antibody
visualization was performed by the chemiluminescent method
SuperSignal® (Pierce). The signal was captured by a standard sys-
tem of chemiluminescent and quantified by a transilluminator
(Bio-Rad). Subsequently, the same membranes were incubated with
a polyclonal antibody against porcine a-actin in order to ensure
equal loading of protein. Primary monoclonal antibodies against
p53, phospho-p53, and active casp-3 were obtained from Santa
Cruz Biotechnology whereas a-actin was purchased from DAKO.

2.7. Statistical analysis

Statistical analysis was performed by a Kruskal Wallis test
followed by the Mann-Whitney-U test to assess specific group dif-
ferences. The results are expressed as mean & S.E.M., and a value of
P<0.05 was considered significant.

3. Experimental results
3.1. Serum-related effects on cell outgrowth

PS and FCS-related effects on p53 mRNA and protein expres-
sion in aortic arch explants obtained from non-treated animals
are shown in Fig. 1. In agreement with our previous findings [5],
p53 protein amount in explants incubated with 20% FCS was main-
tained at a low, almost undetectable level, at any tested time-point
(Fig. 1A). In contrast, aortic explants incubated with 20% PS showed
a rapid and maintained increase in p53 protein levels from 18 h
onwards when compared to both the original tissue (directly frozen
without PS incubation, time = 0) and explants incubated with 20%
FCS at all time-points (P<0.001). Regarding p53 mRNA expression,
real time PCR also revealed a time-dependent rise in p53 in those
explants previously incubated with 20% PS that reached a 25-fold
increase 10 days after the onset of incubation (P<0.001 vs. time =0
and 20% FCS; Fig. 1B). On the contrary, explants incubated with
medium supplemented with FCS did not show p53 mRNA expres-
sion at any tested time.

VSMC cultured with FCS showed cell outgrowth and migration
(~70 cells/field) whereas VSMC scarcely migrated from explants
incubated with 20% PS-supplemented medium (x10 cells/field;
Fig. 1C-E; P<0.05). Therefore, p53 levels seem likely dependent
on external mitogen signals and homologous PS, because of its
lower mitogenic stimulus, may render cells quiescent. There was
no apoptotic induction since active casp-3 remained at negligible
levels in PS- and FCS-incubated cells even 10 days after the onset of
incubation (data not shown).

3.2. Invivo NO-donation upregulates p53 synthesis, expression,
and activity

In light of the results obtained above and with the purpose of
isolating the effect of in vivo NO-donation on cell-survival, explants
obtained from both placebo-control and NO-donor treated animals
were directly frozen (time=0) or incubated with homologous PS
for the following time-periods: 18 h, 2 days, and 10 days.

Overall, all groups showed a significant increase in both p53 and
phospho-p53 protein levels already detected 18 h after the onset
of PS incubation when compared to time=0 (P<0.05; Fig. 2A and
B). While explants from placebo-control, LA419- and GTN-treated-
animals had already reached a maximum p53 protein levels at 18 h
(LA419 and GTN increased p53 content by 30% and 57%, respectively,
when compared to placebo-control; P<0.05), explants from LA816-
treated animals showed a time-dependent rise in p53 expression (at
10 days there was a further 37% increase in p53 levels in comparison
to 18 h). At all time points, LA816 explants showed the highest p53
levels among all evaluated groups (P<0.001). Nevertheless, phos-
phorylated p53 showed a similar and significant increase in the
explants obtained from all NO donor-treated animals when com-
pared to control explants from 48 h onwards (P<0.001; Fig. 2B).
Regarding p53 mRNA levels, NO-donation was associated with a
continuous low expression pattern (almost undetectable mRNA
expression) whereas placebo-control explants showed a significant
25-fold increase 10 days after the onset of incubation (P<0.001;
Fig. 2C).
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Fig. 2. Protein levels of p53 (A), phosphorylated p53 (B), and p53 mRNA levels (C) in aortic arch explants obtained from placebo-control and in vivo nitric oxide donor-treated
animals. Analysis was performed at time O (directly frozen) and 18 h, 48 h, and 10 day after tissue culture. A representative image of the Western Blot analysis at day 10 is
shown in Fig. 2A and B. *P<0.0001 vs. time =0; **P<0.05 vs. placebo-control; TP<0.001 vs. placebo-control; {P<0.05 vs. LA816-treated animals.

3.3. Invivo NO donation effects on vascular wall tissue cell
survival

We evaluated cyclin-D2, Bcl2/bax, caspase-8, and caspase-3
gene expression and the presence of activated casp-3 in order
to ascertain whether p53 protein accumulation, predominantly
detected in explants derived from NO-treated animals, was either
associated with cell arrest (quiescence) or cell apoptosis.

Within the first 2 days explants obtained from all NO donor-
treated animals showed an increased pro-survival Bcl2/bax mRNA
ratio compared with placebo-control (P<0.05; Fig. 3A). Interest-
ingly, within the NO donor-treated tissues, Bcl2/bax ratio was
about fivefold higher in explants derived from acutely LA816 and
GTN-treated animals (2-h intravenous infusion) whereas it was
10-fold higher in explants from animals orally treated during 10
days with LA419. Nevertheless, at day 10, all explants had already
declined the expression of both Bcl2 family-related genes to almost
undetectable levels. Interestingly, at this time-point, cyclinD2 gene
expression was markedly lower in the NO-donor-derived explants
when compared to placebo-control explants (LA816: 8.1+71;
GTN: 6.3 +4.4; LA419: 25.7 £ 9.9, and placebo-control: 45.0 + 21.5;
P<0.05). Pro-apoptotic bax expression was also decreased vs.
control-explants (Fig. 3B). Furthermore, cleaved casp-3 protein
expression was relatively low in all groups indicating the abroga-
tion of apoptosis whereas casp-3 mRNA levels were approximately
six-times lower in explants derived from NO donor-treated ani-
mals than placebo-control (LA816:4 + 0.1, GTN:5 4 0.4, LA419:8 4 2,
and placebo-control: 30 + 1, P<0.001; results are expressed in Arbi-
trary Units; Fig. 4). No changes were detected between the different
groups in caspase-8 mRNA (data not included).

In summary, treatment with NO prevented the increase in casp-
3, bax, and cyclin D2 levels 10 days after explant culture resulting
in the retention of Bcl2/bax ratio at levels 4- to 10-fold higher than
non-treated tissues.
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Fig. 3. Effect on in vivo NO donation on vascular wall tissue cell survival assessed by
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obtained from placebo-control and nitric oxide donor-treated pigs at time 0 (directly
frozen) and 18 h, 48 h, and 10 day after tissue culture. *P<0.05 vs. placebo-control;
1P<0.001 vs. placebo-control; *P<0.05 vs. LA419-treated animals; *P<0.05 vs. T=0.

4. Discussion

Migration of VSMCs from the media to the intima and subse-
quent proliferation contributes to the intimal thickening of the
arteries, playing an important role in atherosclerosis and spe-
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Fig.4. Caspase-3 protein expression (A) and mRNA levels (B) in aortic arch explants
obtained from placebo-control and nitric oxide donor-treated pigs at time 0 (directly
frozen) and 18 h, 48 h, and 10 day after tissue culture. *P<0.05 vs. time =0; 'P<0.05
vs. placebo-control animals.

cially in restenosis after percutaneous transluminal angioplasty
[1]. Therefore, agents that restrict VSMC growth may contribute
towards a potentially efficient preventive strategy for coronary
heart disease. Herein, we report that three different NO-releasing
compounds (two novel platelet-selective NO-donors - LA419 and
LA816 - and GTN) are capable of modulating VSMC survival while
likely limiting proliferation and migration, effects that are beyond
their previously reported antithrombotic and anti-ischemic prop-
erties [14-17].

NO has several biochemical activities including mediating
vasodilation, directly scavenging superoxide, attenuating leuko-
cyte adhesion and activation, inhibiting platelet aggregation, and
maintaining endothelial integrity [19]. Moreover, NO has shown
to exert antiproliferative properties for VSMCs in vitro and in vivo
suggesting an important role of NO in atherogenesis [20]. Indeed,
upon vascular damage the subsequent disruption in NO produc-
tion enhances VSMC proliferation. Concretely, VSMCs undergo
a “phenotypic modulation” and migrate from the media to the
intima where they begin to proliferate and produce collagen fur-
ther straining vascular architecture (i.e., vascular remodelling) [21].
In this regard, here we have shown that in vivo treatment with
three differently structured NO-releasing compounds, when given
at therapeutical doses for antiplatelet and anti-ischemic effects,
exhibit a significant increase in both p53 content and activity. Acti-
vation of the tumour suppressor p53 is best known for its ability to
block VSMC proliferation during the formation of atherosclerotic
lesions either by transiently arresting the cell cycle or inducing
apoptosis [22,23]. NO has previously shown to produce a dual
effect in VSMC apoptosis depending on the concentration used.
It has been reported that physiological amounts of NO have an
anti-apoptotic effect [24] while relatively higher concentrations
promote apoptosis [25]. Our results provide evidence that exoge-
nous donation of NO at the doses used, both administered acutely
(i.e., GTN or LA816) and orally (i.e., LA419), promote vascular cells
quiescence rather than apoptosis, an effect that is maintained for
at least 10 days after the withdrawal of NO donation. As such,

NO treatment was associated with a clear reduction in the p53
downstream effector cyclin-D2. Indeed, cyclin D1/D2 by associ-
ating to Cdc4/6 is essentially involved in the transition from one
cell phase to another. Thus, our results demonstrate the ability of
exogenous NO-donation to block cell cycle progression likely driv-
ing cells to quiescence [26]. These findings were further supported
by the detected down-regulation in the p53 apoptotic target Bax,
key mediator of the mitochondrial-dependent apoptotic pathway.
In fact, we did not observe any alterations of caspase-8 expression
likely excluding NO-effects on the intrinsic apoptotic pathway [27].
Furthermore, exogenous NO donation is also associated with an
increased bcl-2/bax ratio further attenuating the pro-apoptotic sig-
nals and subsequently favouring a pro-survival state [28]. In fact,
active caspase-3 (a well-known irreversible effector of the apop-
totic signal) [29] was barely apparent in vascular explants derived
from NO-treated animals within the periods analyzed herein. In
summary, administration of LA419, LA816, and GTN at therapeutical
doses preserves VSMC from apoptosis. Moreover, taking into con-
sideration our previous findings, showing that p53 suppression in
VSMC is associated with a marked cell out-growth, we hypothesize
that NO treatment may limit VSMC proliferation and migration thus
rendering an overall protective mechanism against atherogenesis
and vascular remodelling. Further studies are needed to properly
address these issues.

We have previously reported in pigs and healthy human subjects
the powerful antithrombotic effects associated with the adminis-
tration of LA816 and LA419 (two novel platelet-selective NO-donor
compounds) [14-17] further supporting their use far beyond their
anti-ischemic properties. Vascular remodelling after balloon dilata-
tion is also mediated by an increased thrombus formation. Indeed,
upon vascular damage platelets interact with the vessel wall lead-
ing to thrombus formation. Once activated platelets release local
concentrations of platelet-derived mitogens that further promote
VSMC proliferation [30] and long-term vascular remodeling. In
this regard, since we have previously demonstrated the powerful
antiplatelet effects associated to LA419 and LA816 administration
under the same conditions used to carry out this study, NO donation
with these NO donors not only may reduce thrombus formation but
may also influence VMSC behavior indirectly through their effects
on platelets.

It deserves to be acknowledged that our study was carried out in
healthy animals. Certainly, further studies in relevant disease mod-
els (NO-deficiency, etc.) seem required to provide further relevant
proof-of-concept preclinical data.

In conclusion, proliferation of VSMC has drawn a lot of interest
due to its importance during atherogenesis and vascular remod-
elling. In our study we have elucidated the contribution of three
different NO donor compounds (LA419, LA816, and GTN) to VSMC
survival. We have shown that exogenous in vivo NO treatment
preserves VSMC from apoptosis while renders cells quiescence
thus likely limiting proliferation and further migration. Adding
this atheroprotective effect to the previously described powerful
antithrombotic and anti-ischemic properties, NO-donors show a
potential valuable therapeutic profile for prevention and treatment
of coronary heart disease and vascular remodelling.
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Summary. Background: Prompt coronary thrombus resolu-
tion, reducing time of ischemia, improves cardiac recovery. The
factors triggered by ischemia that contribute to the clinical
outcome are not fully known. We hypothesize that unabated
inflammation due to cardiac ischemia may be a contributing
factor. Aims: As a proof-of-concept, we evaluated the effect of
short-term myocardial ischemia on the local and systemic
inflammatory response. Methods. Pigs underwent either 90-min
mid-left anterior descending (LAD) coronary artery balloon
occlusion (infarct size 25% =+ 1% left ventricle; 29% heart
function deterioration) or a sham-operation procedure. Peri-
infarcted and non-ischemic cardiac tissue was obtained for
histopathologic, molecular and immunohistochemical analysis
of inflammatory markers [interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis
factor-o. (TNF-a), modified C-reactive protein (mCRP), and
human alveolar macrophage-56 (HAM-56)]. Blood (femoral
vein) was withdrawn prior to myocardial infarction (MI)
induction (r = 0) and at 30 and 90 min to evaluate: (i) systemic
cytokine levels (IL-6, TNF-o, CRP); (ii) proinflammatory gene
and protein expression in peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) of tissue factor (TF), cyclo-oxygenase-2 (Cox-2),
monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), and CRP; and
(iii) platelet activation (assessed by perfusion studies and RhoA
activation). Results: Short-term ischemia triggered cardiac IL-6
and TNF-o expression, recruitment of inflammatory cells, and
mCRP expression in infiltrated macrophages (P < 0.05 vs.
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t = 0 and sham). PBMC mRNA and protein expression of
MCP-1, Cox-2 and TF was significantly increased by ischemia,
whereas no differences were detected in CRP. Ischemia
increased cardiac troponin-I, IL-6 and TNF-o systemic levels,
and was associated with higher platelet deposition and RhoA
activation (P < 0.001 vs. = 0 and sham). Conclusion: Short-
term myocardial ischemia, even without atherosclerosis,
induces an inflammatory phenotype by inducing local recruit-
ment of macrophages and systemic activation of mononuclear
cells, and renders platelets more susceptible to activation.

Keywords: inflammation, ischemia, mCRP, mononuclear cells,
myocardial infarction, platelets.

Occlusive intracoronary thrombosis leads to myocardial
ischemia and to cardiac dysfunction. Several studies have
shown that serum cardiac troponin levels are associated with
myocardial tissue injury and are powerful predictors of both
short-term and long-term adverse outcomes in patients with
ST-segment elevation myocardial infarction (STEMI) [1].
Thus, early detection of acute myocardial infarction (AMI)
and prompt coronary thrombus resolution (i.e. fibrinolytic
therapy or mechanical reperfusion) may reduce the extent
of necrosis and facilitate myocardial function recovery. The
factors contributing to the impact of symptom-onset-to-
reperfusion time on clinical outcomes and even mortality are
not fully known. It is our hypothesis that unabated inflamma-
tion due to ischemia may be a contributing factor.

Although there is overwhelming evidence that an inflamma-
tory outburst is associated with acute coronary syndromes, the
causes and nature are still largely unknown. Indeed, it is widely
recognized that the atherosclerotic process and its thrombotic
complications constitute a source of inflammatory stimuli [2,3].
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However, several reports have postulated the existence of
alternative inflammatory sources [4]. In this regard, reperfusion
of the ischemic heart has been shown to play a prominent role
in the inflammatory response, either by recruiting inflamma-
tory cells to the site of injury [5,6] or through the overproduc-
tion of reactive oxygen radicals, further enhancing the local
inflammatory milieu [7]. In addition, myocardial necrotic tissue
has also been suggested to contribute to the release of
proinflammatory cytokines, including interleukin-6 (IL-6),
interleukin-1, and tumor necrosis factor-o. (TNF-o)), which in
turn induce hepatic production of native C-reactive protein
(nCRP), a key systemic inflammatory marker [8]. Indeed,
serum levels of the acute-phase reactant nCRP have been
linked to myocardial necrosis in STEMI patients [4], indicating
the ability of myocyte damage to disseminate the local
inflammatory response to distal organs through C-reactive
protein (CRP). However, AMI patients generally present an
atherosclerosis burden concurrently with a combination of risk
factors, which makes it difficult to determine the individual
contribution of each proinflammatory stimulus to the overall
inflammatory phenotype. Hence, the precise site, stimulus and
mechanisms that cause a systemic inflammatory response after
AMI are not completely understood and remain controversial.
Furthermore, to the best of our knowledge, whether ischemia
itself, without underlying coronary vascular disease, may
acutely cause a local and systemic inflammatory response has
not been formerly addressed in a human-like animal model of
coronary occlusion. Thus, the aim of our study was to evaluate,
in a pig model of closed-chest total coronary occlusion, the
effect of ischemia per se on local and systemic inflammatory
responses. Here we report, as a proof-of-concept, that short-
term myocardial ischemia suffices to induce activation of
myocardium-recruited and circulating peripheral mononuclear
cells and to render platelets more susceptible to activation and
deposition.

Materials and methods

Experimental procedures

AMTI induction Crossbred commercial pigs (Landrace-
Largewhite; n = 19) weighing 35—40 kg were acclimated for
1 week before any experimental procedure. Twelve hours
before the experimental coronary occlusion, a loading dose of
clopidogrel (150 mg) was administered to avoid thrombotic
complications due to catheter manipulation. AMI (n = 15)
was experimentally induced by complete balloon occlusion in
the left anterior descending (LAD) coronary artery as
previously described [9] (see Supporting Information). The
study protocol was approved by an institutional animal
research committee and conformed to the Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals published by the US National
Institutes of Health. A sham-operated group of animals
(n = 4) underwent the same experimental procedure
(antithrombotic therapy, anesthesia, catheterization, etc.) but
without balloon occlusion.

Animal monitoring The hemodynamic parameters (heart
rate, mean systemic arterial pressure, mixed venous oxygen
saturation) were recorded for all animals throughout the study.
We used two-dimensional echocardiograms (Phillips iE33,
Amsterdam, the Netherlands) to assess global heart function
(i.e. left ventricle ejection fraction) in all animals at baseline
(T0) and 90 min after the onset of ischemia (T90).

Histopathologic evaluation of the infarcted myocardium

After 90 min, animals from both groups (sham-operated,
n = 4; animals subjected to ischemia, n = 7) were Kkilled;
hearts were perfused with cold phosphate-buffered saline
(PBS), and subjected to a I-h freeze cycle at — 20 °C in
order to stiffen the tissue for further slicing. Hearts from
both ischemic and non-ischemic animals were sliced into 5-
mm-thick slices from the apex towards the atrioventricular
groove. Consecutive slices were alternately collected for
triphenyl tetrazolium chloride staining for infarct size
measurement (% left ventricle), as previously described [9],
and molecular and histologic examination of the perinecrotic
area (3 mm surrounding the necrotic core) and the
topographically corresponding area in non-ischemic animals.
For these purposes, samples were either directly frozen in
liquid nitrogen for mRNA and protein analysis of several
inflammatory markers (described below), or embedded in
optimal cutting temperature compound (OCT) and frozen.
Four 5-um sections were obtained from each of these latter
samples, and mounted on gelatinized slides for: (i) conven-
tional hematoxylin—eosin staining for nuclear staining and
inflammatory infiltration visualization; (i) modified CRP
(mCRP) detection (porcine mCRP antibody kindly provided
by L. A. Potempa); and (iii) macrophage staining [human
alveolar macrophage-56 (HAM-56) antibody, Dako]. Images
were captured with an Olympus Vanox AHBT3 microscope
and digitalized with a Sony 3CCD.

Blood sampling

Once the animal was fully anesthetized and the vital signs were
stable, the femoral vein was accessed percutaneously with an
18-gauge needle and a 6F arterial sheath for blood withdraw-
als. Blood was drawn at three different time points: TO
(baseline), which was 20 min after heparin bolus administra-
tion and just prior to the start of LAD coronary artery
occlusion; T30 (30 min after onset of ischemia); and T90
(90 min after start of ischemia). The first 3 mL of blood were
discarded, and blood was withdrawn gently to minimize shear-
induced platelet activation. Blood from sham-operated animals
was drawn at the same time points.

Cardiac troponin-1 (¢Tnl) levels Blood was induced to clot
(20 min at 37 °C) to obtain serum (4 °C, 15 min, 1800 g)
that was stored at — 80 °C until ¢cTnl analysis. The quantitative
determination of pig ¢Tnl in serum was performed by using an
ADVIA Centaur Automated Chemiluminescence System

© 2008 International Society on Thrombosis and Haemostasis



(Bayer Corporation) in a medical analysis laboratory. The
sensitivity threshold for ¢TnI was 0.01 ng mL™". Values above
0.1 ng mL™" were considered to be positive for ¢cTnl.

Hematologic, coagulation and biochemical parameters Blood
was collected in sodium citrate (0.16 mol L™"), gently mixed,
and immediately centrifuged at 2800 x g to obtain plasma for
subsequent hematologic determinations (System 9000, Serono-
Baker Diagnostics, Allentown, Philadelphia, PA, USA),
coagulometry [fibrinogen concentration, standard prothrom-
bin time (PT), activated partial thromboplastin time (APTT);
ST4, Diagnostica Stago] and routine biochemical analysis
(glucose, lipids, and liver and kidney parameters).

Circulating cytokines and nCRP measurement: Cytokines
(IL-6 and TNF-0) and nCRP were analyzed in plasma and
serum, respectively, using commercially available enzyme-
linked immunosorbent assay kits (porcine IL-6 and porcine
TNF-o from Quantikine Porcine Kits from R&D Systems;
porcine nCRP from Immunological Consultant Laboratories).
According to the manufacturers, the minimum detection limits
for IL-6, TNF-ot and nCRP are 10 pg mL™, 3.7 pg mL™", and
20 ng mL™", respectively.

Peripheral blood mononuclear cell (PBMC) isolation: Twenty
milliliters of blood were collected into EDTA tubes at the three
tested time points (T0, T30, and T90) from all animals. All blood
samples were immediately subjected to Ficoll-paque Plus
(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA) density
gradient centrifugation to isolate PBMCs. Samples were
counted and then directly frozen in liquid nitrogen and stored
at — 80 °C until mRNA and protein evaluation.

Real-time polymerase chain reaction (PCR) analysis

Perinecrotic and non-ischemic myocardial tissue, and PBMC
mRNA and protein, were extracted with Tripure Reagent
(Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN, USA)
according to the manufacturer’s instructions. Tissue factor
(TF), cyclo-oxygenase (Cox)-2, CRP and monocyte chemo-
attractant protein-1 (MCP-1/CCL2) mRNA levels were ana-
lyzed by real-time PCR (7000 Sequence Detection System of
ABIPRISM; Applied Biosystems) in both PBMCs and the
perinecrotic myocardium. In addition, IL-6 and TNF-o gene
expression was also evaluated in the cardiac tissue. TagMan
fluorescent real-time PCR primers and probes (-FAM-MGB)
were designed with the use of PRIMER ExprEss 2.0 software
from Applied Biosystems, and real-time PCR was performed
(see Supporting Information). The threshold cycle (C,) values
were determined and normalized to the housekeeping gene 18S
rRNA in order to adjust for equal amounts of RNA.

Immunoblotting

The protein phase recovered from the Tripure Reagent was
quantified by using the bicinchonic acid method (Pierce
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Biotechnology, Rockford, IL, USA). Samples (30 pg per lane)
were subjected to sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel
electrophoresis and blotted onto nitrocellulose membranes.
Blots were blocked for 2 h at room temperature, and then
incubated overnight at 4 °C with antibodies known to cross-
react with pig proteins, including anti-TF (American Diag-
nostica, Greenwich, CT, USA), anti-Cox-2 (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), anti-MCP-1/CCL2
(Cell Signaling), and anti-mCRP (monocloncal mCRP; kindly
provided by L. A. Potempa). Thereafter, membranes were
incubated with horseradish peroxidase-conjugated secondary
antibodies and detected with a SuperSignal chemiluminescence
system (Pierce). Protein expression was determined using a
computerized software package (QUANTITY-ONE; Bio-Rad),
and B-actin was used as a protein loading control.

Platelet activation assays

Platelet adhesion Type I collagen-coated slides were prepared
and placed in a parallel plate chamber, described in detail
elsewhere [10]. Briefly, the flow chamber was assembled and
filled with Tyrode’s buffer. A peristaltic pump was used to
perfuse the buffer through the chamber. After 1 min of buffer
preperfusion, blood was introduced into the chamber at a
constant shear rate of 1500 s™' for 5 min. At the end of blood
perfusion, buffer was again circulated for 1 min through the
chamber under identical flow conditions. The entire system was
kept at 37 °C. After perfusions, collagen-coated slides were
carefully removed from the system, rinsed with PBS, and fixed
with paraformaldehyde for 15 min. The fixed slides were then
washed with PBS and mounted on glass slides with Glycerol
Mounting Medium (Dako Cytomation, Copenhagen,
Denmark). Five fields along the adhesion surface were
systematically acquired for total platelet deposition (field:
750 x 750 pm). Images were analyzed with a commercial
software package (METAMORPH; Universal Imaging Corp.,
West Chester, PA, USA). The surface covered by platelets was
expressed as the area covered by platelets per field analyzed
(um?/field). Further information regarding platelet adhesion
analysis is provided in the supporting information.

Western blot analysis of platelet-activated RhoA Blood was
collected in acid citrate dextrose solution for platelet RhoA
antigen determination (anti-RhoA; Santa Cruz Biotech-
nology). Platelets were isolated and subfractioned for both
total and cytosolic/membrane RhoA fraction evaluation, as
previously described [11].

Statistical analysis

Continuous variables are expressed as mean + standard error
of the mean. The differences between different time periods and
animal groups were evaluated using a one-way ANovA followed
by Scheffé’s comparison. A P-value < 0.05 was considered to
be significant. All statistical analyses were performed with the
statistical software package STATVIEW.
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Results

Successful LAD coronary artery occlusion was achieved in all
19 cases, and was associated with the expected electrocardio-
graphic pattern of total coronary occlusion (ST-segment
elevation). One animal died due to refractory ventricular
fibrillation during the procedure. Therefore, 18 pigs were used
(14 pigs undergoing AMI, and four sham-operated control
animals). All animals showed a similar mean heart rate
(69 = 5 beats min~") and Po,2 (97% =+ 1%) during the
procedure.

Myocardial damage assessment

All animals showed a comparable percentage of LAD artery
occlusion (72.7% =+ 2% LAD artery occlusion). Ninety
minutes of ischemia resulted in an infarct size of the left
ventricle of 25% + 1% and a 29% deterioration in heart
function (74% =+ 3% vs. 45% = 2% left ventricle ejection
fraction; P < 0.05).

Serum levels of cTnl were elevated 30 min after the onset of
ischemia when compared to TO (0.14 = 0.03 ng mL™" vs.
0.02 + 0.005 ng mL™", respectively; P < 0.001) and further
increased  after 90 min  of  coronary  occlusion
0.25 + 0.06 ng mL™"; P < 0.001 vs. T30 and TO0), indicating
a progressive ischemia-induced myocardial cell injury. cTnl
levels in sham-operated animals were below the positive
detection limit (0.1 ng mL™") throughout the evaluated period
(mean: 0.029 + 0.005 ng mL™").

Myocardial response to ischemia

Histopathologic analyses of both non-infarcted hearts (sham-
operated animals; n = 4) and the peri-infarcted myocardial
zone of pigs that underwent 90 min of ischemia (n = 7) are
shown in Fig. 1. In comparison to sham-operated non-
ischemic hearts (Fig. 1A,B), 90 min of ischemia induced a
high interstitial inflammatory response in the injured myocar-
dium (Fig. 1C—-E).

Real-time PCR analysis of peri-infarcted cardiac tissue from
ischemic hearts vs. sham-operated animals revealed similar
gene expression levels of Cox-2 (0.86 = 0.11 vs. 1.11 £ 0.2),
MCP-1/CCL2 (0.52 + 0.06 vs. 0.49 + 0.12), and TF
(0.47 + 0.05 vs. 0.46 £ 0.08). In contrast, there was marked
upregulation (P < 0.05) of IL-6, TNF-o. and mCRP mRNA
and protein expression in the peri-infarcted myocardium when
compared to non-ischemic tissue (Fig. 2A—D). Immunohisto-
chemical analysis corroborated the marked mCRP overexpres-
sion that was associated with myocardial infiltrated
macrophages (HAM-56-positive cells; Fig. 3).

Evolution of the hematologic, biochemical and coagulation
parameters

Red blood cell, hematocrit, platelet and white blood cell
counts were all within the normal physiological range for

2.5-month old pigs at TO, T30 and T90 in both groups of
animals (subjected to ischemia and sham-operated animals;
Table SA). Furthermore, the distribution of lymphocytes,
granulocytes and monocytes in peripheral whole blood was
also similar among the different time points. Biochemical
parameters, measured at baseline and at the end of the
ischemic  period, were within physiological ranges
(Table SB). PT and fibrinogen levels remained similar
between the different tested periods, whereas APTT mean
ratio was decreased from T30 onwards (Table SC;
P < 0.05), according to the metabolization of the bolus
of heparin in all animals.

Time of ischemia increases PBMC activation

mRNA expression  Ischemia induced a time-dependent
increase in TF, Cox-2 and MCP-1/CCL2 gene transcription
when compared to baseline and sham-operated animals, as
shown in Fig. 4A—C. Thus, at 30 min after the onset of
ischemia, there was a trend (P = 0.09) towards an increase in
TF mRNA levels that reached significance at T90, with a two-
fold increase when compared to baseline (P < 0.05). Cox-2
mRNA expression was already enhanced at T30 (P < 0.05 vs.
baseline), and longer ischemia periods (T90) further increased
Cox-2 gene expression, there being a two-fold increase vs. TO
(P < 0.05 vs. T30; P < 0.001 vs. T0). Thirty minutes of
ischemia sufficed to induce high expression of MCP-1/CCL2
mRNA (2.5-fold higher than baseline), which remained high at
T90. Interestingly, sham-operated animals showed no changes
in TF, Cox-2 and MCP-1 gene expression at any tested time
periods, with levels comparable to baseline values in animals
subjected to ischemia. Finally, CRP levels in PBMCs were
similar in all studied animals (data not shown).

Antigen levels TF protein levels showed a highly significant
increase at T90 (2.5-fold increase vs. baseline and sham-
operated animals; P < 0.05; Fig. 4D). Ischemia also time-
dependently increased Cox-2 total protein content in PBMCs.
Thus, 30 min of ischemia caused a 34% increase in Cox-2
protein expression vs. baseline amounts (P < 0.05), whereas a
further 60 min of ischemia (T90) was associated with an
additional 56% increase (P < 0.05 vs. T30) in Cox-2
expression (89% increase vs. baseline; P < 0.001; Fig. 4E).
MCP-1 protein expression reached a plateau at 30 min after
the onset of ischemia (2.2-fold increase vs. baseline; P < 0.05;
Fig. 4F). Again, protein levels of TF, Cox-2 and MCP-1 in
sham-operated animals remained constant during the 90-min
experimental procedure, and were comparable to baseline
values (¢ = 0) in animals subjected to ischemia.

Time effect of ischemia on circulating IL-6, TNF-o. and nCRP
levels

There was a time-dependent rise in systemic plasma levels of
IL-6 and TNF-o in animals subjected to ischemia, as detailed in
Table 1. No variations were detected in serological nCRP levels
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Fig. 1. Histopathologic analysis of the peri-infarcted myocardial zone. Ninety minutes of ischemia was associated with inflammatory infiltrate in the
peri-infarcted myocardium (C—E), as assessed by hematoxylin—eosin staining, when compared to non-infarcted myocardium (A, B) from sham-operated

animals. Black arrows indicate inflammatory infiltrate.

between all animals (mean: 34.4 + 3.6 ng mL™"), with values
being within the range for healthy pigs [12,13].

Ischemia increases platelet activation

Platelet adhesion  Platelet activation was evaluated by
measuring adhesion to collagen type I fibrils perfused at a
wall shear rate of 1500 s™'. Ischemia significantly increased
platelet deposition (five-fold increase vs. baseline and sham-
operated animals at all tested time points; Fig. 5); the surface
covered by platelets significantly increased  from
0.23 + 0.09 x 10° pm? at TO to 1.07 + 0.029 x 10° pm? and
1.03 + 0.021 x 10° pm® at 30 and 90 min of ischemia,
respectively (P < 0.001). Sham-operated animals displayed a
mean platelet-covered area of 0.21 + 0.026 x 10° pm?.

RhoA activation As shown in Fig. 6, 30 min of ischemia
increased RhoA translocation to the platelet membrane,

© 2008 International Society on Thrombosis and Haemostasis

indicating platelet activation (P < 0.001 vs. baseline and
sham-operated animals), whereas sham-operated animals
displayed similar RhoA cytosol/membrane ratios throughout
the procedure.

Discussion

In the present study, we have demonstrated, in an experimen-
tally induced STEMI-like model without atherosclerosis, that
myocardial injury as the result of short-term ischemia triggers
the activation of recruited and circulating peripheral mononu-
clear cells and renders circulating platelets more susceptible to
activation and deposition. Indeed, 90 min of coronary occlu-
sion resulted in an increase in IL-6, TNF-o and mCRP cardiac
expression, histopathologic evidence of leukocyte infiltrates
surrounding the necrotic area, higher levels of circulating
proinflammatory cytokines, enhanced PBMC gene and protein
expression of Cox-2, MCP-1, and TF, and increased platelet
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Fig. 2. Interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor-o. (TNF-o) and C-reactive protein (CRP) mRNA analysis in the peri-infarcted myocardium. Coronary
occlusion for 90 min was associated with clear upregulation of IL-6, TNF-o and CRP gene expression levels in the peri-infarcted myocardial zone when
compared to non-ischemic animals (sham-operated animals). Modified CRP protein was also enhanced after the ischemic period (C). AMI, acute
myocardial infarction; mCRP, modified CRP. *P < 0.05 vs. sham-operated animals.
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Fig. 3. C-reactive protein (CRP) immunohistochemical localization in the peri-infarcted myocardium. Modified CRP (mCRP; A, C) and macrophage
[human alveolar macrophage-56 (HAM-56); B, D] content was assessed by immunohistochemical analysis in both sham-operated animals (A, B) and
ischemic animals (C, D). Immunostaining of the peri-infarcted myocardium indicates mCRP-positive staining in cardiac infiltrated macrophages (see black
arrows). Perinecrotic myocardium shows loss of integrity because of ischemic injury.

adhesion to collagen-coated surfaces. In addition, we report for distinct isoforms of CRP with different activities and functions
the first time that infiltrated cardiac macrophages express have been described; the classically studied serum CRP, the
mCRP. Certainly, our results do not exclude the expression of ~ pentameric or native CRP (nCRP) [14], and the monomeric or
mCRP by other cardiac resident or infiltrating cells. Recently, modified CRP (mCRP) found in fibrous tissues of normal and
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Fig. 4. Effects of time of ischemia on circulating mononuclear cells. (A—C) Effect of time of ischemia (30 and 90 min) on tissue factor (TF) (A),
cyclo-oxygenase-2 (Cox-2) (B) and monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1/CCL2) (C) mRNA expression in peripheral mononuclear cells.
(D—F) Effect of time of ischemia on TF (D), cyclo-oxygenase-2 (Cox-2) (E) and MCP-1/CCL (F) protein expression in peripheral mononuclear cells.

*P < 0.05 vs. baseline (T0) and sham-control animals; TP < 0.05 vs. T30.

Table 1 Circulating interleukin-6 (IL-6) and tumor necrosis factor-o (TNF-o) levels

Animals subjected to ischemia

Sham-operated animals

Baseline 30 min 90 min Baseline 30 min 90 min
TNF-o (pg mL™") Mean 93.27 236.74** 240.38%* 82.89 88.73 99.68
SEM 5.06 44.50 29.30 8.64 19.54 14.14
IL-6 (pg mL™") Mean 18.91 20.28 28.08* 18.75 18.25 18.73
SEM 0.98 1.17 4.30 1.60 1.04 0.83

SEM, standard error of the mean. *P < 0.05 vs. baseline and ¢ =

atherosclerotic plaques [15,16]. We have recently shown that
mCRP, unlike nCRP, is able to induce thrombosis upon
exposure to blood [17] and has proinflammatory effects
[18—20]. Moreover, we have also demonstrated the ability of
CREP to directly promote angiogenesis [21]. Further cell culture
studies are in progress to elucidate both the link between
ischemia and cardiac CRP stimulation and its role within the
different cell types that gather upon tissue damage.

The early, marked, ischemia-related upregulation of proin-
flammatory cytokines (IL-6 and TNF-o) in the perinecrotic
myocardium probably contributed to macrophage recruitment
via chemokine synthesis. In fact, we detected a concomitant
time-dependent increase in circulating cytokines. Once in the
myocardium, macrophages were subsequently challenged to
express mCRP, amplifying the proinflammatory stimulus.
Interestingly, neither PBMC mCRP gene expression nor nCRP
systemic levels showed variations throughout the study.

© 2008 International Society on Thrombosis and Haemostasis

30; **P < 0.001 vs. baseline.

Indeed, hepatic production of nCRP is mainly regulated by
IL-6, and thus it would be expected that an IL-6 rise would
precede hepatic nCRP synthesis. nCRP has been shown to
peak at about 48 h [22], and that a period of 10 h must elapse
between the initiation of nCRP synthesis and the time when
nCRP levels become measurable in the serum. Our results also
revealed early upregulation (30 min after onset of ischemia) of
MCP-1/CCL2 gene and protein expression in systemic circu-
lating PBMCs. MCP-1/CCL2 regulates migration and infiltra-
tion of monocytes into tissues, probably initiating a positive
proinflammatory/chemotactic feedback loop. However, MCP-
1 has also been shown to elicit a variety of other pathologic
responses affecting thrombosis, restenosis, proliferation and
migration of vascular smooth muscle cells, angiogenesis, and
oxidative stress [23]. Additionally, inducible Cox-2 and TF
expression were also induced in PBMCs. On the one hand,
ischemia time-dependently increased the expression of the
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Fig. 6. Evaluation of RhoA activation in platelets. The total amount of
RhoA was unchanged throughout the tested periods, whereas 30 min of
ischemia markedly increased RhoA translocation, measured as cytosol
(cyt)/membrane (mb) ratio. AMI, acute myocardial infarction. *P < 0.05
vs. t = 0 and sham-operated animals.
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proinflammatory Cox-2 enzyme, which, via prostaglandin
generation, may boost the proinflammatory milieu (e.g.
increased vascular permeability, and chemotaxis) [24]. On the
other hand, a 90-min ischemic period also resulted in a
significant increase in TF, which is a key player in the activation
of the thrombotic pathway, eventually leading to thrombin
generation, platelet activation, and fibrin clot formation [25].

Ischemia, however, not only seemed to exert an acute
proinflammatory triggering effect on the white cell lineage,
but also rendered platelets more susceptible to activation,
despite animals being pretreated with clopidogrel. Thus,
platelet hyper-responsiveness associated with ischemia was
confirmed at both the functional level (platelet adhesion on
collagen under flow) and the molecular level (RhoA membrane
translocation in non-stimulated circulating platelets). In this
latter regard, the small-GTPase RhoA is involved in actin
cytoskeleton reorganization leading to platelet receptor activa-
tion (e.g. glycoprotein IIb/glycoprotein Illa) [26]. However,
besides promoting cell adhesion and aggregation, activated
platelets accelerate and enhance the already established
inflammatory process [27]. In fact, over the past decade,
compelling clinical and preclinical evidence has emerged
connecting the inflammatory response and thrombosis and
vice versa through the CD40—CD40L system [28,29]. Unfor-
tunately, as a limitation of the study and because of species-
related lack of recognition antibodies, we were unable to
analyze the CD40—CD40L axis.

In summary, besides the ongoing inflammatory reaction in
systemic atherosclerosis and/or the coronary culprit plaques,
onset of acute ischemia induces an additional ischemia-related
inflammatory boost in acute coronary syndromes. Taking into
consideration that the magnitude of the systemic inflammatory
response seems to be a strong predictor of future cardiovas-
cular events [2], strategies aimed at reducing the inflammatory
response seem to be needed. In fact, the recently reported
Jupiter Trial [30] has demonstrated rosuvastatin-related ben-
eficial effects (reduction in cardiovascular morbidity and
mortality) through CRP reduction in patients with no evidence
of pre-existing cardiovascular disease and normal low-density
lipoprotein cholesterol. On the other hand, although the
mechanisms that lead to atherothrombotic coronary occlusion
at a given time point are as yet uncontrolled, both TF and
enhanced platelet reactivity are critical triggers for acute
thrombus formation. Our results demonstrating an acute and
time-dependent effect of ischemia (probably through damaged
myocardium/cytokine networks) on circulating PBMCs and
platelets may contribute to a better understanding of the
complex mechanisms that may underlay the benefits of rapid
revascularization upon coronary occlusion.

Acknowledgements

The authors had full access to the data and take responsibility
for its integrity. All authors have read and agree to the
manuscript as written. P. Catalina, S. Huertas, O. Garcia, M.
Canovas and O.Juan-Babot were vital for the proper conduct
of the basic experiments. We thank L. A. Potempa for kindly
providing the anti-mCRP antibody. G. Vilahur, R. Hernandez-
Vera, B. Molins, L. Casani and L. Badimon are members of
CIBEROBN Pathophysiology of Obesity and Nutrition-
Institute Carlos III and are funded by PNS 2006-10091 from
MEC (Spain). G. Vilahur is a recipient of a grant from the
Science and Education Spanish Ministry (JAC-MEC, Spain),

© 2008 International Society on Thrombosis and Haemostasis



R.

Hernandez-Vera is a pre-doctoral CSIC fellow (JAE-CSIC,

Spain), and B. Molins is a pre-doctoral fellow of Generalitat de
Catalunya. X. Duran and T. Padro state that they have no
conflict of interest.

Disclosure of Conflict of Interests

The authors state that they have no conflict of interest.

Supporting Information

Additional Supporting Information may be found in the online
version of this article:

Methods (Supplemental file).
Table S1. Follow-up of hematologic (A), biochemical (B) and

coagulation (C) parameters in

sham-operated animals

(SHAM) and animals subjected to ischemia (acute myocardial
infarction). *P < 0 05 vs. baseline.

Please note: Wiley-Blackwell are not responsible for the content
or functionality of any supporting materials supplied by the
authors. Any queries (other than missing material) should be
directed to the corresponding author for the article.

References

—_

o

(%)

o~

w

[N

]

=]

e}

10

12

Heidenreich PA, Alloggiamento T, Melsop K, McDonald KM, Go
AS, Hlatky MA. The prognostic value of troponin in patients with
non-ST elevation acute coronary syndromes: a meta-analysis. J Am
Coll Cardiol 2001; 38: 478—85.

Ross R. Atherosclerosis is an inflammatory disease. Am Heart J 1999;
138: S419-20.

Libby P. Inflammation in atherosclerosis. Nature 2002; 420: 868—74.
Cusack MR, Marber MS, Lambiase PD, Bucknall CA, Redwood SR.
Systemic inflammation in unstable angina is the result of myocardial
necrosis. J Am Coll Cardiol 2002; 39: 1917—23.

Hoffman M, Blum A, Baruch R, Kaplan E, Benjamin M. Leukocytes
and coronary heart disease. Atherosclerosis 2004; 172: 1—6.

Kukielka GL, Smith CW, Manning AM, Youker KA, Michael LH,
Entman ML. Induction of interleukin-6 synthesis in the myocardium.
Potential role in postreperfusion inflammatory injury. Circulation
1995; 92: 1866—75.

Kakio T, Matsumori A, Ono K, Ito H, Matsushima K, Sasayama S.
Roles and relationship of macrophages and monocyte chemotactic and
activating factor/monocyte chemoattractant protein-1 in the ischemic
and reperfused rat heart. Lab Invest 2000; 80: 1127—36.

Libby P, Ridker PM. Novel inflammatory markers of coronary risk:
theory versus practice. Circulation 1999; 100: 1148—50.

Ibanez B, Prat-Gonzalez S, Speidl WS, Vilahur G, Pinero A, Cimmino
G, Garcia MJ, Fuster V, Sanz J, Badimon JJ. Early metoprolol
administration before coronary reperfusion results in increased myo-
cardial salvage: analysis of ischemic myocardium at risk using cardiac
magnetic resonance. Circulation 2007; 115: 2909—16.

Lawrence MB, McIntire LV, Eskin SG. Effect of flow on polymorpho-
nuclear leukocyte/endothelial cell adhesion. Blood 1987; 70: 1284—90.
Bulhak A, Roy J, Hedin U, Sjoquist PO, Pernow J. Cardioprotective
effect of rosuvastatin in vivo is dependent on inhibition of geranyl-
geranyl pyrophosphate and altered RhoA membrane translocation.
Am J Physiol Heart Circ Physiol 2007; 292: H3158—63.

Tam CS, Wong M, Tam K, Aouad L, Waters KA. The effect of acute
intermittent hypercapnic hypoxia treatment on IL-6, TNF-alpha, and
CRP levels in piglets. Sleep 2007; 30: 723—7.

© 2008 International Society on Thrombosis and Haemostasis

2

k=1

2

22

2!

9%

24

25

2

=N

27

28

29

30

Ischemia effects on local and systemic inflammation 493

Martinez-Subiela S, Eckersall PD, Campbell FM, Parra MD, Fuentes
P, Ceron JJ. A time-resolved immunofluorometric assay for porcine
C-reactive protein quantification in whole blood. Luminescence 2007,
22: 171—6.

Wu Y, Wang HW, Ji SR, Sui SF. Two-dimensional crystallization of
rabbit C-reactive protein monomeric subunits. Acta Crystallogr D Biol
Crystallogr 2003; 59: 922—6.

Diehl EE, Haines GK 3rd, Radosevich JA, Potempa LA. Immuno-
histochemical localization of modified C-reactive protein antigen in
normal vascular tissue. 4m J Med Sci 2000; 319: 79—83.

Krupinski J, Turu MM, Martinez-Gonzalez J, Carvajal A, Juan-
Babot JO, Iborra E, Slevin M, Rubio F, Badimon L. Endogenous
expression of C-reactive protein is increased in active (ulcerated
noncomplicated) human carotid artery plaques. Stroke 2006; 37:
1200—4.

Molins B, Pena E, Vilahur G, Mendieta C, Slevin M, Badimon L.
C-reactive protein isoforms differ in their effects on thrombus growth.
Arterioscler Thromb Vasc Biol 2008; 28: 2239—46.

Khreiss T, Jozsef L, Potempa LA, Filep JG. Opposing effects of
C-reactive protein isoforms on shear-induced neutrophil—platelet
adhesion and neutrophil aggregation in whole blood. Circulation 2004;
110: 2713-20.

Khreiss T, Jozsef L, Potempa LA, Filep JG. Conformational
rearrangement in C-reactive protein is required for proinflammatory
actions on human endothelial cells. Circulation 2004; 109: 2016—22.
Potempa LA, Zeller JM, Fiedel BA, Kinoshita CM, Gewurz H.
Stimulation of human neutrophils, monocytes, and platelets by mod-
ified C-reactive protein (CRP) expressing a neoantigenic specificity.
Inflammation 1988; 12: 391—405.

Turu MM, Slevin M, Matou S, West D, Rodriguez C, Luque A, Grau-
Olivares M, Badimon L, Martinez-Gonzalez J, Krupinski J. C-reactive
protein exerts angiogenic effects on vascular endothelial cells and
modulates associated signalling pathways and gene expression. BMC
Cell Biol 2008; 9: 47.

Vigushin DM, Pepys MB, Hawkins PN. Metabolic and scintigraphic
studies of radioiodinated human C-reactive protein in health and dis-
ease. J Clin Invest 1993; 91: 1351—-7.

Egashira K. Molecular mechanisms mediating inflammation in vas-
cular disease: special reference to monocyte chemoattractant protein-1.
Hypertension 2003; 41: 834—41.

Linton MF, Fazio S. Cyclooxygenase-2 and inflammation in athero-
sclerosis. Curr Opin Pharmacol 2004; 4: 116—23.

Badimon L, Badimon JJ, Vilahur G, Segales E, Llorente V. Patho-
genesis of the acute coronary syndromes and therapeutic implications.
Pathophysiol Haemost Thromb 2002; 32: 225—31.

Ridley AJ, Hall A. The small GTP-binding protein rho regulates the
assembly of focal adhesions and actin stress fibers in response to
growth factors. Cell 1992; 70: 389—99.

Gawaz M. Role of platelets in coronary thrombosis and reperfusion of
ischemic myocardium. Cardiovasc Res 2004; 61: 498—511.

Henn V, Slupsky JR, Grafe M, Anagnostopoulos I, Forster R, Muller-
Berghaus G, Kroczek RA. CD40 ligand on activated platelets triggers
an inflammatory reaction of endothelial cells. Narure 1998; 391:
591—-4.

Henn V, Steinbach S, Buchner K, Presek P, Kroczek RA. The
inflammatory action of CD40 ligand (CD154) expressed on activated
human platelets is temporally limited by coexpressed CD40. Blood
2001; 98: 1047—54.

Ridker PM, Fonseca FA, Genest J, Gotto AM, Kastelein JJ, Khurmi
NS, Koenig W, Libby P, Lorenzatti AJ, Nordestgaard BG, Shepherd
J, Willerson JT, Glynn RJ. Baseline characteristics of participants in
the JUPITER trial, a randomized placebo-controlled primary pre-
vention trial of statin therapy among individuals with low low-density
lipoprotein cholesterol and elevated high-sensitivity C-reactive protein.
Am J Cardiol 2007; 100: 1659—64.






Atherosclerosis 206 (2009) 95-101

journal homepage: www.elsevier.com/locate/atherosclerosis

Contents lists available at ScienceDirect

Atherosclerosis

Induction of RISK by HMG-CoA reductase inhibition affords cardioprotection
after myocardial infarction™

Gemma Vilahur?P, Laura Casani®P, Esther Pefia®P, Xavier Duran?,
Oriol Juan-Babot?, Lina Badimon®P-¢:*

2 Cardiovascular Research Center, CSIC-ICCC, Barcelona Spain
b Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, CIBEROBN-Instituto Salud Carlos I1I, Barcelona, Spain

€ UAB, Barcelona, Spain

ARTICLE INFO

ABSTRACT

Article history:

Received 23 December 2008

Received in revised form 20 January 2009
Accepted 5 February 2009

Available online 20 February 2009

Keywords:

RISK pathway
Myocardial infarction
Apoptosis

Molecular biology
Heart function

Objectives: Coronary occlusion and revascularization leads to myocardial damage and heart function dete-
rioration. Statins can regress atherosclerosis and modulate platelet function, but their effect on post-acute
myocardial infarction (AMI) injury remains to be fully determined. We sought to examine whether rosu-
vastatin (R) exerts any effect on the RISK/apoptosis pathway when administered early after coronary
reperfusion.
Methods: Pigs were fed 10 days a hypercholesterolemic diet before AMI induction and thereafter for
7 days randomly distributed to receive R or placebo (C) with the same diet. At sacrifice, hearts were
sliced and alternatively collected for Ml size and molecular analysis (gene and protein expression) in the
peri-infarcted and remote myocardium. The RISK components (PKC, Erk2, and Akt/PKB) and downstream
targets (HIF-1a and VEGF), and cell survival/apoptosis markers (Bcl-2, Bax, and Caspase-3) were analyzed.
Annexin-V, Mito-Tracker staining, and inflammatory infiltration were also evaluated.
Results: R enhanced PKC, Erk2, Akt/PKB and its downstream effectors, and attenuated inflammation and
cardiomyocyte apoptosis in the peri-infarcted zone (p <0.05). No changes were detected in the remote
myocardium. Infarct size was smaller in R than in C pigs (7% absolute reduction; 36% relative reduction;
p<0.05) and was associated with an absolute 12% recovery of LVEF (24% relative restoration; p <0.05 vs.
post-AMI).
Conclusions: HMG-CoA inhibition early after reperfusion activates RISK kinases, reduces the extent of
damaged myocardium, and improves heart function.

© 2009 Published by Elsevier Ireland Ltd.

1. Introduction

group analysis of large clinical trials [2,6] and clinical studies
[7,8] have suggested that lipid levels modification alone cannot

Total occlusion of coronary arteries by thrombosis leads to
myocardial infarction inducing necrosis, apoptosis, and repro-
gramming of myocyte function. Several landmark clinical trials
have demonstrated that administration of HMG-CoA reductase
inhibitors reduce the risk of coronary events and mortality in
patients with CAD [1-3]. Statins have also shown to retard pro-
gression or stimulate regression of human coronary plaques [4,5],
improve endothelial function, decrease inflammation, and reduce
thrombogenicity. All these anti-atherothrombotic effects are due
to systemic cholesterol-lowering mechanisms [1,2]. However, sub-

7 This study was partially presented at the European Society of Cardiology 2008
receiving the Young Investigation Award in Thrombosis.
* Corresponding author at: Cardiovascular Research Center, c/Sant Antoni
M¢Claret 167, 08025 Barcelona, Spain. Tel.: +34 935565880; fax: +34 935565559.
E-mail address: 1.badimon@csic-iccc.org (L. Badimon).

0021-9150/$ - see front matter © 2009 Published by Elsevier Ireland Ltd.
doi:10.1016/j.atherosclerosis.2009.02.009

explain all of the clinical benefits associated to statin treatment
[9]. It has become increasingly apparent that statins are involved
not only in immunomodulation [10], neuroprotection [11], and
cellular senescence [12], but also in cardiovascular protection
on ischemia/reperfusion (I/R) injury [13,14], and oxidative stress
reduction [15]. Early reperfusion is a requirement to salvage viable
myocardium, following an acute MI. Reperfusion of ischaemic
myocardium, however, can paradoxically result in myocyte death:
a phenomenon termed lethal reperfusion-induced injury [16].
Indeed, fairly recent evidence has involved apoptotic cell death,
during the phase of reperfusion, as an important contributor to the
extent of MI [17]. Hence, targeting anti-apoptotic mechanisms of
cellular protection at the time of reperfusion may offer a potential
approach to attenuate reperfusion-induced cell death.

The RISK pathway includes a group of pro-survival anti-
apoptotic protein kinases such as Akt/PKB, PKC, and the MAPK
Erk1/2 (p44/p22) that by inhibiting mitochondrial permeability
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transition pore (mPTP) opening, prevent cell death at the time
of myocardial reperfusion [18]. Multiple preclinical studies have
demonstrated that the cardioprotective effects associated to several
pharmacological agents (e.g., insulin, transforming growth factor-f3,
etc.) [19] are linked to the activation of the RISK pathway. More-
over, previous studies performed in small animal models have
shown that statins may exert cardioprotection through kinases
and vascular eNOS activation [14,20,21]. However, the poten-
tial effect of statins on both the RISK and apoptotic pathway
components and their eventual outcome in heart function has
not been previously addressed. Here we demonstrate, in a pig
experimental model of closed-chest balloon occlusion, that early
treatment with rosuvastatin after coronary reperfusion: (1) acti-
vates the Akt/PKB-Erk2/p42-PKC pathway and the downstream
targets HIF-1a/VEGF; (2) prevents myocardiocytes apoptosis and
inflammatory-cell infiltration into the ischemic border zone limit-
ing infarct size and (3) recovers heart function.

2. Materials and methods
2.1. Animal model and experimental design

Twelve pigs were fed over 10 days a hypercholesterolemic
diet (20%-fat, 2%-cholesterol, 1%-colic acid) before being subjected
to a closed-chest, 60 min mid-LAD balloon occlusion. Then, all
hypercholesterolemic pigs were randomly distributed to either
receive rosuvastatin 80 mg/day (R; 2.4 mg/kg; kindly provided by
AstraZeneca) or placebo-control (C). The first rosuvastatin dose was
administered 3 h post-infarction, and thereafter, it was given in a
daily-base (by hand) for the following 7 days because the average
time of patient hospitalization after MI is 1 week. Animals were
kept under the same hypercholesterolemic diet. This dose of rosu-
vastatin results in plasma concentrations close to those obtained in
humans [22]. The study protocol was approved by the Institutional
animal research committee.

2.2. Acute myocardial infarction model

Acute MI was experimentally induced as we have previously
described [23]. The angioplasty balloon was inflated after the first
diagonal branch of the LAD (complete occlusion was verified by flu-
oroscopy) for 60 min. At the end of the ischemic period the balloon
was deflated and removed, the ischemic area allowed to reperfused
(again verified by angioscopy) and the animals were allowed to
recover.

Within the procedure, one pig in the R group died because of
severe reperfusion arrhythmias, and one pig in the C group pre-
sented such heart collateral circulation that besides proper balloon
inflation in the LAD it was not associated with the expected ECG
pattern of coronary occlusion. Hence, we decided to exclude both
animals from the data analysis.

2.3. Cardiac function evaluation

In all animals a two-dimensional echocardiogram (Phillips iE33)
was performed with an apical two chamber view according to Simp-
son’s rule for LVEF assessment. Global left ventricle function (LVEF)
was performed before coronary occlusion (baseline), after 60 min
LAD occlusion (day AMI induction), and 7 days post-AMI (sacrifice).

2.4. Histological infarct size analysis

Following the sacrifice of the animals, hearts were firstly sub-
merged in saline to wash off blood and secreted molecules and cut
into 5-mm thick short-axis slices. Consecutive slices were alterna-
tively collected for either TTC staining or molecular evaluations.

mRNA and protein determinations of RISK pathway and down-
stream targets (HIF-1a and VEGF), cell survival/apoptotic markers,
eNOS, and RhoA were performed in the infarct border zone. Taking
into consideration our recently published data with MRI character-
ization of the infarct area, the peri-necrotic area would represent
around 6-8% of the LV (around 5mm of tissue surrounding the
necrotic area) [23]. In addition, tissue samples from the same
zone were embedded in OCT for confocal microscopy analysis of
mitochondrial morphology (Mito-Tracker®) and Annexin-V surface
expression. Indeed, the collection of tissue samples for both molec-
ular studies and infarct size analysis from each heart increases the
strength and reliability of our data. However, such an approach
unable the determination of area-at-risk by Evan’s Blue staining
that interferes with molecular determinations [24]. To exclude sig-
nificant collection of non-ischemic tissue as a contaminant to the
peri-necrotic sample, tissue from remote non-ischemic left ventri-
cle was collected for control testing in protein expression.

For infarct size analysis, slices were completely covered in 1%
TTC (Sigma-Aldrich) and then in 4% paraformaldehyde to delineate
viable from infarcted myocardium. The surviving tissue turned a
deep red whereas the infracted-necrotic tissue remained unstained.
For each section, images were taken and areas of TTC nega-
tive/positive tissue measured by an independent blinded observer
by planimetry (Image ]). Infarct borders were defined and volumes
of infarcted tissue calculated in terms of percentage of the left ven-
tricular myocardial volume.

2.5. Blood measurements, lipid levels and LDL oxidation

Blood samples were collected at baseline, the day of AMI
induction, and at sacrifice, for haematological, biochemical (liver
transaminases GOT and GPT), serum cholesterol levels analysis,
LDL oxidation potential [25], and quantitative determination of
troponin-1. Values above 0.1 ng/ml were considered positive for
cardiac troponin-1.

2.6. Immunoblotting

Tissue samples obtained from the peri-infarcted myocardium
(Fig. 1) and remote non-ischemic myocardium of all animal were
subjected to SDS-PAGE. Blots were incubated with antibodies
anti-phospho-Akt (P-Akt; Cell Signalling), anti-Akt-1 (Santa Cruz
Biotechnology); anti-Erk-2, and anti-Bcl-2 (Santa Cruz Biotechnol-
ogy); anti-PKC (Bioscience), anti-Bax (StressGen), anti-caspase-3
(StressGen) and anti-eNOS (Cell Signalling). Membrane-bound
secondary antibodies were detected using the SuperSignal chemi-
luminescence system (Pierce). Protein expression was determined
using a computerized software package (Quantity-One, Bio Rad)
and [3-actin was used for protein loading control.

RhoA antigen was determined (anti-RhoA, Santa Cruz Biotech-
nology) in both total and cytosolic-membrane fractions. Briefly,
tissue powder was homogenized (1 mol/L NaCl, 20 mmol/L Tris
pH 7.4, 1Tmmol/L DTT and protease inhibitors) and centrifuged
(100,000 x g, 45 min, 4 °C). The supernatant was collected (referred
to as the cytosolic fraction) and pellets were resuspended, and the
membrane proteins were extracted by incubation in 500 mmol/L
Tris—-HCI pH 7.4, 20% sodium dodecyl sulfate, 100 mmol/L sodium
orthovanadate, and protease inhibitors. The extract was centrifuged
at 12,000 x g for 10 min at 15°C. The supernatant was collected as
the membrane fraction.

2.7. Real-time PCR analysis
Powder tissue was homogenized in Tripure isolation reagent

(Roche Molecular Biochemicals) for RNA isolation. We evaluated
by real-time PCR analysis (7000-ABIPRISM, Applied Biosystems)
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Fig. 1. Histological infarct size analysis. Bar graphs indicating the % of necrotic left
ventricle and representative histological images of the infarct size in the control (C)-
and rosuvastatin (R)-treated groups. The negative-TTC staining (i.e., lack of dehy-
drogenase activity) represents the infarcted myocardium whereas the red-coloured
region represents the healthy and viable myocardial tissue. This figure also contains
arepresentative example of the penumbra region (i.e., peri-infarcted cardiac tissue)
obtained for molecular analysis. (For interpretation of the references to colour in
this figure legend, the reader is referred to the web version of the article.)

the following genes: (1) Erk-2 downstream target factor hypoxia
inducible factor (HIF)-1a and vascular endothelial growth factor
(VEGF), and the p38 MAPK and c-Jun N-terminal kinases (JNK);
(2) PKC; (3) caspase-3; and (4) eNOS. TagMan fluorescent real-
time PCR primers and probes (6-FAM-MGB) were designed by use
of Primer Express 2.0 software from Applied Biosystems and are
detailed in Table I (Supplemental file). The specificity and the opti-
mal primer and probe concentrations were previously tested. The
threshold cycle (C;) values were determined and normalized to the
housekeeping gene 18SrRNA in order to adjust for equal amounts
of RNA.

2.8. Confocal microscopy studies

Non-permeabilized OCT-embedded specimens were cut into
5-pm thick sections in order to examine the mitochondrial by
Mito-Tracker Red staining and apoptosis by Annexin-V-PE bound
to phosphatydylserine (Invitrogen). Hoetchs (Molecular Probes)
was used for nuclear staining. Images were acquired with the
Leica inverted fluorescence confocal microscope (Leica TCS SP2-
AOBS, Germany). Myocardial cells were viewed with objective
HCX/PL/APO 63x/0.7 IMM CORR. Fluorescent images were acquired
in a scan format of 1024 x 1024 pixels in a spatial data set and
were processed with the Leica Standard Software TCS-AOBS. Images
are shown as both fluorescent and merged with transmitted
light field. Annexin-V quantification analysis was performed (five

fields/animal) using a computer-based quantitative colour image
analysis system (Image ]) to assess the stained area (%) for each
section.

2.9. Myocardial white cells infiltration

Serially cut 5 wm sections from OCT-embedded samples were
obtained from the peri-infarcted myocardial zone (four sec-
tions/animal) and mounted on gelatinized slides for haematoxylin-
eosin staining of the inflammatory infiltration. Images were
captured with an Olympus Vanox AHBT3 microscope at 100x and
digitalized (Sony 3CCD) to assess, by Image ], the percentage of
inflammatory area for each section.

2.10. Colony forming units (CFU) assay

Both, after AMI induction and at sacrifice, peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) were isolated from 20ml of cit-
rate/dextran anticoagulated peripheral blood by Ficoll density
gradient centrifugation. PBMCs were then resuspended in EGM-2
medium (PromoCell) and plated in six-well culture plates coated
with 10 pg/ml human fibronectin (Harbor Bioproducts Inc.). After
2 days non-adherent cells were removed and fresh medium was
added. At day 7, adherent cells were analyzed by phase-contrast
microscopy and counted by their ability to develop CFUs by a
blinded observer.

2.11. Statistical analysis

Continuous variables are expressed as mean + standard error of
the mean. After testing for normal distribution and equality of vari-
ances with the F test, paired t-test was used to compare within
groups the change from randomization to study conclusion (e.g.,
LVEF and Tn-I) whereas unpaired t-test was used for all single time-
point measurements (e.g., infarct size, Western blot, RT-PCR, etc.) to
compare between R and C animals. A value of p <0.05 was consid-
ered significant. The statistical analyses were performed with the
statistical software package Statview.

3. Results
3.1. Effects of rosuvastatin in infarct size

Infarct size was significantly reduced by rosuvastatin (Fig. 1).
Treatment, that was initiated early after reperfusion and main-
tained throughout a 7-day period, induced a significant 7% absolute
reduction on infarct size (relative 36% reduction) in comparison to
C animals (p <0.05).

Serum levels of Tn-I were elevated in both groups 7 days
after AMI induction (R: 0.13+0.04ng/ml; C: 0.17 +0.05 ng/ml)
when compared to pre-AMI values (R: 0.024+0.003; C:
0.02 +£0.006 ng/ml; p<0.05).

3.2. Cardiac function and haemodynamic parameters

All animal groups displayed a significant and similar deterio-
ration in global LVEF 60 min after balloon occlusion (visualized by
a marked akinesia) that remained unchanged in control animals
(Table 1 panels A-C; p<0.0005). A 7-day R treatment was able to
recover cardiac function with a significant absolute improvement
of 12% in LVEF (~24% relative restoration) (Table 1C; p<0.0006)
whereas C animals showed a minor 3% relative recovery (p <0.05).
No variations were detected in cardiac rate and oxygen levels
between the different groups of animals (data not shown).
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3.3. Serum cholesterol levels and liver enzymes

Rosuvastatin treatment did not produce any significant differ-
ence in blood cell or platelet counts (data not shown). With regards
to liver transaminases, untreated control animals showed a sig-
nificant increase at day 7th in both GOT (754 171U vs. 36 £ 61U)
and GPT (66 +5 vs. 48 +31U) (p<0.05) with respect to baseline
pre-intervention values, whereas no changes were detected after
a 7-day treatment with rosuvastatin (GOT: 45+ 171U vs. 36 +31U;
GPT: 344+ 7 vs. 41 £ 11 IU). As shown in Table II (Supplemental file)
and as expected due to the short treatment period, no variations in
plasma lipid levels were detected among R-treated and C animals at
the different tested periods. All animals were maintained through-
out the entire experimental period under a hypercholesterolemic
diet (favouring cholesterol absorption over synthesis) in order to
exclude any systemic cholesterol lowering effects of rosuvastatin.
LDL oxidation, measured as maximal conjugated dienes (MaxDC)
was similar in both groups (382.7 +47.2 vs. 382.0 £ 82.2; p=N.S.).

3.4. Molecular studies

3.4.1. Immunoblot and real-time PCR analysis
Rosuvastatin was associated with higher protein expression of
the RISK kinases Akt/PKB (p-Akt/Akt ratio), MAPK Erk-2/p44, and

PKC in the myocardial border zone (Fig. 2 and Fig. | Supplemen-
tal file). In addition, R-treated animals showed an up-regulated
expression (p<0.05) of PKC and the Erk-2/p44 cardioprotective
downstream targets HIF-1a and VEGF genes (Fig. 3). No changes
were detected in the other MAPK ¢JNK and p38 between the
different groups (data not shown). Regarding the expression of pro-
apoptotic/anti-apoptotic signals, R lead to a higher pro-survival Bcl-
2/Bax ratio and conversely, a twofold decrease in cleaved-caspase-3
protein expression (Fig. 2 and Fig. | Supplemental file). Caspase-3
mRNA expression was also significantly decreased by R treatment
(72 +8% of control; p<0.05; Fig. 3). In the remote myocardium
pAkt, Erk-2, PKC, Bcl-2, Bax, and Truncated Casp-3 protein levels
were significantly lower than in the peri-necrotic (penum-
bra) area and did not differ between the two groups (data not
shown).

Neither eNOS mRNA nor protein levels were affected by a 7-day
treatment with a non-lipid lowering dose of rosuvastatin (99.8 + 6%
of control, p=0.98; Fig. I Supplemental file).

Total myocardial RhoA protein as well as both the cytosolic (inac-
tive) and membrane (active) fractions was determined by imm-
unoblotting. As depicted in Fig. 4A the total amount of RhoA
was unchanged. However, R markedly decreased RhoA translo-
cation, measured as membrane-to-cytosol ratio (p<0.001 vs. C;
Fig. 4B).
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Fig. 2. Protein expression levels in the infarct border zone of several components of the RISK pathway (A) and apoptotic cascade (B) in both control (C) and rosuvastatin-treated

animals (R). *p <0.05 vs. control animals (C).
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Table 1
Echocardiography analysis of heart function (left ventricle ejection fraction).
BSL Post-AMI Sacrifice
A
R
Mean 77.5 545" 66.61
S.EM. 3.2 4.2 33
C
Mean 75.4 59.5" 614"
S.EM. 45 3.4 3.8
BSL vs. Post-AMI Post-AMI vs. SAC
B
R
Mean 23.0° —12.21t
S.EM. 14 1.6
C
Mean 15.9° -1.9"
S.EM. 2.1 0.4
BSL vs. post-AMI (% change) Post-AMI vs. SAC (% change)
C
R
Mean -30.1" 23.7
S.EM. 2.5 4.5
C
Mean -21.0° 317
S.EM. 2.2 0.5

" p<0.0005 vs. baseline.
 p<0.0006 vs. post-AMI.
" p<0.05 vs. post-AMI.

3.4.2. Mito-Tracker® and Annexin-V detection by confocal
analysis

When compared to R-treated animals cardiac tissue from C
animal showed both an evident “ballooning/swelling” of the mito-
chondria (Fig. 5-1) and a marked exposition of phosphatidylserine
(PS)on the outer leaflet of the cell surface. Annexin positive area was
reduced an average 87% in rosuvastatin-treated animals (1.5 +£0.4%
in Canimals and 0.2 4+ 0.06% in R-treated animals; p < 0.05; Fig. 5-1I).
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3.4.3. Leukocyte infiltration

Histopathologic analysis of the peri-infarcted myocardial zone
showed a significant reduction in inflammatory-cell infiltrates
(23.8 £4.6% vs. 9.3 £2.3%; p<0.05; Fig. Il Supplemental file).

3.5. Effect of rosuvastatin on CFUs development

PBMCs obtained from C and R-treated animals showed a compa-
rable ability to form CFUs at both tested periods, just at AMI induc-
tion (14 + 7 and 31 + 8 CFUs/1 x 10 cells in C group and the group to
be treated with R, respectively) and at sacrifice (46 + 13 and 56 + 11
CFUs/1 x 106 cells in C and R-treated animals, respectively). Indeed,
the increase in CFU during the 7 days post-AMI were similar in C
(32+6 CFUs/1 x 10° cells) and R group (25 + 3 CFUs/1 x 10 cells).

4. Discussion

The results of the present study show that inhibition of HMG-
CoA reductase by oral administration of rosuvastatin in the early
hours after MI and for 7 days thereafter is associated with: (1) a
marked activation of the cardioprotective RISK signalling transduc-
tion pathway; (2) increase in pro-survival anti-apoptotic markers;
(3) reduction in the extent of infarct size by 7% (a relative reduc-
tion of 36%); and (4) heart function restoration by 12% (a relative
recovery of 24%). Moreover, all these effects were observed with no
variations in plasma lipid levels suggesting that rosuvastatin car-
dioprotection was likely derived from blocking the isoprenylation
and subsequent membrane translocation of members of the Rho
GTPase family, for instance RhoA [26].

It is well established that the final MI size is a major deter-
minant of mortality and post-MI remodeling. Thus, investigation
of strategies for the amelioration and preservation of myocardial
cell viability is a matter of great interest [16,27]. Recent experi-
mental studies have demonstrated the cardioprotective actions of
both lipophilic [13] and hydrophilic [28] statins in the setting of
MI beyond cholesterol effects. The mechanisms by which statins
induce myocardial salvage have been independently associated
to either activation of the PI3K/Akt/eNOS pathway, to antioxi-
dant and anti-inflammatory actions, or to stem cell mobilization
[13,21,28,29]. However, a system biological approach analysing

HIF -10/18SrRNA

Casp 3

Casp 3 M8SrRNA

c R

Fig. 3. Gene expression in the peri-infarcted myocardium assessed by real-time PCR in both control (C)- and rosuvastatin (R)-treated animals. *p<0.05 vs. control

animals (C).
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pathway, myocyte damage reduction and restoration of heart func-
tion, as demonstrated in the present study, has not been addressed
previously. Indeed, the attenuation of inflammatory-cell recruit-
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R release of mitochondrial-related mediators (e.g., cytochrome-c).

Fig. 4. Evaluation of RhoA activation in the peri-infarcted myocardium determined
by western blot analysis A. Total RhoA protein expression. (B) Cytosolic (inactive)
and membrane (active) RhoA fractions. *p <0.001 vs. C.

Rosuvastatin’s halt of the apoptotic process through mitochondria
preservation was histologically evidenced by the nearly normal
mitochondrial staining observed in rosuvastatin-treated animals.
This overall increase in pro-survival signals eventually translated
in less phosphatidylserine exposure, reduced truncated caspase-
3 detection, lower infarct size, and improved heart function

Fig. 5. Mitochondrial shape analysis and Annexin-V staining by confocal microscopy. (I) Cardiac tissue from control (C) animals (A and B) showed an evident “ballooning”
of the mitochondria as compared to the nearly normal mitochondrial staining observed in rosuvastatin (R)-treated animals (C and D). (II) Heart sections from C (A-C) and R
(D-F)-treated animals. R treatment exhibited a marked reduction in Annexin-V signal (green) when compared to C animals. (For interpretation of the references to colour in
this figure legend, the reader is referred to the web version of the article.)
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(Fig. Il Supplemental file). These potential RISK-related protective
effects of rosuvastatin on the apoptotic cascade are detected after a
7-day treatment, starting early after MI-revascularization. Because
apoptosis develops progressively and peaks in the later phase of
reperfusion (after several days)[31], the switch off induced by rosu-
vastatin seems very relevant.

Blockade of the HMG-CoA reductase has shown to exert anti-
inflammatory actions and increase eNOS expression and activity in
various organs. We observed a marked reduction in inflammatory-
cell recruitment (also likely through RhoA inhibition) [32] in the
peri-infarcted area, however, we did not detect any differences in
cardiac eNOS gene and protein expression between rosuvastatin
and control animals. Indeed, whereas some studies have attribute to
statin therapy a marked increase in both mRNA and protein expres-
sion levels [20,21], other reports have not [22]. We cannot exclude
effects on eNOS bioactivity without affecting enzyme expression in
our study. In addition, we could neither evidence any difference
between both groups in CFU formation, likely excluding statin-
related acute mobilization of endothelial progenitor cells (EPCs) as
a mechanism to explain the improvement in myocardial function
herein measured.

Our methodological approach for sample collection is based
in our previous experience with MRI analysis in this model [23].
We observed that in the conditions of isquemia/reperfusion used
in this study the penumbra area shown by MRI is of approxi-
mately 5mm around the infarct. However, to completely rule out
a “contamination” of peri-necrotic samples with non-ischemic tis-
sue, we collected remote non-ischemic myocardium. Since we have
detected a much lower expression of the tested proteins in the
remote myocardium, the occurrence of a confounding tissue sam-
pling would at most undervalue our findings of regulatory effects
of treatment in the peri-necrotic tissue.

As a limitation in this study we have analyzed rosuvastatin
effects in the whole cardiac tissue without in depth analysis of indi-
vidual cellular components (e.g., myocytes, fibroblasts, white cells
infiltrate). Undoubtedly, further studies will be required to investi-
gate specific rosuvastatin-related cellular and molecular regulation
of cardiac function restoration.

In summary, the present study demonstrates that HMG-CoA
inhibition early after reperfusion of an occluded artery co-
ordinately activates the salvage RISK kinases and reduces the extent
of damaged myocardium distal to the culprit coronary injury restor-
ing heart function.
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