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2-DE: electroforesi bidimensional 

AA: àcid araquidònic 

ACTH: hormona adrenocorticotrópica 

ADP: adenosina difosfat 

ATP: adenosina trifosfat  

AP1: proteïna activadora-1

ApoB: apolipoproteïna B  

ApoE-/-: apolipoproteïna E-/- 

ARA: antagonistes del receptor de l’angiotensina II 

ARN: àcid ribonucleic 

ARNm: ARN missatger 

AT-1: angiotensina-1 

BCA: àcid bicinconínic 

BSA: albúmina de sèrum boví 

cAMP: adenosin monofosfat cíclic 

cGMP: guanosin monofosfat cíclic 

CHO: chinese hamster ovary, ovari de hàmster xinès

COX-2: ciclooxigenasa-2 

CML: cèl·lules musculars llises 

CRP: proteïna C-reactiva 

CRPtg: transgènic de CRP humana 

DAG: diacilglicerol 

ECA: enzim convertidor de l’angiotensina 

EDTA: ácid etilendiamino tetraacètic 

FITC: isotiocianat de fluoresceïna 

FS: forward scatter, mida relativa 

GAP: proteïna acceleradora de l’activitat GTPasa 

GDI: inhibidor de dissociació de GTP 

GEFs: factors intercanviadors de nucleòtids 

GP: glicoproteïna 

GRP78: 78 kDa glucose-regulated protein 

GTP: guanosina-5’-trifosfat 

HDL: lipoproteïnes d’elevada densitat 

HMG-CoA: 3-hidroxi-3-metil-glutaril- Coenzim A 

hsCRP: CRP ultrasensible

ICAM-1: molècula d’adhesió intercel·lular-1  

IEF: isoelectroenfoc 
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IL-1�: interleucina-1�

IL-6: interleucina-6 

IL-8: interleucina-8 

IL-10: interleucina-10 

IPG: immobilized pH gradient 

I3P: inositol-3-fosfat 

LDL: lipoproteïnes de baixa densitat 

LPS: lipopolisacàrids 

LRP-1: proteïna relacionada amb el receptor de les LDL-1 

MALDI-TOF: matrix assisted laser desorption ionization-time of flight 

MAPK: mitogen activated protein kinase

MCP-1: proteïna quimiotàctica per monòcits tipus 1 

mCRP: CRP modificada 

MMP: metaloproteasa de matriu 

MPs: micropartícules 

NAD[P]H: nicotinamida adenin dinucleòtid fosfat 

natCRP: CRP nativa 

NF-�B: nuclear factor �B

NO: òxid nítric 

PAI-1: inhibidor del plasminogen-1 

PAR: receptor activat per proteasa 

PBS: phosphate buffer saline 

PCR: reacció en cadena de polimerasa  

PDGF: factor de creixement derivat de plaquetes 

PE: ficoeritrina 

PGE1: prostaglandina E1

PGI2: prostaglandina I2

PKC: proteïna cinasa C 

PLA2: fosfolipasa A2

PMF: peptide mass fingerprint, empremta peptídica 

PMSF: phenylmethanesulphonylfluoride

PRP: plasma ric en plaquetes 

RE: reticle endoplasmàtic  

SC: side scatter 

SDS: sodium dodecyl sulfate, dodecil sulfat sòdic 

SDS-PAGE:. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, electroforesi en gel 

de poliacrilamida amb SDS
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TBS: tris buffer saline 

TF: factor tissular 

t-PA: activador tissular del plasminogen 

TNF-�: factor de necrosi tumoral-�

TXA2: tromboxà A2

uPA: activador del plasminogen tipus urocinasa 

UPR: unfolded protein response, resposta a proteïnes no plegades 

VASP: vasodilator-stimulator phosphoprotein

VCAM-1: molècula d’adhesió cel·lular vascular-1 

vWF: factor de von Willebrand 
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1. MALALTIES D’ORIGEN ATEROSCLERÒTIC 

 Les malalties cardiovasculars són, segons l’Organització Mundial de la Salut, la 

primera causa de mortalitat total. S’estima que l’any 2005 van morir 17,5 milions de 

persones per causa d’aquestes malalties, el que representa un 30 % de la mortalitat arreu 

del món. Si no es prenen mesures apropiades, es preveu que l’any 2015 s’assolirà la xifra 

de 20 milions de defuncions anuals per malalties cardiovasculars (www.who.com Dades 

2005). A Espanya, segons el Ministeri de Sanitat i Consum, els percentatges són similars, 

doncs l’any 2005 el percentatge de defuncions degut a malalties cardiovasculars va ésser 

del 32,8 % i a Catalunya del 30,9 %, essent la primera causa de mortalitat. 

Les morts per malalties cardiovasculars afecten tant a homes com a dones per 

igual (les dones semblen estar més protegides gràcies a les hormones durant l’època fèrtil, 

però la incidència incrementa un cop arribada la menopausa) i, tot i que afecten de forma 

molt marcada a la població dels països desenvolupats, el 80 % de les morts es donen en 

països amb ingressos moderats o baixos. 

 L’aterosclerosi, complexa malaltia crònica de la paret vascular, és la causa de la 

majoria d’episodis patològics cardiovasculars entre els que s’inclou la malaltia cardíaca 

coronària (Fuster et al. 1992a; Fuster et al. 1992b; Stary 2000), les malalties 

cerebrovasculars i la malaltia vascular perifèrica. La major part dels casos d’infart agut de 

miocardi i infart cerebral són deguts, principalment, a obstruccions que impedeixen el pas 

de la sang als vasos que irriguen el cor i el cervell.  

 La naturalesa crònica del procés ateroscleròtic, que s’inicia durant les primeres 

dècades de la vida, condueix a la formació de la placa fibrosa, que consisteix en 

l’acumulació de material lipídic i proteoglicans, elements cel·lulars, teixit fibrós i dipòsits de 

calci. Segons l’Associació Americana del Cor, les lesions ateroscleròtiques es classifiquen 

en 8 tipus segons el seu grau de progressió. Les lesions ateroscleròtiques, a mesura que 

avancen, poden limitar eventualment el flux sanguini produint símptomes d’isquèmia 

crònica. Pel contrari, si la progressió produïda per una ruptura de la placa acompanyada de 

complicacions trombòtiques, es produeixen les síndromes agudes (Fuster et al. 1992a; 

Fuster et al. 1992b; Stary 2000) (Figura 1). 
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Figura 1. Evolució de la lesió ateroscleròtica. A les etapes inicials de l’aterogènesi el 
reclutament de cèl·lules inflamatòries i l’acumulació lipídica dóna lloc a la formació del nucli 
lipídic. Si la inflamació perdura i prevaleixen els factors de risc, el nucli lipídic pot créixer. 
Aquests canvis poden debilitar la coberta fibrosa i fer que la placa sigui més propensa a la 
ruptura. La ruptura de la placa desencadena la formació del trombe. Si el trombe oclou el vas, 
es pot produir un infart de miocardi. Eventualment, el trombe pot reabsorbir-se i la resposta a la 
lesió dóna lloc al remodelat vascular, que provoca l’engruiximent de la coberta fibrosa i 
l’expansió de la íntima, el que resulta en una constricció del lumen. Les lesions estenosades 
poden reduir el flux sanguini produint isquèmia, que sovint provoca símptomes com l’angina de 
pit. Les plaques estenòtiques avançades són més fibroses i són, per tant, menys susceptibles a 
la ruptura (Libby et al. 2002b). 
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2. PARET VASCULAR 

El sistema vascular està compost d’artèries, arterioles, capil·lars, vènules i venes. 

Aquests tipus vasculars es distingeixen entre ells per la seva dimensió, morfologia i funció 

(Figura 2). Tot i aquestes diferències, tots els vasos sanguinis estan recoberts internament 

per una monocapa de cèl·lules endotelials. Depenent de la seva funció i localització, els 

vasos sanguinis poden variar molt en mida i propietats estructurals i mecàniques. 

Figura 2. Característiques dels vasos sanguinis 

La paret vascular arterial és un òrgan actiu i flexible, format per tres capes 

concèntriques de diferent composició cel·lular i material intersticial (Figura 3). Els diferents 

components formen un teixit dinàmic que s’adapta i reorganitza en resposta a diferents 

estímuls mecànics, tant fisiològics com patològics (Burke et al. 1997; Sambola et al. 

2003). 

2.1. Íntima 

La túnica íntima és la capa més interna de l’artèria i està formada per l’endoteli i el 

subendoteli, que limita amb la làmina elàstica interna. L’endoteli està format per una 

monocapa de cèl·lules endotelials que recobreixen la llum del vas. L’endoteli manté 

l’homeòstasi vascular i actua com a barrera selectiva regulant l’intercanvi de molècules 

entre la sang i la paret vascular. L’endoteli juga un paper molt important en la regulació 
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del to vascular produint òxid nítric (NO) i prostaglandina I2 (PGI2) (Badimon et al. 2002). 

L’endoteli participa en la trombosi mitjançant la síntesi i alliberament de factors 

protrombòtics com l’inhibidor del plasminogen-1 (PAI-1), el factor VIII i el factor de von 

Willebrand (vWF) i factors antitrombòtics com l’activador tissular del plasminogen (t-PA), 

la trombomodulina, la ciclooxigenasa-2 (COX-2), el PGI2 i el NO. El subendoteli és la 

làmina basal, constituïda per una fina capa de teixit conjuntiu. Per sota es troba la làmina 

elàstica interna, formada per una malla compacta d’elastina. 

Figura 3. Estructura de capes d’una artèria 

2.2. Mèdia 

La túnica mèdia és la capa de major gruix. Està formada per cèl·lules musculars 

llises de paret vascular (CML) disposades circular o helicoïdalment respecte l’eix del vas, 

que s’encarreguen de mantenir el to vascular, i per matriu extracel·lular composta de 

diferents molècules com col·lagen i elastina. La túnica mèdia està delimitada exteriorment 

per la làmina elàstica externa i internament per la làmina elàstica interna. 

2.3. Adventícia 

La túnica adventícia és la capa més externa i està formada per teixit conjuntiu amb 

fibres de col·lagen, fibres elàstiques i fibroblasts. Aquest teixit conjuntiu es prolonga de 

forma gradual, relacionant-se amb les estructures veïnes. Per aquest teixit conjuntiu 

perivascular discorre una xarxa de vasos de molt poc calibre, els vasa vasorum, que 

ocasionalment penetren en la túnica mèdia i la seva funció sembla estar relacionada amb 

el metabolisme de la paret. 
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2.4. Efecte de l’entorn biomecànic sobre la paret 

vascular

 Les cèl·lules de la paret vascular estan constantment exposades a forces 

mecàniques degut al flux sanguini. Les forces hemodinàmiques juguen un paper molt 

important en la fisiologia i patofisiologia de la paret vascular. Les principals forces 

hemodinàmiques generades a la vasculatura són l’esforç de cisalla a la paret, que actua 

tangencialment a l’eix longitudinal del vas degut al flux sanguini, l’esforç circumferencial, 

que canvia el diàmetre del vas com a conseqüència de la pulsatilitat del flux sanguini i 

l’esforç de compressió, que actua perpendicular a la paret del vas degut a la pressió 

hidrostàtica (Dobrin et al. 1989) (Figura 4). 

Figura 4. Representació esquemàtica de les forces hemodinàmiques que actuen a 
la paret arterial

 Les cèl·lules endotelials estan constantment sotmeses a esforços de cisalla i 

esforços circumferencials, mentre que les capes subjacents de CML i fibroblasts estan 

principalment exposades a esforços circumferencials i nivells baixos d’esforç de cisalla 

provocats pel gradient de pressió transmural que produeix el flux intersticial a través de la 

paret vascular (Wang et al. 2000; Hahnet al. 2009). Les forces hemodinàmiques varien 

localment depenent de la geometria de les artèries. El rang de valors de cadascuna 

d’aquestes forces es mostra a la taula següent: 
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Taula 1. Forces hemodinàmiques als diferents tipus de vasos sanguinis

Paràmetre Origen Rang Fisiològic 

Esforç de cisalla Força de fricció deguda al flux 6-40 dines/cm2 artèries 

8 dines/cm2 capil·lars 

1-5 dines/cm2 venes 

Esforç de compressió Pressió hidrostàtica 1-5 dines/cm2 venes 

Esforç circumferencial Canvis en el diàmetre del vas 2-18 % artèries 

Pulsatilitat Batec del cor 1-2 Hz artèries 

0 Hz capil·lars i venes 

En regions rectes de les artèries la velocitat del flux sanguini canvia durant el cicle 

cardíac, però el flux és manté en la mateixa direcció amb perfil laminar. El flux laminar es 

caracteritza per làmines de fluid paral·leles, circulant a diferents velocitats sense barrejar-

se, creant un perfil de velocitat parabòlic (Goldsmith et al. 1986). La velocitat és màxima a 

l’eix del flux sanguini, disminueix gradualment cap a la paret vascular, i es fa zero a la 

paret. D’aquesta manera es generen esforços de cisalla entre capes adjacents de fluid que 

esdevenen màxims a la paret. En canvi, a zones de la vasculatura com bifurcacions, 

curvatures i àrees estenosades apareixen perfils de flux complexes que inclouen velocitats 

de flux baixes, separació de flux, gradient de flux, flux revers i, en limitades ocasions, 

turbulència (Malek et al. 1999). Aqusests perfils de flux s’engloben sota el terme “flux 

alterat". 

Les forces hemodinàmiques modulen la funció vascular induint l’alliberament, per 

part de l’endoteli, de molècules implicades en el control del to i remodelat vascular i en les 

interaccions cèl·lula-cèl·lula (Davies 1995).  
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3. FISIOPATOLOGIA DE L’ATEROTROMBOSI 

3.1. Inici i progressió de les lesions ateroscleròtiques 

 Les alteracions de l’endoteli es consideren un procés causal en el desenvolupament 

de les lesions ateroscleròtiques, ja que comprometen la capacitat de les cèl·lules 

endotelials de regular la seva funció i mantenir l’homeòstasi de la paret vascular (Ross et 

al. 1976a; Ross et al. 1976b). 

 La hipòtesi més estesa actualment descriu l’aterosclerosi com una malaltia 

inflamatòria crònica (Ross 1999) desencadenada per factors tant locals (hemodinàmics) 

com sistèmics (hipertensió, hipercolesterolèmia, infeccions, etc). La disfunció endotelial es 

considera un procés causal en l’aterosclerosi (Verma et al. 2002). Es caracteritza per una 

reducció de la biodisponibilitat de vasodilatadors, concretament de NO, i per un augment 

de factors contràctils, així com per un augment de la permeabilitat endotelial i d’estrès 

oxidatiu (Kinlay et al. 2001). L’augment de la permeabilitat endotelial facilita l’entrada de 

macromolècules, sobretot lipoproteïnes de baixa densitat (LDL) i fibrinogen. L’augment 

d’estrès oxidatiu es considera un procés rellevant en la patogènesi de la disfunció 

endotelial i podria ésser la via comú de l’efecte de factors de risc sobre l’endoteli. 

L’endoteli disfuncional promou la proliferació de CML, la síntesi o proteòlisi de matriu 

extracel·lular, la inflamació i l’activació de les plaquetes. La clara predisposició a 

desenvolupar lesions ateroscleròtiques de zones de l’arbre arterial en les que el flux 

sanguini es veu alterat (bifurcacions o curvatures) indica la importància de les condicions 

hemodinàmiques locals en el desenvolupament de l’aterosclerosi. De fet, s’ha demostrat 

que canvis aguts en el perfil del flux modulen l’expressió de gens a l’endoteli (Malek et al. 

1999). L’endoteli disfuncional genera un ambient proaterogènic mitjançant la secreció de 

factors proinflamatoris, proliferatius i protrombòtics. 

 La disfunció endotelial promou el reclutament de leucòcits, degut a l’augment 

d’expressió de molècules d’adhesió, com la molècula d’adhesió cel·lular vascular-1 (VCAM-

1), la molècula d’adhesió intercel·lular-1 (ICAM-1), E-selectina i la proteïna quimiotàctica 

per monòcits tipus 1 (MCP-1) (Dong et al. 1998; Collins et al. 2000). Els leucòcits adherits 

a l’endoteli transmigren a l’espai subendotelial, on es diferencien a macròfags, capten gran 

quantitat de molècules de colesterol i ésters de colesterol procedents de LDL i es 

transformen en cèl·lules escumoses (Kunjathoor et al. 2002), un dels components 

cel·lulars característics de la lesió ateroscleròtica (Fuster et al. 1992a; Fuster et al. 1992b). 

Un desequilibri en el balanç d’entrada i sortida de lipoproteïnes, així com la seva interacció 

amb la matriu extracel·lular i posterior modificació contribuiran a la progressió de la lesió 

ateroscleròtica inicial (Figura 5). 
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Figura 5. Inici de la lesió 
ateroscleròtica. Es produeixen 
alteracions a l’endoteli i infiltració de 
LDL. Es produeix un augment de 
molècules d’adhesió que afavoreix 
l’adhesió de leucòcits i la seva 
transmigració, així com l’acumulació 
de lípids i macròfags a l’íntima 
arterial (Ross 1999). 

 Estímuls inflamatoris continuats produeixen un augment de macròfags, limfòcits T i 

cèl·lules cebades a la neoíntima vascular (Hansson 2001). L’activació d’aquestes cèl·lules 

comporta l’alliberament d’enzims hidrolítics, citocines i factors de creixement que poden 

lesionar l’endoteli adjacent i provocar així zones focalment denudades, trobant-se sovint 

plaquetes adherides al teixit subendotelial exposat sobre les plaques madures. De la 

mateixa manera, plaquetes i microtrombes contribuiran al creixement de la placa 

mitjançant l’estimulació de cèl·lules adjacents de l’interior de la placa i/o la seva 

incorporació a la lesió. El factor de creixement derivat de plaquetes (PDGF), la trombina i 

el fibrinogen tenen propietats quimiotàctiques i mitogèniques. Per aquest motiu, les 

plaquetes són probablement decisives en l’evolució de les plaques madures. Existeixen 

altres factors mitogènics derivats de la sang i de la pròpia placa, com interleucina-1 � (IL-

1�), la serotonina, la trombospondina i també neurotransmissors (catecolamines) i 

hormones (angiotensina) que contribueixen al creixement de la lesió. 

 Les CML pateixen transformacions fenotípiques com a resposta a canvis en l’entorn 

biomecànic, com poden ésser factors de creixement/inhibició, influències mecàniques, 

interaccions intercel·lulars i cèl·lula-matriu i mediadors inflamatoris. S’ha proposat que 

l’eliminació de la barrera formada per la làmina basal, degut a l’acció de metaloproteases 

de matriu (MMPs) derivades de macròfags, CML i cèl·lules endotelials, i la consegüent 

interacció de les CML amb els components de la matriu (col·lagen I i fibronectina) facilita el 

canvi fenotípic i la migració d’aquestes cèl·lules (Barnes et al. 1999). Les CML de la túnica 

mèdia amb fenotip “contràctil”, responsables de la vasoactivitat arterial, penetren a la 

túnica íntima i adquireixen un fenotip “sintètic”. Aquest canvi fenotípic o desdiferenciació 

confereix a les CML una major activitat funcional augmentant la seva capacitat de migrar, 

dividir-se i de sintetitzar proteïnes de matriu extracel·lular com col·lagen, proteoglicans i 

elastina, el que suposa un major engruiximent de la túnica íntima i una reducció del lumen 
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arterial (angina estable). A més, CML amb fenotip sintètic internalitzen LDL modificades a 

través de receptors com la proteïna relacionada amb el receptor de les LDL-1 (LRP-1) 

(Llorente-Cortes et al. 2002a) i es transformen també en cèl·lules escumoses. Estudis 

recents han demostrat una elevada expressió de LRP1 en CML de lesions ateroscleròtiques 

i s’ha demostrat que la seva expressió ve regulada per la presència de LDL (Llorente-

Cortes et al. 2002b; Llorente-Cortes et al. 2005) (Figura 6). 

Figura 6. Formació de l’estria 
de greix i placa fibrosa.
Retenció i modificació de les LDL 
a l’espai subendotelial. 
Acumulació de cèl·lules 
escumoses derivades de la 
captació de LDL modificades pels 
macròfags i CML. Les plaques 
evolucionen incrementant 
l’acumulació de lípid 
extracel·lular, l’adhesió 
plaquetària i la secreció de 
factors de creixement que 
estimulen la migració de les CML 
(Ross 1999). 

 El col·lagen I és un dels components principals de la lesió vascular (Barnes et al. 

1999). D’altra banda, glucosaminoglicans i fibres d’elastina són importants en la captació 

de lípid per part de la paret i contribueixen significativament a la calcificació de la placa 

ateroscleròtica. De fet, s’associa la progressió de la calcificació d’elastina amb el remodelat 

de la matriu extracel·lular. Es desconeixen els mecanismes moleculars que regulen la 

calcificació vascular. No obstant, s’ha proposat que, de la mateixa manera que en 

osteogènesi, es produeix un balanç entre inductors i inhibidors (proteïna Gla, osteocalcina, 

osteonectina, osteopontina, glucosaminoglicans) (Steitz et al. 2001). Estudis recents 

indiquen que algunes d’aquestes proteïnes, tals com la proteïna Gla i l’osteonectina no 

només intervenen en la mineralització de la placa, sinó també en la diferenciació de les 

CML. El procés de calcificació es veu afavorit pel retorn de les CML al seu fenotip contràctil 

(Steitz et al. 2001). S’ha descrit que els canvis en les CML miointimals són reversibles en 

quant a l’expressió de proteïnes contràctils. Per tant, els canvis fenotípics podrien ésser un 

requisit en el procés de reparació vascular, amb una disminució inicial, reflexant un canvi a 

un estat menys diferenciat caracteritzat per una elevada capacitat de creixement i, més 

tard, una rediferenciació de les cèl·lules i un retorn a un estat contràctil. 
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3.2. Complicació de la lesió ateroscleròtica 

 El mecanisme responsable de la transformació brusca d’una patologia vascular 

estable en una altra que posa en risc la vida del pacient acostuma a ésser la ruptura de la 

placa i la superposició de processos trombòtics (Fuster et al. 1992a; Fuster et al. 1992b). 

 El risc de ruptura de la placa ateroscleròtica depèn més de la seva composició i 

vulnerabilitat (tipus de placa) que del grau d’estenosi (mida de la placa). Les plaques amb 

baix contingut lipídic i fibroses (plaques estables) són dures i, en general, resistents a la 

ruptura. Clínicament són sovint innòqües, però poden donar lloc a episodis d’isquèmia 

quan el flux es veu compromès. Són plaques que generalment oclueixen el vas lenta i 

progressivament, el que permet el desenvolupament de vasos col·laterals i, 

conseqüentment, les manifestacions clíniques són escasses a llarg termini. Les plaques 

fibrolipídiques són molt més vulnerables a la ruptura, essent responsables de la majoria de 

complicacions clíniques (Dickson et al. 2003). Histològicament, les plaques vulnerables 

contenen un important nucli lipídic extracel·lular, una elevada densitat de cèl·lules 

escumoses, poca quantitat de CML i estan recobertes per una fina capa de teixit fibrós. Així 

doncs, aquestes plaques són poc estables i són més propenses a la ruptura que les plaques 

fibroses, riques en col·lagen. El debilitament de la coberta fibrosa predisposa a la ruptura, 

la qual acostuma a produir-se en àrees on la coberta fibrosa és menys gruixuda i existeix 

una major infiltració de cèl·lules inflamatòries i on les forces mecàniques que actuen sobre 

la placa són majors. En el cas de plaques excèntriques, la ruptura sovint té lloc en zones 

laterals, on l’extrem de la placa s’uneix a la paret vascular adjacent, amb menor grau de 

lesió (Fuster et al. 1992a; Fuster et al. 1992b) (Figura 7). 

Figura 7. Complicació de la lesió ateroscleròtica. A) Lesió avançada. Augmenta 
la proliferació i migració de les CML que envolten el nucli lipídic. Incrementa la secreció 
de matriu extracel·lular per les CML, provocant l’engruiximent de la coberta fibrosa. B) 
Ruptura de la placa. L’activitat de determinats enzims com les MMPs contribueix a la 
ruptura de la coberta fibrosa i a la formació del trombe mural (Ross 1999).  
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 La “ruptura de la placa” implica l’exposició al corrent sanguini del nucli lipídic i 

altres components de la placa, altament trombogènics, desencadenant la superposició d’un 

trombe, que oclou el vas sanguini (Figura 8). Per contra, “l’erosió de la placa” s’identifica 

com a pèrdua de la monocapa endotelial en segments arterials. La ruptura de la placa és 

de gran rellevància clínica, essent el procés subjacent en el 70 % de morts per síndromes 

coronàries agudes, mentre que els processos d’erosió constitueixen el 30 % dels casos de 

mortalitat deguda a trombosi coronària aguda. Els processos de ruptura tenen lloc amb 

més freqüència en homes menors de 50 anys, mentre que els d’erosió es donen amb igual 

freqüència en homes i dones d’aquest interval d’edat. El procés erosiu està incrementat en 

pacients fumadors i afecta especialment a dones premenopàusiques.  

Figura 8. Artèries coronàries d’un pacient que va patir mort sobtada. L’artèria de 
l’esquerra presenta placa ateroscleròtica fibròtica (placa estable) mentre que la de la dreta 
presenta abundants cristalls de colesterol i superposició d’un trombe sobre una zona de 
ruptura (placa inestable). 
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3.3. Factors causals en la progressió de l’aterosclerosi. 

Plaques d’alt risc 

3.3.1. Inflamació 

Procés d’inflamació a la coberta fibrosa

 Els processos inflamatoris no només promouen la iniciació i evolució de 

l’aterosclerosi, sinó que també contribueixen decisivament al procés de disrupció de la 

placa ateroscleròtica. La presència de macròfags activats es relaciona amb processos de 

ruptura de la placa. Així, les lesions causants de les síndromes coronàries agudes contenen 

molts més macròfags que les lesions que produeixen angina estable (14 % vs. el 3 % de 

placa ocupada per macròfags) (Moreno et al. 1994). Els macròfags tenen la capacitat de 

degradar la matriu extracel·lular per fagocitosi directa i mitjançant la secreció d’enzims 

proteolítics (col·lagenases, gelatinases i estromelinases) són capaços de degradar el 

col·lagen i la làmina elàstica de la placa ateroscleròtica (Galis et al. 2002). A més, els 

macròfags també secreten citocines i factors quimiotàctics, que atreuen al nucli 

ateromatós un major nombre de monòcits/macròfags, cèl·lules T i cèl·lules cebades. 

Juntament amb la generació de productes tòxics (radicals lliures i productes d’oxidació 

lipídica), aquests enzims faciliten el dany de la paret vascular, contribuint a la debilitació 

de la coberta fibrosa predisposant-la a la ruptura. En un intent de missió defensiva de 

protegir la paret vascular d’una excessiva acumulació de lipoproteïnes, els macròfags 

entren eventualment en apoptosi, alliberant el seu contingut en factor tissular (TF) 

(Littlewood et al. 2003). La ruptura d’aquestes lesions, riques en TF, desencadena la 

coagulació a l’entrar el TF en contacte amb la sang circulant (Moons et al. 2002). 

L’apoptosi dels macròfags podria representar un vincle d’unió entre la inflamació i les 

complicacions trombòtiques que tenen lloc al llarg de la malaltia ateroscleròtica. 

 La contribució d’altres estirps de cèl·lules inflamatòries (cèl·lules cebades, cèl·lules 

T, neutròfils) en la vulnerabilitat de les lesions està menys caracteritzada. Les cèl·lules 

cebades es localitzen preferentment en regions laterals de les plaques coronàries 

avançades (Kaartinen et al. 1994), tot i que en proporció molt baixa si es compara amb el 

nombre de macròfags presents en les mateixes àrees (relació cèl·lules cebades i macròfags 

aproximadament 1:20). És important destacar que la majoria d’aquestes cèl·lules (85 %) 

es troben activades o degranulades, de manera que secreten potents enzims proteolítics i 

citocines proinflamatòries com el factor de necrosi tumoral-� (TNF-�) (Kaartinen et al. 

1996) i que els mediadors derivats de la seva degranulació poden induir events oclusius al 

desencadenar vasoespasme coronari. A més, contenen grànuls remanents que són 

alliberats i sovint fagocitats per macròfags adjacents, amb el que poden induir la producció 
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de cèl·lules escumoses. Estudis recents suggereixen que les cèl·lules cebades activades 

contribueixen al debilitament de la placa ateroscleròtica mitjançant la secreció de 

mediadors, com proteoglicans heparinoides i quimasa, que afecten al creixement, 

funcionalitat i apoptosi de les CML. A diferència de les cèl·lules cebades, els limfòcits T 

estan presents a totes les fases aterogèniques, suggerint que es dóna una resposta 

immunitària dirigida a antígens específics, com és el cas de les LDL oxidades (Hansson 

2001). Existeixen evidències que sostenen que les cèl·lules T podrien precedir als 

monòcits/macròfags en la lesió inicial. Els limfòcits T faciliten la propagació de la resposta 

immunitària (atraient més leucòcits cap al nucli de la lesió), estimulen monòcits/macròfags 

i redueixen la població de CML. D’altra banda, escassament es troben neutròfils en plaques 

intactes (Weiss 1989), però en ocasions poden trobar-se en plaques trencades situats per 

sota dels trombes coronaris, i es creu que penetren a la placa poc després de la ruptura. 

Altres fonts d’inflamació

 El procés ateroscleròtic i les seves complicacions trombòtiques per si mateixes són 

fonts d’estímuls inflamatoris (Ross 1999; Libby 2002a). No obstant, diversos estudis han 

postulat l’existència de fonts alternatives d’inflamació que contribueixen a la complicació 

de la malaltia ateroscleròtica (Cusack et al. 2002). En aquest sentit, la reperfusió del cor 

isquèmic ha demostrat jugar un important paper en la resposta inflamatòria, mitjançant el 

reclutament de cèl·lules inflamatòries a les zones danyades (Hoffman et al. 2004) o 

mitjançant la sobreproducció d’espècies reactives d’oxigen, realçant així la resposta 

inflamatòria local (Kakio et al. 2000). A més, també es creu que el propi teixit miocàrdic 

necròtic contribueix a l’alliberament de citocines proinflamatòries, com interleucina-6 (IL-

6), IL-1� i TNF-� que al mateix temps indueixen la producció hepàtica de proteïna C-

reactiva (CRP), un marcador clau d’inflamació sistèmica (Libby et al. 1999). 

D’altra banda, diversos estudis cas-control (Mattila et al. 1989; Mattila et al. 1993) 

i estudis longitudinals (Mattila et al. 1995; Beck et al. 1998) han suggerit que la malaltia 

periodontal podria contribuir al desenvolupament de la cardiopatia coronària isquèmica. 

Estudis longitudinals mostren que la malaltia periodontal precedeix a la malaltia coronària. 

Els pacients amb periodontitis agresives com periodontitis d’inici precoç, periodontitis 

refractàries i diabetes mellitus insulino-dependent presenten  monòcits amb fenotip 

hiperinflamatori (Shapira et al. 1994). S’ha proposat que l’associació d’aquest fenotip amb 

la malaltia periodontal i l’aterosclerosi sigui el vincle entre ambdues malalties. Aquests 

monòcits juguen un paper molt important en la formació de la placa d’ateroma i al mateix 

temps, la interacció dels lipopolisacàrids (LPS) amb els monòcits és fonamental en 

l’alliberació de mediadors inflamatoris (IL-1�, TNF-�), que condueixen a la destrucció 

periodontal. Aquests mediadors poden iniciar l’adhesió i agregació plaquetària i afavoreixen 
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la deposició de cèl·lules escumoses carregades de lípids i colesterol a la íntima. A més, les 

citocines alliberades pels monòcits, junt amb el PDGF incrementen la proliferació de CML 

augmentant el gruix de la paret vascular i disminuint així el lumen vascular. 

3.3.2. Neovascularització 

 Les lesions vulnerables habitualment presenten neovascularització (de Boer et al. 

1999). La presència de capil·lars angiogènics a l’íntima vascular està associada amb 

l’aparició de síndromes coronàries clíniques i amb la presència de malaltia oclusiva 

simptomàtica de caròtida. Estudis recents han demostrat un augment de densitat de 

microcapil·lars en les zones laterals de la placa amb hemorràgia interna i en fibroateromes 

amb coberta fibrosa debilitada, així com en lesions amb elevada infiltració de macròfags 

(Moreno et al. 2004). Aquestes observacions posen de manifest la relació entre inflamació i 

neovascularització. L’angiogènesi contribueix a la inestabilitat de la placa degut, en part, a 

una major exposició local a forces mecàniques en les àrees de neovascularització, així com 

a un augment d’infiltració de monòcits/macròfags, afavorida per l’existència de cèl·lules 

endotelials activades als neocapil·lars (Moreno et al. 2004). A més, s’ha observat que 

processos angiogènics a l’adventícia estimulen l’engruiximent de la túnica íntima (Khurana 

et al. 2004). S’ha postulat també que cèl·lules progenitores presents a la placa o 

circulants, procedents del moll de l’os, podrien originar aquests neocapil·lars. Igualment, 

degut a l’ambient proinflamatori en el que es desenvolupa el creixement dels vasos, es 

creu que els macròfags també podrien col·laborar en el procés de neovascularització. 

3.3.3. Fatiga 

 A la inestabilitat de la placa ateroscleròtica també contribueixen un important 

nombre de factors mecànics com l’estirament, la pressió, la compressió, el plegament i la 

flexió. Aquests processos es produeixen de forma reiterada i cíclica, fatigant i debilitant la 

coberta fibrosa de la lesió, facilitant així la ruptura espontània. D’aquesta manera, si 

disminueix la freqüència (ritme cardíac) i la magnitud de la càrrega (relacionada amb 

l’esforç de cisalla i la pressió), es podria reduir el risc de ruptura de la placa (Hjalmarson et 

al. 1990). No obstant, l’efecte d’aquests factors mecànics depèn en gran part de les 

propietats mecàniques i elàstiques del material que compon la placa ateroscleròtica. Així, 

petits canvis estructurals a la placa, amb la consegüent variació de les seves propietats 

mecàniques, són suficients per produir la transició d’estabilitat a inestabilitat i viceversa 

(Finet et al. 2004). 
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3.3.4. Sang vulnerable 

 En un terç dels casos de síndrome coronària aguda, en particular mort sobtada, no 

es produeix ruptura de la placa ateroscleròtica vulnerable, sinó erosió superficial de la 

placa moderadament estenòtica i fibrosa (Virmani et al. 2000). La formació del trombe en 

aquests casos depèn principalment d’un estat hipertrombogènic de la sang, provocat per 

una sèrie de factors sistèmics (hiperlipèmia, tabaquisme, hiperglicèmia). Observacions 

recents suggereixen que la hipertrombogenicitat associada a aquests factors podria estar 

relacionada amb l’activació d’interaccions leucòcit-plaqueta associades amb l’alliberament 

del TF i l’activació de la trombina. Nivells alts de TF en sang s’han associat a 

hipertrombogenicitat en pacients amb angina inestable i malaltia coronària crònica. A més 

de macròfags apoptòtics, micropartícules (MPs) i CML activades presents a la placa 

ateroscleròtica semblen ésser una font de TF i, per tant, contribueixen a la complicació 

aterotrombòtica. 
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4. FORMACIÓ DEL TROMBE ARTERIAL. IMPLICACIÓ 

DE LES PLAQUETES 

Plaquetes i fibrina són els components principals dels trombes formats en zones on 

es produeix la ruptura de la placa ateroscleròtica, però també participen activament en el 

desenvolupament i progressió de la mateixa. Així doncs, les plaquetes juguen un paper 

primordial en el procés aterotrombòtic. 

 Les plaquetes són cèl·lules sanguínies anucleades, que s’originen a partir del 

citoplasma dels megacariocits al moll de l’os (Hartwig et al. 2003) i tenen una vida mitja 

de 7-10 dies. Les plaquetes circulen com a “sentinelles” de la integritat vascular, on 

discriminen entre endoteli íntegre i àrees amb lesió. En condicions fisiològiques, aquesta 

funcionalitat de les plaquetes contribueix a l’hemostàsia, però en artèries danyades pot 

donar lloc a l’oclusió trombòtica del lumen vascular i l’obstrucció del flux sanguini amb les 

subsegüents complicacions clíniques (Badimon et al. 1992). El principal desencadenant de 

la formació del trombe hemostàtic en resposta al dany vascular és la pèrdua d’integritat de 

l’endoteli, que exposa el contingut extracel·lular de la placa ateroscleròtica altament 

trombogènic al torrent sanguini. La resposta de les plaquetes a aquest esdeveniment té 

lloc en tres etapes successives però integrades entre elles, que consisteixen en adhesió, 

activació i agregació. 

Figura 9. Imatges de microscopia confocal de plaquetes activades 
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4.1. Efecte del flux en la formació del trombe 

Els paràmetres fluidodinàmics més rellevants que descriuen la influència del flux 

sanguini en la formació del trombe són la velocitat de cisalla (�) i l’esforç de cisalla (�). 

L’esforç de cisalla es defineix com la força tangencial per unitat d’àrea exercida en direcció 

del flux. L’esforç de cisalla està proporcionalment relacionat amb la velocitat de cisalla: 

�=�·� on � és la viscositat de la sang (�= 3 cp). Els valors de velocitat i esforç de cisalla de 

diferents parts de la vasculatura es poden calcular a partir del diàmetre del vas i del cabal 

volumètric (Taula 2). En condicions fisiològiques les velocitats de cisalla són baixes als 

vasos grans i augmenten amb la disminució del diàmetre del vas, arribant a 5000 s-1 als 

capil·lars.  

Taula 2. Paràmetres fluidodinàmics 

Vas Diàmetre 

(cm)

Velocitat de cisalla 

(s-1)

Esforç de cisalla 

(dina/cm2)

Aorta ascendent 2,3-4,5 50-300 2-10

Artèria femoral 0,5 350 11

Artèries petites 0,03 1500 55

Capil·lars 0,0006 2000-5000 -

Venes grans 0,5-10 200 7

Vena cava inferior 2,0 50 2

Artèries estenosades 0,025 20000 3000

Les velocitats de cisalla en artèries estenòtiques poden ésser extremadament 

elevades, superant els 20000 s-1 a l’àpex d’estenosis severes (Roux et al. 1991; Slack et 

al. 1993; Strony et al. 1993; van Zanten et al. 1994). S’ha de tenir en compte que els 

càlculs de la velocitat i l’esforç de cisalla es basen en un model simplificat, assumint flux 

estacionari i no flux pulsàtil. A més, la sang no és un fluid Newtonià, ja que la viscositat de 

la sang no és constant sinó que disminueix amb la velocitat de cisalla. Les propietats no-

Newtonianes de la sang es deuen a la presència de cèl·lules vermelles, que constitueixen la 

major part del volum cel·lular de la sang. Tot i aquestes limitacions, la velocitat i l’esforç 

de cisalla descriuen les propietats del flux a la paret vascular i defineixen les condicions del 

flux quan s’inicia la formació del trombe. Subsegüentment, els perfils de velocitat i esforç 

de cisalla canvien contínuament degut a l’arquitectura del trombe creixent, l’oclusió del 

lumen i al corresponent canvi local en el flux sanguini (mL/min). D’altra banda, les forces 

de cisalla poden produir la fragmentació, translocació o embolització del trombe mural. 



Introducció

48

L’augment de velocitat de cisalla provoca la migració dels eritròcits cap a l’eix del 

flux, creant un gradient de concentració heterogeni d’eritròcits al llarg del flux. En 

conseqüència, les plaquetes, al ésser més petites, es concentren a la paret del vas amb 

l’augment de la velocitat de cisalla. A més, els moviments rotatius dels eritròcits amb el 

flux empenyen encara més les plaquetes cap a la paret (Goldsmith et al. 1986; Aarts et al. 

1988), augmentant així la concentració de plaquetes a la paret del vas. Així, la formació de 

trombes plaquetars augmenta gradualment amb l’augment de la velocitat de cisalla. 

L’adhesió plaquetària augmenta amb la velocitat de cisalla fins als 2000 s-1, després es 

manté constant fins valors al voltant de 5000 s-1 i disminueix amb velocitats més elevades. 

L’adhesió plaquetària està controlada per dos mecanismes limitants (Turitto et al. 1975). A 

velocitats de cisalla baixes (<300 s-1) l’adhesió és dependent de la difusió, mentre que a 

velocitats elevades (>1300 s-1) és dependent de la convecció. A velocitats intermèdies hi 

contribueixen els dos processos. 

El transport de plaquetes per part dels eritròcits depèn de l’hematòcrit i de la 

rigidesa i tamany dels eritròcits. La rigidesa dels eritròcits juntament amb la viscositat del 

plasma sanguini determinen la viscositat de la sang (van Breugel et al. 1992). Un augment 

en la viscositat del plasma resulta en un augment en l’adhesió plaquetària (Aarts et al. 

1984). L’augmentada viscositat sanguínia que es troba en pacients com pacients amb 

diabetis mellitus podria explicar, en part, el major risc trombòtic que presenten aquests 

pacients. 

D’altra banda, la presència d’estenosis, que imposen alteracions ràpides i 

remarcades del flux laminar, incrementa l’adhesió plaquetària (Badimon et al. 1989; 

Barstad et al. 1994). Els canvis en la velocitat i l’esforç de cisalla són extremadament 

ràpids en aquestes regions. A més, també es poden produir recirculacions i irregularitats 

en el flux en regions anteriors i posteriors de l’estenosi (Sakariassen et al. 1993). Aquests 

perfils complexes de velocitats i esforços de cisalla indueixen l’activació plaquetària (Holme 

et al. 1997; Nesbitt et al. 2009), així com la formació de MPs derivades de les plaquetes 

(Holme et al. 1997).  

4.2. Morfologia de les plaquetes 

L’estructura de les plaquetes s’adapta a les diferents funcions que realitzen, amb zones 

anatòmiques preferentment dedicades a cadascuna d’elles (Figura 10). Així, es 

distingeixen les diferents parts (de Gaetano G.M. 1984): 

a) El glicocàlix, format per glicoproteïnes (GP) que envolten la membrana plasmàtica. 

Aquestes proteïnes intervenen en el transport de molècules a la membrana, en 
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l’antigenicitat, en la interacció intraplaquetària (agregació) o amb la superfície 

subendotelial (adhesió). 

b) Immediatament per sota de la membrana plasmàtica es troba el citoesquelet, que 

és el responsable del manteniment de la forma de la plaqueta. Està format per 

microtúbuls i filaments contràctils, un sistema de proteïnes molt organitzat i 

regulat. 

c) El sistema canalicular obert connectat amb la superfície, que consisteix en una 

sèrie d’invaginacions tubulars a la membrana plasmàtica que penetren a l’interior 

de la plaqueta. 

d) El sistema tubular dens, que és un complex de membranes originat a partir del 

reticle endoplasmàtic (RE) del megacariocit. Al sistema tubular dens s’acumulen 

elevades concentracions de calci quan la plaqueta està inactivada, i s’allibera al 

citoplasma en resposta a la inducció amb agonistes. 

e) Els grànuls densos, grànuls � i lisosomes, morfològicament similars, es 

distingeixen entre ells pel seu contingut. Els grànuls densos contenen adenosina 

difosfat (ADP), adenosina trifosfat (ATP), serotonina i Ca2+. Els grànuls �, molt més 

abundants que els densos, contenen nombroses proteïnes com PDGF, factor 

plaquetar 4, trombospondina, fibrinogen i tromboglobulina. Els lisosomes, que 

representen un petit percentatge del total dels grànuls de la plaqueta, contenen 

enzims com catepsines, hidrolases i porteases, que només s’alliberen en resposta a 

estímuls molt forts. 

f) Mitocòndries i partícules discretes de glucogen. L’energia requerida a les diferents 

activitats de la plaqueta procedeix tant de la fosforilació oxidativa mitocondrial com 

de la glucòlisi realitzada per enzims citoplasmàtics. 

Figura 10. Esquema d’una secció sagital d’una plaqueta
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4.2.1. Receptors plaquetars 

Els receptors plaquetars transmembrana, altament regulats i especialitzats, 

s’uneixen a agonistes i a altres lligands adhesius. D’entre els diferents receptors d’adhesió 

destaquen les GP heterodimèriques de la família de les integrines. Les integrines s’uneixen 

a proteïnes plasmàtiques i de la matriu extracel·lular i determinen les interaccions cèl·lula-

substrat i cèl·lula-cèl·lula. Les integrines no només intervenen en l’adhesió i l’agregació, 

sinó que permeten la senyalització intercel·lular bidireccional. Cada integrina consisteix en 

una cadena-� i una cadena-� unides de forma no covalent. A la taula 3 es presenten els 

diferents receptors plaquetars, amb els seus lligands i les diferents vies de senyalització en 

les diferents etapes de la formació del trombe. El receptor GPIb no és una integrina, tot i 

que es troba formant un complex amb GP IX i GP V, així com tampoc ho és la GPVI, el 

principal receptor del col·lagen.  

Taula 3. Receptors, lligands i vies de senyalització de la formació del trombe  

Etapa de resposta Substrat, agonista, 
lligand

Receptor Via de senyalització 

Inici
Adhesió vWF

Col·lagen
Fibrinogen/fibrina 

Fibronectina 
Laminina 

GPIb-IX-V 
�2�1, GVI-FcR�

�IIb�3
�5�1
�6�1

PI 3-K i altres (?) 
SYK/PLC�

SYK/pp125FAK

?
?

Propagació
Activació �-trombina 

ADP 

TxA2
Epinefrina

PAR1, PAR4 
GPIb-IX-V 

P2Y1
P2Y12

TP
�2A 

Gq, G12, Gi/Rho, PLC�

?
Gq, (G12)/Rho, PLC�

Gi2/adenilil ciclasa (?) 
Gq, G12/Rho, PLC�

Gz/adenilil ciclasa (?) 

Agregació Fibrinogen, vWF, 
Fibronectina 

�IIb�3 (activada) SHC

Estabilització P-selectina 

Efrina B1 

CD40 lligand 
GAS6 

PSGL-1, GPIb-
IX-V, i altres (?) 

EPH cinases 
(A4/B1)

�IIb�3 (activada) 
AXL 

?

LYN, FYN 

?
PI 3-K, PLC 

Inhibició PECAM-1 
PGI2

PECAM-1 
IP

SHP2 
Gs/adenilil ciclasa (?) 

?, descongeut; AXL, receptor tirosin-cinasa; EPH, receptor de l’efrina; FYN, shrinkage-activated 
tyrosine kinase; GAS6, growth arrest-specific 6; LYN, tyrosine kinase; PECAM-1, molècula d’adhesió 
cel·lular plaquetària-1; PI3-K, fosfatidilinositol 3-cinasa; PL, fosfolipasa; PSGL, lligand de P-selectina; 
SHC, Src homology domain-containing transforming protein; SHP2, small heterodimer protein
(Ruggeri 2002). 
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 S’han identificat també diversos receptors plaquetars que no són integrines. Les 

proteïnes amd dominis rics en leucina presenten una conformació en forma de ferradura-

�/�, que proporcionen estabilitat estructural, com el complex GP Ib/IX/V (Du 2007), que 

juga un paper crític en l’adhesió plaquetària. Les tetraspanines constitueixen una 

superfamília de proteïnes de membrana que intervenen activament en l’adhesió cel·lular 

(Kotha et al. 2008) i estan implicades en la senylització de la GPIIb-IIIa (Longhurst et al. 

1999) i en l’estabilització del trombe. La P-selectina, una proteïna transmembrana, 

s’emmagatzema als grànuls intracel·lulars i es troba a la membrana només quan la 

plaqueta està activada (McEver 2001). La P-selectina facilita i estabilitza les interaccions 

plaqueta-leucòcit. 

4.3. Adhesió plaquetària 

 El primer pas en la cascada hemostàtica és la interacció de la plaqueta amb la 

matriu extracel·lular exposada, que conté un bon nombre de macromolècules adhesives 

com laminina, fibronectina, col·lagen i vWF. Els mecanismes d’adhesió plaquetària a les 

zones de lesió vascular estan mediats principalment per les condicions reològiques 

prevalents. La sang circula amb major velocitat per la zona central del vas que per la 

paret, generant així esforços de cisalla entre capes adjacents de fluid que esdevenen 

màxims a la paret. El coeficient de resistència, que oposa agregació i adhesió, augmenta 

amb l’esforç de cisalla i, en conseqüència, els seus efectes en la formació del trombe 

plaquetar són més rellevants en artèries que en venes. En condicions d’elevada velocitat 

de cisalla (>650 s-1)  l’enllaç de la GPIb� al domini A1 del vWF unit al col·lagen és la 

principal interacció adhesiva capaç de produir l’adhesió inicial de les plaquetes a la 

superfície, però no pot mediar l’adhesió irreversible per si mateixa (Savage et al. 1996). 

Quan el vWF s’uneix al col·lagen, la transició a una adhesió més estable té lloc en qüestió 

de segons, indicant una activació que podria estar facilitada per la senyalització originada 

per estímuls mecànics dels enllaços vWF-GPIb� sotmesos a esforços de tensió (Mazzucato 

et al. 2002). En aquest punt del procés, el vWF plasmàtic s’uneix a la superfície de les 

plaquetes adherents i activades, en una interacció que implica la unió de la integrina �IIb�3

amb la seqüència Arg-Gly-Asp en el domini C1 del vWF (Ruggeri et al. 1983; Goto et al. 

1995). El vWF unit a la membrana plaquetària és el substrat al qual, en condicions 

d’elevada velocitat de cisalla, plaquetes circulants s’adhereixen a través de la GPIb� per 

mantenir el creixement del trombe en un procés que es repeteix en successives capes 

(Savage et al. 1998; Ruggeri et al. 1999). 
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Figura 11. Mecanisme d’adhesió plaquetària. La interacció GPIb�-vWF regula l’adhesió 
inicial permetent la interacció de GPVI amb el col·lagen de la matriu extracel·lular, 
desencadenant un canvi de les integrines a un estat d’elevada afinitat i l’alliberament 
d’ADP i TXA2. Paral·lelament,  el TF desencadena localment la formació de trombina que 
també contribueix a l’activació plaquetària (Varga-Szabo et al. 2008). 

L’enllaç GPIb�-vWF té una dissociació ràpida i, per tant, és insuficient per mediar 

l’adhesió estable, però en canvi manté les plaquetes en contacte directe amb la superfície 

amb una translocació contínua en la direcció del flux sanguini (Savage et al. 1998). Durant 

aquest rolling les plaquetes entren en contacte amb el col·lagen de la matriu extracel·lular 

mitjançant la GPVI. La GPVI s’uneix amb poca afinitat al col·lagen i tampoc és capaç de 

mediar adhesió per si mateixa, però desencadena la senyalització intracel·lular que 

provoca un canvi en les integrines a un estat d’alta afinitat i s’indueix la secreció de 

mediadors secundaris com l’ADP i el tromboxà A2 (TXA2) (Varga-Szabo et al. 2008). 

Aquests agonistes juntament amb la trombina produïda localment, contribueixen a 

l’activació cel·lular estimulant receptors que s’uneixen a proteïnes G, les quals indueixen 

diferents cascades de senyalització i actuen sinèrgicament per induir l’activació plaquetària 

total (Figura 11). L’adhesió ferma de les plaquetes a la matriu extracel·lular està finalment 

mediada per integrines d’elevada afinitat �1 que s’uneixen al col·lagen (�2�1), la 

fibronectina (�5�1) i la laminina (�6�1), així com per la integrina plaquetària majoritària 

�IIb�3, que interacciona amb la fibronectina i el vWF unit al col·lagen. 
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La caracterització del mecanisme d’adhesió plaquetària és vàlida en models 

simplificats on s’estudia l’adhesió plaquetària sobre substrats purificats de col·lagen. No 

obstant, cal remarcar la contribució relativa d’aquest mecanisme en el procés d’adhesió i 

formació global del trombe sobre la placa ateroscleròtica, on hi participen altres 

mecanismes degut a la presència dels diferents components de la placa (Badimon et al. 

1988; Merino et al. 1994) i a la generació de trombina, que dóna lloc a la formació de 

fibrina (Mailhac et al. 1994).  

4.4. Activació plaquetària i activitat procoagulant 

 Els estímuls originats en les etapes inicials de l’adhesió plaquetària, així com els 

agonistes secretats o generats a les zones de dany vascular, actuen a través de cascades 

de senyalització sinèrgiques per augmentar les propietats adhesives i procoagulants de les 

plaquetes adherides o circulants en zones proximals a la lesió (Savage et al. 2001). 

L’activació comença amb la unió de lligands adhesius i agonistes a receptors de la 

membrana plaquetària i es propaga per reaccions de senyalització intracel·lular que 

impliquen enzims, substrats i cofactors disposats en interaccions específiques proteïna-

proteïna i proteïna-lípid. L’activació plaquetària està estrictament regulada negativament 

per l’acció de substàncies inhibidores com la prostaciclina i el NO, que contribueixen a la 

limitació de la formació del trombe en els límits de la lesió de la paret vascular. Els 

principals inductors de l’activació plaquetària són el col·lagen i el vWF d’entre els substrats 

adhesius; la �-trombina generada a la superfície de plaquetes estimulades; l’ADP secretat 

per cèl·lules vasculars i plaquetes estimulades; l’epinefrina i el TXA2.

La trombina activa les plaquetes mitjançant proteïnes G unides a receptors 

acoblats a receptors activats per proteasa (PARs) que transformen talls proteolítics 

extracel·lulars en senyalització intracel·lular (Coughlin 2000; Sambrano et al. 2001). Els 

PARs regulen la resposta derivada de proteïnes Gq donant lloc a l’activació de la fosfolipasa 

C� i aquesta hidrolitza el fosfatidilinositol-4,5-difosfat associat a la membrana per produir 

missatgers secundaris com l’inositol-3-fosfat, que contribueix a la mobilització de calci, i el 

diacilglicerol, que activa la proteïna cinasa C. L’augment de calci intracel·lular regula molts 

processos que donen lloc a l’agregació plaquetària, incloent l’activació de la fosfolipasa A2

(PLA2) dependent de p38 MAPK (“mitogen activated protein kinase”), que hidrolitza els 

fosfolípids de membrana, produint àcid araquidònic (AA) i síntesi de TXA2 (Figura 12). 
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Figura 12. Mecanismes d’activació plaquetària. Senyalització dels receptors d’adhesió, 
especialment GPVI unit al col·lagen, i en menor grau �2�1 unit a col·lagen i GPIb� unida al 
domini A1 de vWF, que actuen sinèrgicament amb la senyalització d’agonistes solubles per 
induir l’activació plaquetària mitjançant una xarxa de mecanismes de senyalització. 
L’agregació plaquetària es produeix pel canvi conformacional de la integrina �IIb�3, que 
adquireix l’habilitat d’unir-se al fibrinogen (Ruggeri 2002). A1 i A3: dominis del vWF; RGD: 
seqüència específica de vWF situada al domini C1.

 L’ADP és un agonista feble que, directament, només indueix canvi de forma i 

agregació reversible, mentre que la subsegüent secreció i agregació secundària són 

causades per la síntesi de TXA2 induïda per l’ADP. No obstant, l’ADP és essencial en la 

funció plaquetària perquè després de secretar-se dels grànuls densos amplifica les 

respostes induïdes per altres agonistes. L’ADP interacciona amb dos receptors específics. 

La transducció del senyal implica per una banda un augment transitori de calci 

citoplasmàtic regulat pel receptor acoblat a proteïna G, P2Y1, i per una altra, la inhibició de 

l’adenil ciclasa mediada per un altre receptor acoblat a proteïna G, el P2Y12. L’epinefrina i 

el TxA2 també activen les plaquetes mitjançant receptors específics acoblats a proteïna G 

(Ruggeri 2002). 

 La típica manifestació fenotípica de l’activació plaquetària implica la polimerització 

de l’actina amb la reorganització del citoesquelet, la secreció del contingut dels grànuls i 

l’agregació dependent de la modulació de la unió del lligand soluble a la integrina  �IIb�3. La 

secreció produeix l’alliberament del contingut dels grànuls al citoplasma (per exemple ions 

de calci) i a l’espai extracel·lular (per exemple vWF, factors de creixement i nucleòtids) i la 
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translocació de proteïnes de membrana a la superfície cel·lular (per exemple, P-selectina). 

Tots aquests processos realcen l’activació i agregació de les plaquetes. Una altra 

conseqüència important de l’activació plaquetària és l’exposició de fosfatidilserina a la 

superfície de la plaqueta, un fosfolípid aniònic, que proporciona punts d’acoblament per 

l’ensamblatge d’enzims i cofactors de la cascada de la coagulació en complexes funcionals. 

Així, l’activitat procoagulant de les plaquetes activades dóna lloc a la generació de 

trombina i facilita la deposició de fibrina, contribuint a l’estabilitat del trombe.  

4.5. Canvi de forma de les plaquetes 

Les plaquetes responen a nombrosos estímuls canviant de forma discoidal, quan es 

troben en repós, a estructures més rodones amb pseudopòdies (Mannucci et al. 1967; 

Born 1970; Hovig 1970). Les transicions morfològiques de les plaquetes associades al 

canvi de forma representen un índex sensible de l’activació plaquetària. Aquests canvis es 

consideren generalment, la primera resposta fisiològica mesurable en resposta a la 

inducció amb agonistes específics, i té lloc abans del procés d’agregació. El canvi de forma 

de les plaquetes té lloc en dues etapes. En primer lloc, la forma discoidal es contrau 

donant lloc a una forma arrodonida irregular. Aquesta transició requereix un augment dels 

nivells de calci intracel·lular i l’activació de la gelsolina per tallar l’actina. L’acció de la 

gelsolina al còrtex de la plaqueta desestabilitza l’estructura organitzada i rígida del 

citoesquelet plaquetar (Hartwig 1992). Seguidament, amb una major superfície de 

contacte, la plaqueta estén filopòdies.  

L’ensamblatge de l’actina controla aquests canvis morfològics. Així, les proteïnes 

que modulen la dinàmica de l’actina tenen una funció important com a mediadores de la 

senyalització transmembrana durant el canvi de forma de les plaquetes. Aquestes 

proteïnes són la miosina, la gelsolina, VASP (vasodilator-stimulator phosphoprotein), la 

moesina, l’adducina i la cofilina. La fosforilació de la cadena lleugera de la miosina 

corelaciona amb l’inici del canvi de forma (Daniel et al. 1984; Nachmias et al. 1985), i 

concomitantment amb l’associació de la miosina al citosquelet d’actina (Fox et al. 1982; 

Paul et al. 1999). La formació de filopòdies està principalment mediada per la gelsolina 

(Witke et al. 1995; Kiuru et al. 2000). En canvi, VASP es fosforila en resposta a 

vasodilatadors i inhibidors que augmenten els nivells de guanosin monofosfat cíclic (cGMP) 

i adenosin monofosfat cíclic (cAMP) i inhibeix el canvi de forma estabilitzant els filaments 

d’actina i evitant el desensemblatge per acció de la gelsolina (Harbeck et al. 2000). 
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4.5.1. Proteïnes Rho 

 Les proteïnes Rho juguen un important paper en l’organització del citoesquelet 

d’actina (Chardin et al. 1989). Un gran nombre d’estudis ha permès establir la implicació 

d’aquestes proteïnes en la regulació de la contractilitat, l’adhesió i la migració cel·lular, la 

transducció de senyal i el control del cicle cel·lular (Mackay et al. 1998). Les proteïnes Rho, 

o de la superfamília Ras, es coneixen també com proteïnes G de baix pes molecular i són 

capaces d’unir GTP (guanosina-5’-trifosfat). 

 La unió d’agonistes als receptors exposats a la superfície  de les plaquetes activen 

les proteïnes Rho-GTPases, que indueixen canvis en la concentració de calci citoplasmàtic, 

en la reorganització del citoesquelet i en l’agregació i secreció de les plaquetes (Bodie et 

al. 2001). En termes generals, l’activitat de les proteïnes Rho es regula de forma cíclica 

mitjançant la unió a GTP, que condueix a l’activació i la hidròlisi, que torna la proteïna al 

seu estat inactiu. Aquest cicle es produeix gràcies a l’assistència de proteïnes auxiliars, que 

promouen l’intercanvi de nucleòtids units a proteïna (factors intercanviadors de nucleòtids, 

GEFs) o faciliten l’activitat GTPasa (proteïna acceleradora de l’activitat GTPasa, GAPs). 

Finalment, existeixen proteïnes que inhibeixen l’intercanvi de nucleòtids, units a la 

proteïna, estabilitzant la forma inactiva (inhibidor de dissociació de GTP, GDIs) (Geyer et 

al. 1997). 

 Les proteïnes Rho presenten dues formes: inactiva (citoplasmàtica) i activa (unida 

a membrana). En la seva forma activa, les proteïnes Rho activen la cinasa depenent de 

Rho, RhoK, la qual fosforila i inactiva la fosfatasa de la cadena lleugera de la miosina, que 

promou l’ensamblatge dels filaments de miosina i la contractilitat cel·lular. La seva unió a 

membrana depèn d’un residu isoprenoide (en uns casos geranilgeranil i en altres farnesil), 

que forma part de la seva estructura i serveix d’ancorament d’aquestes proteïnes a la 

membrana. Una altra regulació de les proteïnes Rho pot donar-se per unió a inhibodors 

com RhoGDI que les manté al citoplasma impedint la seva unió a membrana (Figura 13). 

Figura 13. Esquema de la via d’actuació de RhoA
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4.6. Agregació plaquetària 

L’agregació és l’etapa d’amplificació que dóna lloc a l’acumulació de plaquetes al 

trombe hemostàtic. Està regulada per substrats adhesius units a la membrana de 

plaquetes activades. La principal conseqüència de l’activació és un canvi conformacional 

del receptor �IIb�3, també conegut com GPIIb-IIIa (Woodside et al. 2001), que implica un 

canvi en la seva funció d’unió a lligand. La �IIb�3 activada contribueix a l’adhesió estable i 

regula la immobilització de proteïnes solubles adhesives com el vWF, el fibrinogen i la 

fibronectina a la superfície de plaquetes adherents; aquest és el substrat on es recluten 

més plaquetes. L’estabilitat dels agregats és tan important com el rati de creixement a 

l’hora de determinar si un trombe produirà l’oclusió del vas. Estudis recents han demostrat 

que CD40 lligand present a la membrana de plaquetes activades està implicat en 

l’estabilitat de l’agregat mitjançant la seva unió a �IIb�3 (Andre et al. 2002).

D’altra banda, durant la formació del trombe també es produeix el reclutament 

d’altres cèl·lules sanguínies; freqüentment es troben eritròcits, neutròfils i de vegades 

monòcits, que arriben intactes a la zona de lesió, però responen a la presència dels 

components de secreció de la plaqueta, incrementant així la producció de substàncies 

protrombòtiques.  

4.7. Coagulació i fibrinolisi 

El procés de la coagulació reforça l’estabilitat de l’agregat plaquetar mitjançant la 

formació de fibres insolubles de fibrina. La fibrina es forma a partir del fibrinogen, que és 

soluble, per l’acció de la trombina, un enzim proteolític que normalment es troba en forma 

de protrombina. La protrombina s’activa a través de la cascada de la coagulació, que 

implica una sèrie de reaccions en cadena que integren zimògens i cofactors. A la cascada 

de la coagulació es distingeixen dues vies d’activació: la via intrínseca i la via extrínseca, 

les quals convergeixen en l’activació del Factor X. 

La ruptura de la placa activa la coagulació a partir de l’exposició del TF a la superfície 

vascular desendotelizada. El contingut en TF determina, en part, el grau de 

trombogenicitat de la placa ateroscleròtica (Toschi et al. 1997). El TF és una glicoproteïna 

de baix pes molecular, present a l’adventícia normal i a les plaques ateroscleròtiques 

(Grybauskas 2003), tot i que també es troba a la sang en forma encriptada i pot induir-se 

en cèl·lules endotelials i monòcits en resposta a diferents estímuls. També s’ha detectat 

presència de TF en MPs circulants derivades de cèl·lules endotelials i monòcits. D’altra 

banda, alguns grups han demostrat expressió de TF en plaquetes, tot i que existeix certa 

controvèrsia (Mackman 2006). El TF és capaç d’iniciar la via extrínseca de la coagulació al 

formar un complex d’alta afinitat amb els factors de coagulació VII/VIIa que així activen 
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els factors IX i X i, finalment, la generació de trombina, que transformarà fibrinogen en 

fibrina.

 La funció de la fibrinolisi consisteix bàsicament en degradar les malles de fibrina i 

dissoldre el quall. És un sistema amb molts punts d’autoregulació on l’enzim que degrada 

la fibrina és la plasmina. El plasminogen és el precursor de la plasmina, que s’activa amb 

el t-PA o amb l’activador del plasminogen tipus urocinasa (uPA) quan ambdues molècules 

es troben a la superfície de la fibrina. La plasmina circulant és ràpidament inactivada per 

l’�2-antiplasmina. El sistema fibrinolític també es regula mitjançant inhibidors específics 

dels activadors del plasminogen, com pot ésser el PAI-1. 
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5. FACTORS DE RISC DE L’ATEROTROMBOSI 

 La recerca epidemiològica en els darrers trenta anys ha establert una sèrie de 

factors de risc, que són comuns en pacients que presenten malaltia ateroscleròtica. Entre 

els factors de risc de major importància destaquen el tabaquisme, el sedentarisme, la 

hipertensió, les dislipèmies, l’estrès i la diabetis. Factors no modificables com la 

predisposició genètica, l’edat i el sexe són també factors de risc per a la patologia 

cardiovascular. No obstant, recentment s’han descrit nous marcadors de risc 

cardiovascular com la lipoproteïna (a), la hiperhomocisteinèmia, els processos infecciosos, 

la periodontitis, el fibrinogen, la microalbuminúria, les molècules d’adhesió solubles 

(sVCAM-1, sP-selectina), la fosfolipasa A2 associada a la lipoproteïna (LP-PLA-2) i la CRP 

(Manolio 2003). 

 El paper de la CRP com a marcador i modulador de la malaltia cardiovascular es 

descriu en un capítol independent més endavant. 

La presència d’un o més factors de risc incrementa la incidència primària de la 

malaltia ateroscleròtica, promou la manifestació de la malaltia a una edat temprana i un 

cop la patologia ateroscleròtica és clínicament aparent contribueix a accelerar la seva 

progressió (Fuster et al. 1992a; Fuster et al. 1992b). Tanmateix, si s’eviten o es redueixen 

els factors de risc, tot i en presència de lesions ateroscleròtiques aparents, pot reduir-se el 

risc de ruptura de la placa i la presentació de complicacions clíniques (Burke et al. 1997; 

Sambola et al. 2003). 

5.1. Tabaquisme 

 El consum de tabac és la causa evitable més important de morbilitat i mortalitat 

deguda a coronariopaties (Leone 2003). Dades clíniques i dades procedents d’autòpsies 

associen el fumar amb la progressió ràpida d’aquesta malaltia i mostren que el seu grau de 

severitat es relaciona directament amb el consum de tabac. El monòxid de carboni i la 

nicotina procedents del tabac produeixen disfunció endotelial, agregació plaquetària i 

vasoconstricció. El tabac augmenta l’alliberament de catecolamines, les quals augmenten 

els nivells de fibrinogen i potencien l’activació plaquetària. A més, el tabac indueix un 

increment agut de la pressió arterial, una reducció de la resistència vascular coronària i de 

l’alliberament d’oxigen, un increment de nivells d’homocisteïna i CRP i una reducció de 

lipoproteïnes d’elevada densitat (HDL), així com una major deposició de lípid extracel·lular 

a la placa, el que suposa una major vulnerabilitat (Leone 2003). El risc associat al tabac 

sembla ésser ràpidament reversible i directament relacionat amb una resposta causa-
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efecte, el que suggereix que el tabac indueix principalment processos aguts a la paret 

vascular. 

5.2. Sedentarisme 

 L’exercici regular pot retardar l’evolució de la placa i sembla proporcionar protecció 

sobre l’infart de miocardi i la mort sobtada per malaltia coronària. La pràctica regular 

d’exercici millora l’activitat endotelial produint un increment de la biodisponibilitat de NO 

(Walther et al. 2004). No obstant, l’exercici brusc i l’activació neurohormonal simpàtica 

associada augmenten l’alliberament de catecolamines i poden desencadenar l’inici d’infart 

de miocardi a través de la ruptura brusca de la placa, l’activació plaquetària i la coagulació 

i/o vasoconstricció coronària. 

5.3. Diabetis i obesitat 

S’estima que un 10 % de les persones entre 30 i 89 anys pateix diabetis. Les 

complicacions clíniques de la diabetis suposen un risc elevat de patir episodis coronaris 

aguts trombòtics. Les plaquetes de malalts diabètics presenten hipereactivitat i 

hiperagregabilitat (Creager et al. 2003; Luscher et al. 2003). A més, els malalts diabètics 

pateixen hipertensió, retinopatia, malalties renals i neuropaties, que incrementen el risc 

cardiovascular. L’obesitat, per la seva banda, augmenta el risc de patir diabetis. 

5.4. Hipertensió 

 La pressió sanguínia elevada és el factor més determinant en el desenvolupament 

de l’ictus. Un 35 % de la població pateix hipertensió i aquest percentatge augmenta fins a 

un 68 % en la població de major edat. Diversos estudis han demostrat que els inhibidors 

de l’enzim convertidor de l’angiotensina (ECA) i els antagonistes del receptor de 

l’angiotensina II (ARA) afavoreixen l’estabilització de la placa ateroscleròtica i la reducció 

d’events cardiovasculars (Mancini et al. 1996; Brosnan et al. 2002). L’angiotensina II 

provoca disfunció endotelial i indueix l’expressió de VCAM-1 i CRP, afavorint l’adhesió de 

monòcits a l’endoteli i mantenint un estímul inflamatori crònic, amb el que contribueix a la 

formació de lesions ateroscleròtiques (Kim et al. 2000). La inhibició dels efectes de 

l’angiotensina II sembla afectar no només la progressió de la lesió i la vulnerabilitat de la 

placa, sinó també els mecanismes desencadenants de l’inici de la malaltia (Hayek et al. 

1999; Strawn et al. 2000).  
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5.5. Dislipèmies 

 Existeix una relació directa entre els nivells de colesterol total en sèrum i el risc de 

cardiopatia coronària. Concretament, el colesterol LDL és un dels principals factors 

desencadenants d’alteracions a l’endoteli vascular, així com del desenvolupament i 

progressió del procés aterogènic. Així, un perfil lipídic amb nivells elevats de colesterol LDL 

i triglicèrids i nivells baixos de colesterol HDL s’associa amb un risc elevat de patir malaltia 

cardiovascular. La seva disminució s’ha associat a una reducció del risc de cardiopatia 

coronària i a un retard en la progressió de l’aterosclerosi coronària (LaRosa 2003).  

Les estratègies actuals dirigides a reduir els nivells de LDL circulants es basen en la 

modificació dels hàbits dietètics i en teràpies farmacològiques. 
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6. ESTATINES EN ATEROTROMBOSI 

Múltiples estudis clínics i angiogràfics han demostrat que l’ús de fàrmacs 

hipolipemiants (estatines, fibrats, àcid nicotínic) inhibeix la progressió de l’aterosclerosi, 

redueix l’infart de miocardi i els events coronaris (4S; WOSCOPS).  

D’entre aquests fàrmacs, les estatines han demostrat ésser fàrmacs segurs, fàcils 

d’emprar i s’han convertit en els més receptats per reduir el colesterol plasmàtic i així 

afavorir l’estabilització i la regressió de la placa ateroscleròtica (estudis WOSCOPS i CARE). 

Els resultats clínics han demostrat que els beneficis terapèutics obtinguts amb l’ús 

d’estatines van més enllà dels esperats per la reducció dels nivells de colesterol plasmàtic, 

el que suggereix que part dels seus beneficis poden ésser independents del seu efecte 

hipolipemiant sistèmic (Vaughan et al. 1996; Maron et al. 2000). Els efectes independents 

de les estatines explicarien la temprana eficàcia clínica d’aquests fàrmacs tant en 

prevenció primària (estudis MIRACL, WOSCOPS, CARE) com en prevenció secundària (4S). 

Les estatines inhibeixen de forma parcial, reversible i competitiva la síntesi 

intracel·lular de colesterol. En conseqüència, els dipòsits intracel·lulars hepàtics de 

colesterol disminuieixen, produint la disminució dels nivells plasmàtics de colesterol LDL i 

de triglicèrids i augmentant els de colesterol HDL, millorant així el perfil lipídic global. Les 

estatines són inhibidors de la 3-hidroxi-3-metil-glutaril Coenzim A (HMG-CoA) reductasa, 

l’enzim responsable de catalitzar la formació de mevalonat, el que resulta en una reducció 

de la síntesi del colesterol (Figura 14).  

Figura 14. Via de la síntesi del colesterol
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La inhibició de mevalonat també dóna lloc a una reducció dels nivells de derivats 

isoprenoides, els quals participen en la isoprenilació de petites GTPases de la família de 

Rho/Rac/Cdc42 (Brown et al. 2006). La isoprenilació facilita l’activació i translocació 

d’aquestes proteïnes des del citosol a la membrana plasmàtica, el que facilita la seva 

funcionalitat en senyalització intracel·lular. Així, les estatines inhibeixen la proliferació 

cel·lular i milloren la funció endotelial incrementant la biodisponibilitat de NO (Dupuis et al. 

1999), disminuint l’estrès oxidatiu i l’endotelina-1. Les estatines també redueixen la 

inflamació perquè inhibeixen l’expressió de molècules d’adhesió, redueixen l’acumulació 

lipídica en CML (Llorente-Cortes et al. 1998), estabilitzen la placa ateroscleròtica i 

incrementen la fibrinolisi (Figura 15). Tot i que s’han trobat resultats contradictoris sobre 

l’efecte de diferents estatines en la funció plaquetària, hi ha evidències de les seves 

propietats antitrombòtiques. Estudis amb animals hiperlipèmics han demostrat que les 

estatines modulen la resposta plaquetària i redueixen el potencial trombòtic de la paret 

vascular (Alfon et al. 1999; Casani et al. 2005). 

Figura 15. Principals efectes beneficiosos relacionats amb les estatines.

D’altra banda, recentment s’han demostrat nous efectes citoprotectors de les 

estatines mitjançant la inducció de la glucose-regulated protein 78 (GRP78) en macròfags 

(Chen et al. 2008). La proteïna GRP78 és una proteïna majoritària del RE i juga un paper 

primordial en la homeòstasi del RE. A més de la seva funció com a chaperona, la GRP78 

s’expressa a la superfície de diferents tipus cel·lulars (Misra et al. 2002; Misra et al. 2004; 

Davidson et al. 2005) i la seva desregulació està implicada en diverses malalties com el 

càncer (Arap et al. 2004), l’aterosclerosi, la trombosi (Bhattacharjee et al. 2005) i 

malalties autoinmunes (Corrigall et al. 2001). 

Des de l’aparició dels primers inhibidors de la HMG-CoA reductasa, la recerca 

farmacològica ha evolucionant produint diferents compostos: mevastatina, lovastatina 

(producte natural), simvastatina (derivat semisintètic de la lovastatina), pravastatina 

(bioderivat de la mevastatina), fluvastatina, atorvastatina, cerivastatina i rosuvastatina 
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(totes d’origen sintètic). Totes aquestes estatines produeixen un efecte qualitativament 

similar sobre el perfil lipídic, entre un 32 % i un 55 % de reducció de colesterol LDL 

circulant a les dosis màximes recomanades. Estudis recents han demostrat millors 

resultats amb estatines en teràpies agressives que amb teràpies moderades en pacients 

amb malaltia coronària (Cannon et al. 2004; Nissen et al. 2005). El tractament agressiu 

produeix una major reducció dels nivells de LDL i CRP, suggerint la relació entre aquests 

dos marcadors i la progressió de la malaltia (Cannon et al. 2004; Nissen et al. 2005). 

La rosuvastatina és un nou inhibidor de la HMG-CoA reductasa. És un hidroxiàcid 

enantiomèric simple que s’administra en forma de sal càlcica amb lipofilicitat relativament 

baixa (Figura 16). Estudis in vitro i in vivo han demostrat que la rosuvastatina inhibeix la 

HMG-CoA reductasa i la síntesi de colesterol en un grau significativament superior al 

d’altres estatines. De fet, l’estudi ASTEROID va demostrar que el tractament amb 

rosuvastatina produïa regressió de la placa ateroscleròtica (Nissen et al. 2006).  

Figura 16. Estructura de la rosuvastatina

Tanmateix, l’estudi JUPITER (Ridker et al. 2008) ha demostrat recentment els 

efectes beneficiosos (disminució de morbilitat i mortalitat cardiovascular) associats al 

tractament amb rosuvastatina a través de la reducció dels nivells de CRP en pacients sense 

evidències de malaltia cardiovascular pre-existents i nivells de colesterol LDL normals, 

posant de manifest no només l’impacte de la inflamació sobre el risc cardiovascular, sinó 

també possibles noves indicacions terapèutiques associades a l’ús d’estatines en prevenció 

primària i secundària.  

De totes maneres, es desconeix el paper directe de la rosuvastatina sobre les 

complicacions trombòtiques i si la rosuvastatina pot regular l’adhesió i activació 

plaquetària. És probable que la rosuvastatina produeixi un major grau de cardioprotecció 

que altres estatines mitjançant mecanismes independents de la reducció del colesterol. 
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7. PAPER DE LA CRP COM A MARCADOR I 

MODULADOR DE L’ATEROTROMBOSI 

El reconeixement de la inflamació com a contribuent principal en la progressió de 

la malaltia aterotrombòtica ha provocat la focalització de nombrosos esforços en 

caracteritzar els mecanismes inflamatoris específics i en identificar marcadors no invasius 

que permetin detectar l’activació inflamatòria subjacent amb el propòsit de poder avaluar 

el risc cardiovascular. La CRP, un reactant de fase aguda, ha estat investigat en base a 

aquests dos objectius. Estudis epidemiològics han demostrat un augment del risc de patir 

events cardiovasculars en pacients amb nivells elevats de CRP (Liuzzo et al. 1994; Ridker 

et al. 1997; Danesh et al. 1998; Lindahl et al. 2000). Aquests fets, conjuntament amb 

evidències experimentals que revelen la presència de CRP en lesions ateroscleròtiques 

(Ross 1999; Libby 2002a; Hansson 2005) i dades clíniques que associen la disminució de 

nivells de CRP amb algunes teràpies preventives, han donat lloc a la hipòtesi de que la CRP 

sigui tant un marcador com un causant de la malaltia aterotrombòtica (Jialal et al. 2004; 

Verma et al. 2004). 

7.1. CRP com a marcador de risc cardiovascular 

Més de 30 estudis epidemiològics han demostrat una associació significativa entre 

nivells elevats de CRP en plasma i la prevalença de malaltia ateroscleròtica vascular, risc 

de recurrència d’events cardiovasculars en pacients amb malaltia ja establerta o incidència 

de primers events cardiovasculars en pacients amb risc. Concretament, almenys 24 estudis 

prospectius que mesuraven CRP ultrasensible (hsCRP) van demostrar una relació 

consistent i robusta entre els nivells de hsCRP i el risc de patir events cardiovasculars 

futurs (Ridker et al. 1997; Danesh et al. 1998; Ridker et al. 2002; Danesh et al. 2004). La 

CRP s’afegeix a factors de risc tradicionals per predir events coronaris, i existeixen almenys 

set estudis en els que la CRP es va incloure a les taules de Framingham (Framingham Risk 

Score) com a eina d’avaluació global de risc cardiovascular. Amb això, els pacients es 

poden categoritzar en base al seu risc i nivells de CRP com: baix (<1mg/L), intermig (2-3 

mg/L) i alt (>3 mg/L) basats en el promig de dues mesures obtingudes amb una diferència 

d’un mínim de dues setmanes (Pearson et al. 2003). No obstant, nivells de CRP >10 mg/L 

no es poden utilitzar per avaluar risc cardiovascular, havent de descartar altres processos 

inflamatoris actius (infeccions, trauma, etc). Addicionalment, nivells elevats de CRP també 

s’han relacionat amb el nivell de necrosi miocàrdica en pacients amb infart de miocardi 
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amb elevació del segment ST (Cusack et al. 2002), indicant la capacitat del dany miocàrdic 

de disseminar la resposta inflamatòria local a òrgans distals. 

D’altra banda, teràpies específiques que són efectives en prevenció primària i 

secundària han demostrat reduir els nivells de CRP i/o mitigar el risc associat amb nivells 

alts d’aquest marcador (Libby et al. 2002b). Aquestes observacions proporcionen 

evidències indirectes que han donat lloc a un creixent interès per la CRP com a contribuent 

directe de l’aterotrombosi. 

L’aparició de la CRP com el marcador inflamatori més estudiat clínicament és en 

gran part degut a les seves propietats analítiques i preanalítiques. Les propietats 

biològiques de la CRP així com la seva cinètica –una vida mitja de 18 h, manca d’associació 

amb la ingesta i els cicles circadians- fan que sigui una proteïna sèrica relativament estable 

en comparació amb molts altres marcadors. D’altra banda, els assajos de la CRP són 

sensibles, reproduïbles, estandaritzats internacionalment, relativament poc cars i 

àmpliament disponibles (Ledue et al. 2003). A més, la disponibilitat de preparacions de 

CRP per calibratge d’aquests assajos també ha proporcionat una font molt convenient de 

CRP exògena per experiments amb animals i in vitro.

7.2. Conformacions de la CRP 

 La CRP és una proteïna plasmàtica que pertany a la família de les pentraxines. El 

seu nivell en plasma és de 0,8 mg/L (Shine et al. 1981) i augmenta fins a 1000 vegades 

en 24-72 h en resposta a moltes formes de dany tissular, infecció i inflamació (Pepys et al. 

1983). La CRP es troba en, almenys, dues conformacions diferents amb propietats i 

activitats biològiques diferents; la forma nativa (natCRP) i la forma monomèrica (mCRP) 

(Figura 17). 

Figura 17. Estructura pentamèrica de CRP 
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7.3. CRP nativa 

 natCRP és un disc cíclic format per 5 subunitats globulars idèntiques no glicosilades 

de 23 kDa, unides de forma no-covalent. És una proteïna molt soluble en sèrum que 

presenta afinitat calci-dependent pels monoésters de fosfat, en particular la fosfocolina. Té 

altres lligands intrínsecs com les lipoproteïnes plasmàtiques natives i modificades (Pepys et 

al. 1983), membranes cel·lulars danyades (Volanakis et al. 1979), cèl·lules apoptòtiques 

(Gershov et al. 2000) i fibronectina (Salonen et al. 1984). D’entre els lligands extrínsecs es 

troben components bacterials, fongs i paràsits. Quan s’uneix a aquests lligands, la CRP és 

reconeguda pel factor del complement C1q, produint així l’activació de la via clàssica del 

complement. En sèrum, els nivells de CRP augmenten ràpidament en resposta a estímuls 

inflamatoris. El gen que codifica per a les subunitats de CRP es troba al cromosoma 1 

(Whitehead et al. 1983). La CRP es sintetitza principalment al fetge i la seva inducció en 

hepatocits està regulada principalment a nivell transcripcional per la citocina IL-6 i en 

menor grau per la IL-1� i el TNF-� (Mackiewicz et al. 1991). natCRP és la conformació de 

CRP que es mesura en la pràctica clínica diària  i representa el clàssic reactant de fase 

aguda.

7.3.1. Localització 

 En la majoria dels estudis publicats, les preparacions comercials de CRP i els 

anticossos anti-CRP s’han fet servir sense distingir entre les dues isoformes de la CRP. Tot 

i aquesta limitació, els efectes observats generalment s’han atribuït a la forma nativa 

(natCRP) i, per tant, es resumeixen en aquesta secció. Estudis immunohistoquímics van 

demostrar que la CRP es dipositava amb LDL oxidades o enzimàticament modificades i 

amb el complex del complement C5b-9 a la paret arterial (Torzewski et al. 2000). Alguns 

grups (Yasojima et al. 2001; Jabs et al. 2003) també han reportat col·localització de la 

CRP i components del complement amb CML i macròfags en teixits arterials normals i en 

placa. 

 Cal remarcar, però, que la majoria d’anticossos policlonals anti-CRP utilitzats per 

immunohistoquímica reconeixen antígens de natCRP i mCRP (Ying et al. 1989). A més, 

l’anticòs monoclonal anti-CRP clon 8, àmpliament utilitzat per la detecció de CRP en la 

paret vascular, ha demostrat detectar predominantment mCRP i no natCRP (Schwedler et 

al. 2003). 
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7.3.2. Estudis in vitro

Els efectes de CRP en monòcits/macròfags i en cèl·lules endotelials i musculars 

s’han interpretat principalment com a proinflamatoris i proaterotrombòtics (Jialal et al. 

2004; Mazer et al. 2004). Els potencials efectes sobre diferents vies es presenten a la 

Figura 18. Un aspecte important del dany endotelial i del desenvolupament inicial de 

l’aterosclerosi que involucra la CRP pot estar relacionat amb l’elevada producció de radicals 

d’oxigen (Landmesser et al. 2001). De fet, l’expressió de CRP en artèries coronàries 

col·localitza freqüentment amb p22phox, component essencial de la nicotinamida adenin 

dinucleòtid fosfat (NAD[P]H) oxidasa, font important d’espècies reactives d’oxigen a la 

vasculatura (Kobayashi et al. 2003). D’altra banda, la CRP regula a l’alça l’ARN missatger 

(ARNm) i l’expressió de proteïna del receptor de l’angiotensina I en CML (Wang et al. 

2003), a través del qual la NADP(H) oxidasa podria estimular-se. Un estudi recent ha 

demostrat que la CRP inhibeix la dilatació mediada per NO dependent de l’endoteli a través 

de l’activació de p38 MAPK i NAD(P)H oxidasa (Qamirani et al. 2005).  

No obstant, la CRP també produeix efectes que podrien interpretar-se com a 

vasculoprotectors. En aquest sentit, la CRP produeix vasorelaxació independent de 

l’endoteli (Sternik et al. 2002) i hiporeactivitat a fenilefrina produïda per un augment de 

NO en vasos humans in vitro i regulació a l’alça de proteïnes inhibidores del complement 

en cèl·lules endotelials (Li et al. 2004). Els efectes duals de la CRP en la resposta cel·lular i 

immune poden explicar-se, en part, per variables metodològiques. En primer lloc, molts 

grups no controlaven la presència de contaminants en les preparacions comercials de CRP, 

com LPS o azida sòdica. Diversos estudis han demostrat que els efectes proinflamatoris, 

proapoptòtics, antiproliferatius i antiangiogènics de preparacions comercials de CRP poden 

atribuir-se a la presència d’azida sòdica, LPS, o ambdós (Liu et al. 2005; Taylor et al. 

2005). En segon lloc, l’emmagatzematge prolongat de CRP purificada en absència d’ions de 

calci o en presència d’agents quelants dóna lloc a la conversió espontània de natCRP en 

mCRP (Zouki et al. 2001). Diversos estudis han demostrat que les diferents isoformes de 

la CRP presenten bioactivitats diferents in vitro. natCRP, lliure de contaminacions amb LPS, 

azida sòdica o mCRP, atenua eficaçment la resposta inflamatòria inhibint l’activació, 

l’adhesió i el tràfic de neutròfils (Zouki et al. 1997; Zouki et al. 2001). natCRP també 

inhibeix l’agregació de plaquetes humanes en resposta a diversos estímuls (Fiedel et al. 

1982; Vigo 1985). En canvi, natCRP mínimament oxidada o agregada per temperatura 

indueix l’agregació plaquetària (Fiedel 1985; Miyazawa et al. 1988). D’altra banda, el cultiu 

de cèl·lules endotelials coronàries humanes amb natCRP durant períodes de temps curts no 

indueix la secreció de citocines ni l’expressió de molècules d’adhesió (Khreiss et al. 2004a; 

Khreiss et al. 2005). Tot i això, un estudi recent ha demostrat que natCRP regula a l’alça la 
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producció d’interleucina-8 (IL-8) i PAI-1 en cèl·lules endotelials d’aorta humana i redueix la 

secreció de prostaciclina i NO sintasa (Devaraj et al. 2006). 

Figura 18. Efectes anti- i pro- inflamatoris de natCRP. La majoria dels resultats in
vitro recolzen el paper proinflamatori de natCRP. No obstant, en molts casos, la presència 
de contaminants i de mCRP en les preparacions de CRP pot haver estat el causant dels 
efectes observats.  

7.3.3. Models animals 

 L’estudi de natCRP en animals d’experimentació també ha donat lloc a resultats 

duals. Per exemple, ratolins que expressaven el gen de CRP humana (CRPtg) van resultar 

ésser resistents a endotoxèmia (Xia et al. 1997) i a infecció fatal amb Streptococcus 

pneumoniae (Szalai et al. 1995) o amb Salmonella enterica (Szalai et al. 2000). 

L’expressió del gen de la CRP humana també s’associa amb una reducció de bacterèmia 

comparat amb animals de soca salvatge infectats. En canvi, la injecció per via parenteral 

de CRP humana en rates va produir un augment del dany tissular en infart de miocardi 

dependent del complement (Griselli et al. 1999). L’expressió del gen de la CRP humana en 

ratolins ApoE-/- va accelerar la progressió de l’aterosclerosi (Paul et al. 2004). Diversos 

estudis recents han estudiat l’impacte de la CRP sobre l’aterogènesi sobreexpressant CRP 

humana (Hirschfield et al. 2005; Kovacs et al. 2007) o de conill (Reifenberg et al. 2005) en 



Introducció

70

ratolins ApoE-/-. Cap d’aquests estudis ha trobat evidències de que CRP fos aterogènica. En 

un altre estudi es va suggerir que CRP podria ésser protrombòtica perquè ratolins CRPtg 

van presentar una major resposta trombòtica després de sotmetre’ls a dany vascular 

(Danenberg et al. 2003). De totes maneres, els efectes de CRP observats en ratolins no 

són extrapolables a humans perquè CRPtg humana o de conill no activa el complement 

murí, un component crucial en la progressió de l’aterosclerosi. 

7.4. CRP modificada 

natCRP pot dissociar-se en les seves subunitats monomèriques individuals com, 

per exemple, quan s’associa a la membrana cel·lular (Ji et al. 2007). Aquesta 

reorganització conformacional modifica significativament l’estructura de CRP, així com la 

seva solubilitat i antigenicitat. Aquesta diferent conformació de CRP es coneix com CRP 

“monomèrica” o “modificada”, mCRP. De la mateixa forma que natCRP, mCRP és una 

proteïna estable que es troba de forma natural, tot i que no és detectable en sèrum. mCRP 

es caracteritza per una reduïda solubilitat i una certa tendència a autoagregar-se, 

representant la forma unida a teixit de CRP. mCRP es pot obtenir in vitro per quelació amb 

urea, condicions àcides o calor (Potempa et al. 1983; Kresl et al. 1998). S’han identificat 

antígens que reaccionen de manera creuada amb anticossos anti-mCRP en 

monòcits/macròfags humans (Kolb-Bachofen et al. 1995), cèl·lules epitelials del tracte 

respiratori (Gould et al. 2001) i íntima arterial tant normal com inflamada (Diehl et al. 

2000). 

7.4.1. Localització 

mCRP és un constituent natural de la íntima vascular (Diehl et al. 2000) i 

probablement té funcions regulatòries específiques en la homeòstasi vascular. Estudis 

recents han reportat expressió de mCRP en cèl·lules endotelials i en matriu extracel·lular 

en lesions ateroscleròtiques de ratolins ApoE-/- (Schwedler et al. 2005). La interacció entre 

la fibronectina de la matriu i CRP és dependent del pH (Suresh et al. 2004). En condicions 

fisiològiques, la unió de Ca2+ a CRP evita la interacció amb fibronectina de la matriu 

extracel·lular. No obstant, en zones de pH baix, com a la placa ateroscleròtica o als 

tumors, la CRP unida a Ca2+ adquireix la capacitat d’interaccionar amb fibronectina. Es 

desconeix si aquesta diferent capacitat d’unió implica canvis conformacionals de CRP. En 

plaques de ratolins ApoE-/- s’ha detectat col·localització de mCRP amb macròfags i Apo B, 

el que suggereix que mCRP podria participar en el desenvolupament de cèl·lules 
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escumoses. Això lliga amb el fet que la unió de CRP a LDL natives, oxidades o modificades 

enzimàticament té lloc principalment quan CRP ha sofert canvis conformacionals. 

 Un nombre creixent d’evidències confirma la síntesi extrahepàtica de CRP. S’ha 

detectat CRP (ARNm i proteïna) en limfòcits (Bray et al. 1988), cèl·lules mononucleades de 

sang perifèrica (Murphy et al. 1991), cèl·lules Kupffer de rata, macròfags (Kolb-Bachofen 

et al. 1995), illots pancreàtics, neurones (Yasojima et al. 2000), teixit adipós (Ouchi et al. 

2003), cèl·lules endotelials, CML (Yasojima et al. 2001; Jabs et al. 2003), ronyó i cèl·lules 

epitelials del tracte respiratori (Gould et al. 2001). La majoria de la CRP sintetitzada 

extrahepàticament és poc soluble, la proteïna no és secretada, s’expressa 

intracel·lularment o unida a la membrana cel·lular i expressa antigenicitat de mCRP. Així 

doncs, fins que no es demostri el contrari, no es pot assumir que la CRP sintetitzada 

extrahepàticament sigui la forma soluble pentamèrica de CRP. És possible que les 

subunitats de CRP sintetitzades extrahepàticament no es processin en forma de discs 

pentamèrics i que romanguin com a proteïnes poc solubles, autoagregades, que puguin 

depositar-se en zones localitzades al voltant de les cèl·lules que les hagin sintetitzat. 

7.4.2. Estudis in vitro

In vitro, la pèrdua de la simetria pentamèrica s’ha associat predominantment amb 

un fenotip proinflamatori (Figura 19). Per exemple, mCRP inhibeix l’apoptosi espontània en 

neutròfils humans (Khreiss et al. 2002) i promou l’adhesió a cèl·lules endotelials de 

coronària humana per un mecanisme dependent de CD18 (Zouki et al. 2001). A més, 

mCRP indueix la secreció d’IL-8 en neutròfils mitjançant l’activació de NF-�B (nuclear 

factor �B) i AP1 (proteïna activadora-1) (Khreiss et al. 2005). En altres estudis s’ha 

observat una inhibició de la quimiotaxi dels neutròfils produïda per mCRP similar a la 

produïda per natCRP (Heuertz et al. 2005). D’altra banda, mCRP però no natCRP, activa 

ràpidament cèl·lules endotelials a través d’un mecanisme dependent de p38 MAPK (Khreiss 

et al. 2004a). En canvi, natCRP necessita temps d’incubació prolongats (>24 h) per activar 

cèl·lules endotelials. D’altra banda, Khreiss i els seus col·laboradors (Khreiss et al. 2004b) 

van reportar que mCRP accelerava la formació d’agregats neutròfil-plaqueta mitjançant 

una regulació oposada de natCRP i mCRP de P-selectina i CD11/CD18. Els efectes de 

natCRP en neutròfils, plaquetes i cèl·lules endotelials es reverteixen remarcablement, tot i 

que no completament, bloquejant el receptor Fc�RII (CD32), mentre que els efectes de 

mCRP es reverteixen només bloquejant el receptor Fc�RIII (CD16), suggerint la 

participació de receptors diferents per les diferents isoformes de CRP. 
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Figura 19. Efectes anti- i pro- inflamatoris de mCRP. La major part del les activitats 
in vitro són consistents amb un paper proinflamatori de mCRP. 

7.4.3. Models animals 

 Els efectes in vivo de mCRP són encara força desconeguts. En ratolins portadors 

d’una línia cel·lular d’adenocarcinoma de mama, el tractament amb mCRP va frenar 

eficaçment la progressió i el creixement del tumor (Kresl et al. 1999). Aquestes 

observacions són consistents amb un paper de mCRP relacionat amb l’increment de la 

vigilància immunitària, amplificant mecanismes d’immunitat innata. 

 Un estudi recent va fer servir un model d’inici d’aterosclerosi en ratolins ApoE-/-

amb injecció subcutània de dosis baixes de CRP durant un període de temps llarg 

(Schwedler et al. 2005). En aquest model es va observar que natCRP humana accelerava 

la progressió de l’aterosclerosi i, en canvi, mCRP prevenia parcialment la formació de la 

placa. L’augment d’aterosclerosi induïda per natCRP es va associar amb una regulació a 

l’alça de ICAM-1 i VCAM-1. En canvi, la injecció de mCRP va resultar en una reducció de la 

progressió de l’aterosclerosi induint l’expressió d’interleucina-10 (IL-10). Cal remarcar 

però, que aquest model no reflexava els nivells sistèmics de CRP ni l’efecte directe de CRP 

circulant sobre la formació de la placa ateroscleròtica. 
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És important destacar que els estudis de CRP realitzats amb el model murí no són 

extrapolables a humans perquè la CRP no és un reactant de fase aguda en ratolins. El 

desenvolupament de ratolins transgènics que sobrexpressen CRP també presenta 

limitacions degut a que la CRP humana és una proteïna “estrangera” en el ratolí i ha donat 

lloc a resultats controvertits. 

En resum, la CRP està demostrant ésser un potent marcador de risc 

cardiovascular. Els estudis experimentals que relacionen la CRP com un agent causal de la 

malaltia aterotrombòtica continuen emergent. De totes maneres calen més estudis 

adreçats a la bioactivitat diferencial de les isoformes de la CRP en la malaltia 

aterotrombòtica, així com la validació clínica del paper de la isoforma monomèrica de CRP. 
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 Les plaquetes juguen un paper fonamental en els processos trombòtics i en les 

seves manifestacions clíniques, així com en el desenvolupament de la malaltia 

aterotrombòtica. Els mecanismes d’adhesió plaquetària i formació de trombes arterials 

venen determinats en gran mesura per l’entorn biomecànic, concretament per la velocitat i 

l’esforç de cisalla local. Malgrat els avenços realitzats en els darrers anys en prevenció 

primària i secundària de les malalties cardiovasculars, en els propers anys la malaltia 

ateroscleròtica i les seves complicacions trombòtiques continuaran essent la principal 

causa de mortalitat. El present treball pretén aprofundir en el coneixement de diferents 

mecanismes relacionats amb els processos inflamatoris implicats en el desencadenament 

de la trombosi arterial, concretament en els processos d’adhesió i activació plaquetàries.  

 Degut a la creixent importància del paper de la CRP no només com a marcador 

sinó com a modulador de la malaltia cardiovascular ens vàrem plantejar la hipòtesi que la 

CRP podria afectar l’adhesió plaquetària. Tanmateix, degut a la controvèrsia que ha sorgit 

dels estudis amb CRP vàrem hipotetitzar que les diferents isoformes de la CRP podrien 

tenir diferents efectes sobre el creixement del trombe en condicions de flux arterial.  

D’altra banda, es desconeix si la isquèmia per se, en absència de malaltia 

ateroscleròtica subjacent i altres factors de risc, pot produir una resposta inflamatòria 

aguda tant local com sistèmica que indueixi l’activació i l’adhesió de les plaquetes. Per 

aquest motiu vàrem plantejar estudiar l’efecte del temps d’oclusió sobre la resposta 

inflamatòria local i sistèmica desencadenada i la subsegüent adhesió i activació 

plaquetària.  

Finalment, degut a que els efectes beneficiosos de les estatines en la prevenció de 

la malaltia aterotrombòtica van més enllà dels seus efectes hipolipemiants, ens vàrem 

proposar estudiar l’efecte del bloqueig de la HMG-CoA reductasa sobre la formació del 

trombe i identificar nous potencials mecanismes d’acció sobre les plaquetes.   

D’aquesta manera, la hipòtesi general plantejada en aquest treball consisteix en 

que, la inflamació, ja sigui desencadenada per la proteïna C-reactiva o la isquèmia 

miocàrdica, o bé modulada pel bloqueig de la HMG-CoA reductasa està directament 

implicada en el desencadenament de processos d’adhesió i activació plaquetàries i, 

conseqüentment en el risc de trombosi arterial. 
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 Per desenvolupar aquesta hipòtesi els objectius específics que es van plantejar 

van ésser els següents: 

Objectiu I.  Estudiar els efectes de les diferents isoformes de la CRP sobre el 

creixement del trombe.

1. Avaluar l’efecte de les isoformes nativa i modificada de CRP (natCRP i mCRP), 

tant en forma circulant com immobilitzades, sobre la deposició plaquetària, la 

mida dels agregats i l’alçada del trombe en condicions de flux arterial. 

2. Estudiar la distribució de les diferents isoformes de CRP dins l’estructura dels 

trombes formats en condicions de flux arterial. 

3. Analitzar l’efecte de les diferents isoformes de CRP sobre l’activació 

plaquetària. 

Objectiu II. Estudiar si la isquèmia miocàrdica presenta propietats 

proinflamatòries i protrombòtiques a nivell local i sistèmic. 

1. Avaluar la resposta inflamatòria local produïda per oclusió coronària en un 

model porcí d’infart de miocardi, mitjançant l’anàlisi dels nivells d’expressió 

cardíacs de mCRP, IL-6, TNF-�.

2. Analitzar la distribució de mCRP al teixit cardíac.

3. Avaluar l’efecte del temps d’olcusió coronari en l’activació i deposició de les 

plaquetes.

Objectiu III. Estudiar si el bloqueig de la HMG-CoA reductasa inhibeix la 

deposició plaquetària, així com els mecanismes implicats en el procés. 

1. Avaluar l’efecte de la rosuvastatina sobre la deposició plaquetària en diferents 

condicions de flux.

2. Identificar proteïnes de les plaquetes modulades pel tractament amb 

rosuvastatina.

3. Analitzar i caracteritzar el paper de la GRP78 (glucose regulated protein 78) de la 

plaqueta en la formació del trombe.
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1. PREPARACIÓ I CARACTERITZACIÓ DE NATCRP I 

MCRP I DELS SEUS ANTICOSSOS 

Com s’ha comentat anteriorment, la presència de contaminants (especialment LPS

i azida sòdica) en preparacions de CRP ha donat lloc a resultats controvertits en estudis de 

CRP in vitro, fet que ha qüestionat la validesa de molts d’aquests estudis. Per aquest 

motiu, es va tenir especial cura en la preparació i caracterització de les diferents isoformes 

de CRP. 

1.1. Obtenció de natCRP i mCRP 

natCRP humana d’alta puresa (Calbiochem) es va emmagatzemar en tampó de 10 

mM/L Tris, 140 mM NaCl i 2 mM CaCl2 a pH 8,0 per evitar la formació espontània de mCRP 

a partir de la forma nativa del pentàmer. La forma monomèrica de CRP es va obtenir per 

quelació amb urea de la forma nativa, segons van descriure Potempa i els seus 

col·laboradors (Kresl et al. 1998). Breument, natCRP (1 mg/mL) es va quelar amb 10 

mM/L d’àcid etilendiamino tetraacètic (EDTA) i es va incubar amb 8,0 M d’urea durant 6 h 

a 37 ºC. La urea es va eliminar dialitzant contra un tampó TBS de reduïda força iònica (10 

mM Tris-HCl i 0,05 M NaCl a pH 7,3). La concentració de mCRP es va determinar pel 

mètode de l’àcid bicinconínic (BCA). Es van seguir les indicacions establertes per la casa 

comercial i es va fer servir una recta patró d’albúmina de sèrum boví (BSA). Tant les 

mostres diluïdes com la recta patró es van incubar amb el reactiu durant 30 min a 37 ºC i 

es va llegir l’absorbància a 562 nm. La solució filtrada es va emmagatzemar a 4 ºC i es va 

utilitzar durant les següents 24 h. 

1.2. Caracterització dels anticossos 

Els anticossos dirigits específicament a la isoforma nativa (clon 1D6) i a la isoforma 

monomèrica (clon 8C10) van ésser gentilesa del Dr. Larry Potempa (Ying et al. 1989; 

Schwedler et al. 2003) i les seves especificitats es van demostrar mesurant les seves 

característiques d’afinitat d’unió. 



Metodologia 

82

Figura 20. Afinitats d’unió a mCRP i natCRP dels anticossos anti-mCRP (clon 
8C10) i anti nat-CRP (1D6). 

1.3. Caracterització de mCRP i natCRP: Electroforesi i 

dot blot 

Per validar la total modificació de les isoformes de CRP, es va realitzar una 

electroforesi per distingir les dues isoformes segons el mètode descrit per Taylor i 

col·laboradors (Taylor et al. 2007). Es van utilitzar gels d’acrilamida del 12 % i es va 

efectuar l’electroforesi a 30 mA amb gels de 0,75 mm en una unitat d’electroforesi de 

BioRad (BioRad Powe Pac 300). Per obtenir les proteïnes en condicions desnaturalitzants 

les mostres es van escalfar 10 min a 90 ºC i es va afegir �-mercaptoetanol a l’1 %. També 

es van analitzar les proteïnes en condicions no desnaturalitzants. Les proteïnes es van 

visualitzar per tinció amb blau de comassie. La tinció amb blau de comassie es va fer en 

agitació suau amb una solució 1:1 de Comassie Brilliant Blue R (Merck) i 20 % d’àcid 

acètic durant 20 min. Un cop tenyits, els gels es van rentar amb una solució d’etanol, 

aigua i àcid acètic (3:6:1) per eliminar l’excés de colorant. 

En condicions no desnaturalitzants, natCRP va córrer com una banda difusa amb 

un pes molecular aparent de 40-80 kDa. En canvi, mCRP apareixia com una sola banda 

ben definida amb un pes de 23 kDa (Figura 21A). Es va poder observar que natCRP no 

estava contaminada amb mCRP doncs no es va detectar la presència de cap banda a 23 

kDa. També es va poder observar la completa transformació de CRP en la forma 

monomèrica amb urea perquè mCRP va migrar com una sola banda amb un pes de 23 

kDa. A l’escalfar i reduir les mostres amb �-mercaptoetanol natCRP es desnaturalitzava i 

corria com una sola banda de forma similar a mCRP. Aquest mètode d’electoforesi va 

permetre comprovar qualitativament la correcta modificació de mCRP. 
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La puresa de les preparacions de les diferents isoformes de CRP també es va 

analitzar per dot blot. Tot i que el dot blot no és una tècnica quantitativa, és una eina molt 

útil per determinar la presència de natCRP en preparacions de mCRP i viceversa, ja que no 

es sotmeten les mostres a cap tipus de desnaturalització com en el cas de l’electroforesi i 

s’evita la transformació de CRP perquè la immobilització es fa sobre un substrat no 

carregat. Per fer el dot blot es van immobilitzar natCRP i mCRP en diferents dilucions 

directament sobre membranes de nitrocel·lulosa. Les membranes es van bloquejar amb 

proteïnes de la llet al 5 % (llet en pols descremada) en tampó TBS (tris buffer saline, 0,1 

M NaCl, 10 mM Tris Base, pH 7,4) amb 0,05 % de Tween 20. A continuació es van incubar 

les membranes amb els corresponents anticossos específics de cada una de les isoformes 

de CRP (anti-mCRP clon 8C10 i anti-natCRP clon 1D6). Després de rentar les membranes 

amb TBS-Tween es va incubar amb anticòs secundari unit a peroxidasa de rave. El revelat 

de les membranes es va fer amb un substrat per a la peroxidasa (SuperSignal West Dura, 

Pierce) i es va captar el senyal per quimioluminiscència (Chemi-Doc, BioRad). 

El dot blot va permetre comprovar la puresa de la preparació comercial de natCRP, 

així com la total transformació de mCRP amb el tractament amb urea (Figura 21B). 

Figura 21 A. Electroforesi de natCRP (N) i mCRP (M) en condicions no 
desnaturalitzants (a) i en condicions desnaturalitzants (b). B. Dot blot de natCRP 
i mCRP amb anticòs anti-mCRP (a) i anti-natCRP (b). 

L’azida sòdica es va eliminar de les preparacions de CRP dialitzant contra grans 

volums de tampó de TBS. Els nivells d’endotoxina en les preparacions de CRP es trobaven 

per sota del límit de detecció de l’assaig de limulus (<0,125 EU/mL).  
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2. OBTENCIÓ DE SANG I PLAQUETES 

Pels estudis in vitro de CRP i rosuvastatina (Articles I i III) es va obtenir sang 

procedent de voluntaris sans, no fumadors, que no havien pres fàrmacs antiplaquetars en 

els darrers 15 dies. Els procediments van ésser aprovats pel Comitè de Recerca de 

l’Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. La sang es va extreure per punció venosa i es va 

recollir en heparina sòdica (10 UI/mL) o citrat sòdic al 3,8 % en proporció 1:10 v/v, en 

funció de l’experiment.  

D’altra banda, també es va obtenir sang porcina de femelles de raça Landrace 

Large White, d’uns 46 kg de pes. Els procediments van seguir les guies de l’American 

Physiological Society de recerca animal. La sang es va extreure per punció de la vena 

femoral.

Per l’estudi de l’efecte de l’oclusió coronària sobre la resposta inflamatòria i 

activació plaquetària (Article III) la sang porcina es va extreure per punció de la vena 

femoral en diferents temps: T0 (20 min després de l’administració del bolus d’heparina i 

just abans d’iniciar l’oclusió de l’artèria coronària); T30 (30 min després de l’inici de 

l’oclusió); T90 (90 min després de l’inici de l’oclusió). 

La sang es va mantenir en agitació suau a 20 	C i es va fer servir durant les 

següents 2 h des de la seva extracció. El recompte plaquetar i leucocitari, així com 

l’hematòcrit estaven dins el rang de normalitat. Pels experiments de perfusió les plaquetes 

es van marcar amb mepacrine 10 
M. El mepacrine és un antibiòtic fluorescent que es 

concentra als grànuls densos de plaquetes i leucòcits i no té cap efecte en la funció 

plaquetària en aquesta concentració. Plaquetes i leucòcits es distingeixen clarament per 

epifluorescència i qualsevol fluorescència dels eritròcits és neutralitzada per l’hemoglobina 

(Savage et al. 1999). 
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3. EXPERIMENTS DE PERFUSIÓ IN VITRO AMB 

CAMBRA PLANA 

3.1. Preparació de substrats trombogènics 

Es va preparar una dissolució d’àcid acètic 0,5 M, pH 2,8 que contenia 10 
g/mL de 

col·lagen I i es va aplicar sobre porta-objectes de vidre prèviament rentats amb aigua i 

etanol al 70 %. Els porta-objectes es van incubar amb la solució de col·lagen en cambra 

humida durant 20 h a 4 ºC o durant 1 h a temperatura ambient. A continuació es van 

rentar els porta-objectes amb tampó PBS (phosphate buffer saline) per eliminar el 

col·lagen no immobilitzat. 

Taula 4. Tampó PBS 

Reactiu Concentració 

NaCl 147 mM 

KCl 2,7 mM 

Na2HPO4 10 mM 

En alguns casos els porta-objectes una vegada recoberts de col·lagen I es van 

incubar 3 h a 37 ºC amb 5 
g/mL de natCRP o mCRP per immobilitzar les diferents 

isoformes de CRP amb les fibres de col·lagen. 

3.2. Cambra de perfusió

El model de cambra plana de perfusió va ésser desenvolupat per Sakariassen i els 

seus col·laboradors (Baumgartner 1973; Turitto 1974; Sakariassen et al. 1989) i ha estat 

àmpliament utilitzat per estudiar mecanismes d’adhesió plaquetària i de formació de 

trombes en condicions de flux. La cambra plana de perfusió permet simular de manera 

simplificada condicions hemodinàmiques arterials d’elevada velocitat de cisalla. S’utilitza 

un porta-objectes de plàstic o vidre recobert de material vascular com fibres de col·lagen, 

matriu extracel·lular, cèl·lules endotelials o biomaterials per analitzar la potencial adhesió 

plaquetària i la formació de trombes en condicions de flux. 

El sistema consisteix en un reservori de fluid, un circuit de tubs de silicona, una 

bomba peristàltica (Master Flex, Cole Parmer) i la cambra de perfusió, que permet exposar 
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diferents substrats al flux sanguini. La cambra està formada per una base de policarbonat 

amb tres sortides (entrada i sortida de flux i connexió a buit) i un porta-objectes (recobert 

de col·lagen). La base i el porta-objectes estan separats per una làmina o gasket de 

silicona. El sistema es manté estanc mitjançant l’aplicació del buit. El flux a l’interior de la 

cambra és laminar amb valors de velocitat de cisalla coneguts d’entre 50 i 10500 s-1, que 

venen donats per la geometria de la làmina de silicona i per la velocitat del flux sanguini, 

segons l’equació: 

� = 6 Q / a2b

on:

� = velocitat de cisalla (s-1)

a = alçada del canal de la cambra de perfusió (cm) 

b = amplada del canal (cm) 

Q = cabal volumètric (mL/s) 

Figura 22. Esquema de la cambra plana de perfusió 

Els paràmetres “a” i “b” venen definits per la geometria dels gaskets de silicona 

disponibles, que es presenten a la taula següent: 
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Taula 5. Dimensions dels gaskets disponibles 

Gasket A B C D

Gruix, “a” (cm) 0,0127 0,0254 0,0254 0,0254 

Amplada, “b” (cm) 0,25 0,25 0,50 1,0 

Per a cada geometria de gasket es pot calcular la relació lineal entre el cabal 

volumètric proporcionat per la bomba peristàltica i la velocitat de cisalla. 

Figura 23. Relació de la velocitat 
de cisalla amb el cabal 
volumètric en funció de la 
geometria dels gaskets

Per optimitzar al màxim el volum de sang necessari pels experiments de perfusió 

es van utilitzar els gaskets de menor amplada (A i B). Per obtenir valors de velocitat de 

cisalla elevats (1500 s-1) es va fer servir el gasket de menor gruix (A). 

Figura 24. Representació del sistema de perfusió   



Metodologia 

88

El sistema es va muntar i es va omplir de tampó Hepes-Tyrode. Després d’1 min 

de preperfusió amb el tampó, es va perfundir sang per la cambra plana a velocitats de 

cisalla constants d’entre 100 s-1 i 3000 s-1 durant 5 min. Per simular condicions de flux 

venós amb velocitat de cisalla baixa es van fer les perfusions a 250 s-1, i per simular 

condicions hemodinàmiques d’elevada velocitat de cisalla les perfusions es van fer a 1500 

s-1. Un cop transcorregut el temps de perfusió, el sistema es va reperfundir 1 min amb 

tampó Hepes-Tyrode mantenint les mateixes condicions de flux. Durant els experiments de 

perfusió el sistema es va mantenir a 37 ºC submergint el sistema (a excepció de la bomba 

peristàltica) en un bany termostatat.  

Taula 6. Tampó Hepes-Tyrode 

Reactiu Concentració 

NaCl 134 mM 

Na2HPO4x12H2O 0,34 mM 

KCl 2,9 mM 

NaHCO3 12 mM 

MgCl2x6H2O 1 mM 

Hepes 20 mM 

Després de cada perfusió, els porta-objectes recoberts de col·lagen es van 

desmuntar del sistema amb molta cura, es van rentar amb PBS i es van fixar amb 

paraformaldehid al 3,8 % durant 15 min. Els porta-objectes un cop fixats es van tornar a 

rentar amb PBS i es van muntar amb Glycerol Mounting Medium (Dako Cytomation) pel 

posterior anàlisi per microscopia confocal. 
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4. VISUALITZACIÓ DE LA DEPOSICIÓ PLAQUETÀRIA 

I DE LA FORMACIÓ DEL TROMBE PER MICROSCOPIA 

LÀSER CONFOCAL 

La microscopia confocal, a diferència de la microscopia òptica tradicional ofereix la 

possibilitat d’obtenir “seccions òptiques” de la mostra, permetent l’estudi tridimensional de 

la mostra. En les tècniques clàssiques de microscopia òptica, la llum interacciona amb la 

mostra a diverses profunditats i la imatge presenta àrees borroses degut a la llum 

procedent de zones fora del pla d’enfocament. El principi de la microscopia confocal, en 

canvi, es basa en eliminar la llum reflexada o fluorescent procedent dels plans fora 

d’enfocament, il·luminant una petita zona de la mostra i captant el feix de llum procedent 

del pla focal, i eliminant els feixos procedents dels plans inferiors i superiors. 

La deposició plaquetària sobre les fibres de col·lagen es va visualitzar i analitzar 

per microscopia làser confocal (Leica TCS SP2). Es va utilitzar un làser d’Ar Kr de 488 nm 

com a font d’excitació i un objectiu HCX PL APO 20x / 0.7 IMM CORR. Es van captar sèries 

d’imatges de fluorescència en un format de 1024x1024 píxels i es van processar amb el 

software de Leica TCS-AOBS. Per determinar la deposició plaquetària mitja i la mida dels 

agregats plaquetars formats es van adquirir sistemàticament cinc camps de la superfície 

d’adhesió (750 
m x 750 
m), descartant les zones d’entrada i sortida del flux on el flux no 

és laminar. Es va aplicar un dintell de senyal per distingir les plaquetes del fons i es va 

aplicar sistemàticament sempre el mateix valor per analitzar les sèries d’imatges de cada 

experiment. La superfície ocupada per plaquetes (deposició plaquetària) i l’àrea individual 

dels agregats es van calcular amb el software NIH Image (programa de domini públic cedit 

pel Dr. Wayne Rasband, National Institute of Health, versió 1.62). El grau de deposició 

plaquetària es va expressar com l’àrea coberta per plaquetes per camp analitzat 

(
m2/camp) i la mida dels agregats es va calcular mesurant l’àrea dels agregats plaquetars 

superiors a 100 
m2 i es va expresar en 
m2.
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Figura 25. Imatge 
representativa de 
plaquetes marcades amb 
mepacrine adherides a 
col·lagen en 
experiments de perfusió.

L’alçada dels agregats plaquetars es va calcular a partir de la reconstrucció 

topogràfica de les sèries d’imatges captades transversalment (0,5 
m de distància entre 

imatges de seccions adjacents). A partir de la reconstrucció topogràfica es va mesurar tant 

l’alçada màxima com l’alçada mitja dels agregats plaquetars. En casos concrets es van 

crear projeccions tridimensionals amb rotació d’agregats plaquetars seleccionats, 

construïdes a partir de sèries d’imatges captades transversalment, de 235 
m x 235 
m x 

50 
m (1 
m de distància entre imatges de seccions adjacents). A partir de la 

reconstrucció tridimensional es va crear la projecció màxima i es va mostrar el valor de z 

(l’alçada) amb una escala de colors, i seguidament es va crear una rotació de 90	, creant 

una projecció cada 2	.

5. IMMUNOFLUORESCÈNCIA DE PLAQUETES 

5.1. Plaquetes adherides 

Es van fer experiments de perfusió amb plaquetes sense marcar amb mepacrine. 

Després de les perfusions es van desmuntar els porta-objectes de la cambra de perfusió, 

es van rentar amb PBS pH 7,4 i es van fixar 15 min amb paraformaldehid 3,8 %. Un cop 

fixades les mostres es van rentar amb PBS i es van bloquejar amb una solució de PBS amb 

BSA a l’1 %. Seguidament, es van incubar les mostres amb un potenciador de senyal 

(Signal Enhancer) durant 30 min. Després, es van rentar les mostres amb PBS i es van 

incubar amb l’anticòs primari durant 1 h a temperatura ambient. A continuació, es van 

rentar les mostres amb PBS per eliminar l’anticòs no unit i es van incubar les mostres 1 h 
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amb l’anticòs secundari conjugat amb un fluorocrom. Després de la segona incubació es 

van rentar les mostres amb PBS i es van muntar amb Prolong Gold antifade reagent. Es 

van captar imatges de fluorescència amb un microscopi làser confocal (Leica TCS SP2) i les 

plaquetes es van visualitzar amb un objectiu HCX PL APO 63x / 1.2 W CORR/0.17 CS.  

Com a font d’excitació es van fer servir els làsers de 488 nm i de 633 nm i, a més, es van 

captar imatges de transil·luminació en un fotomultiplicador separat. Per descartar falsos 

positius es van fer tincions de mostres sense anticòs primari.  En els marcatges múltiples 

es van triar les longituds d’ona d’emissió i excitació amb especial cura per evitar 

solapament dels canals de captació de les diferents molècules analitzades. El grau de 

col·localització de diferents proteïnes es va mesurar amb el programa Metamorph.

5.2. Plaquetes en suspensió 

Es va recollir sang effluent, procedent d’experiments de perfusió, i sang sense 

perfundir i es va fixar 20 min amb paraformaldehid 3,8 %. A continuació, es va obtenir 

plasma ric en plaquetes (PRP) per centrifugació (17 min a 200 g). Les plaquetes es van 

aïllar centrifugant el PRP a 3100 rpm 15 min. Les plaquetes es van ressuspendre en PBS i 

es van rentar dos cops. A continuació, les plaquetes es van deixar dipositar sobre plaques 

recobertes de poli-L-lisina durant un mínim de 3 h. Un cop dipositades les plaquetes, es va 

procedir amb el protocol d’immunofluorescència descrit anteriorment. 

Figura 26. Imatge representativa d’immunofluorescència de plaquetes. 
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Taula 7. Anticossos utilitzats en immunofluorescència 

Antigen Referència Espècie Dilució 

CRP Clon C8, Sigma Ratolí 1:100 

mCRP Clon 8C10 (no comercial) Ratolí 1:100 

natCRP Clon 1D6 (no comercial) Ratolí 1:20

P-selectina Pharmingen Ratolí 1:20

Glicoproteïna IV Pharmingen Ratolí 1:20

GRP78 C-20 Santa Cruz Cabra 1:50

TF American Diagnostica Ratolí 1:50

GPIIIa Pharmingen Ratolí 1:20

6. CITOMETRIA DE FLUX

L’aplicació de la citometria de flux en l’estudi de les plaquetes presenta molts 

avantatges perquè les plaquetes poden ésser analitzades en el seu medi fisiològic incloent 

eritròcits i leucòcits. La manipulació mínima de les mostres evita interferències per 

l’activació in vitro i redueix les possibles pèrdues de subpoblacions de plaquetes. No 

obstant, aquest mètode només mesura la funció de plaquetes circulants, però si les 

plaquetes activades són eliminades ràpidament o estan adherides a les parets dels vasos 

sanguinis o a circuits extracorporis poden no existir evidències de l’activació plaquetària. 

Per l’anàlisi dels marcadors d’activació plaquetària CD62P, CD63 i PAC-1 per 

citometria de flux, les mostres de sang prèviament tractades amb les diferents isoformes 

de CRP es van diluir 1:10 en Hepes-Tyrode. Es van preparar alíquotes de 25 
L i es van 

activar amb col·lagen (5 
g/mL, 5 min, 37 ºC) i ADP (1 
M, 5 min, 37 ºC). Per l’anàlisi de 

CD62P i CD63 es va utilitzar com a marcador de plaquetes independent d’activació un 

anticòs monoclonal contra CD41 (Pharmingen) conjugat amb isotiocianat de fluoresceïna 

(FITC). L’expressió de P-selectina i CD63 es va analitzar amb anticossos monoclonals de 

ratolí conjugats amb ficoeritrina (PE) anti-CD62P i anti-CD63, respectivament. El canvi 

conformacional de la GPIIb-IIIa es va mesurar amb PAC-1 conjugat amb FITC (Beckton 

Dickinsón). PAC-1 és un anticòs monoclonal que reconeix un epítop de la GPIIb-IIIa quan 

es troba en la conformació d’elevada afinitat pel seu lligand, el fibrinogen. En alguns casos 

es va estudiar la resposta de CRP en presència de 2,5 
g/mL d’anticòs bloquejant de CD16 

(clon 3G8, Pharmingen). Les mostres de sang amb els anticossos es van incubar a 
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temperatura ambient en absència de llum durant 20 min. Per determinar el grau d’unió 

inespecífica dels anticossos amb les plaquetes es van preparar mostres control amb 

immunoglobulines no immunes marcades amb FITC i PE. Es va utilitzar el citòmetre de flux 

de Coulter Epics XL (Beckman Coulter). La població de plaquetes es va identificar per la 

seva mida relativa (Forward Scatter, FS), complexitat interna (Side Scatter, SC) i per 

l’associació amb CD41. Es van mesurar un total de 10000 events i es va analitzar el 

percentatge de cèl·lules positives amb el programa Expo32 ADC XL 4 Color. Les fraccions 

de plaquetes positives fluorescents per a cada marcador es van obtenir després de restar 

la fluorescència inespecífica en els controls.  

Taula 8. Anticossos utilitzats en citometria de flux 

Antigen Anticòs Referència 

P-selectina CD62P-PE Pharmingen 

GPIIb CD41-FITC Pharmingen 

GPIIIa CD61-FITC Pharmingen 

GPIIb/IIIa d’elevada afinitat PAC-1-FITC Pharmingen 

GP53 CD63-PE Pharmingen 

Figura 27. Histograma representatiu d’una mostra de sang on es distingeix 
la població de plaquetes per la seva mida relativa (FS) i la complexitat 
interna (SC) 
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7. PROTEÒMICA DE PLAQUETES

La proteòmica és l’estudi del conjunt de proteïnes (proteoma) que pot expressar 

un genoma. El proteoma de qualsevol cèl·lula, en un moment donat, representa només 

una fracció de totes les proteïnes possibles que pot expressar el genoma. Les proteïnes 

que s’expressen o es modifiquen varien en funció de les circumstàncies (patologies, 

fàrmacs, etc). L’estudi detallat de les proteïnes responsables pot establir les bases 

moleculars de diferents patologies i proporcionar nous marcadors diagnòstics i noves 

estratègies terapèutiques. En situacions patològiques cròniques l’expressió anormal de 

proteïnes es reflexa en concentracions alterades d’aquestes. No obstant, en condicions 

agudes, on la resposta ràpida no permet la síntesi de proteïnes, es reflexa en 

modificacions postraduccionals de proteïnes ja existents. Els canvis al perfil proteic es 

detecten comparant les proteïnes presents en una mostra control davant una mostra 

patològica, i identificant i quantificant les proteïnes diferencialment expresades. Les 

modificacions postraduccionals s’estudien individualment sobre cada proteïna per 

espectrometria de masses, que permet identificar i localitzar aquestes modificacions.  

7.1. Extracció de proteïna 

Es van aïllar plaquetes abans i després de circular a través de la cambra de 

perfusió per centrifugació (250 g, 10 min) a temperatura ambient per obtenir PRP. El 

nombre de plaquetes es va ajustar a 4x108 plaquetes/mL i es van centrifugar a 1400 g 

durant 15 min per obtenir pellets de plaquetes que es van congelar a -80 	C.

Les proteïnes plaquetàries es van extreure en funció de la seva solubilitat 

diferencial i es va obtenir un subproteoma soluble en tampó Tris-HCl (fracció citosòlica) i 

un subproteoma soluble en urea (fracció de membrana i citoesquelet). Breument, les 

mostres es van homogeneïtzar en tampó de Tris-HCl 40 mM, es van incubar 15 min a 

temperatura ambient i es van centrifugar a 16000 g (20 min, 4 	C). Els pellets de proteïna 

es van rentar un cop amb el tampó Tris-HCl i seguidament es van extreure amb un tampó 

d’urea/tiourea-chaps (Taula 9) durant 15 min a temperatura ambient i es va procedir com 

en el pas anterior. Abans de separar les proteïnes per electroforesi bidimensional es van 

eliminar sals i altres contaminants amb un kit comercial (2D-CleanUp Kit, Amersham). La 

concentració de proteïna es va determinar amb 2D-Quant Kit (GE-Healthcare). 
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Taula 9. Tampó urea/tiourea 

Reactiu Concentració 

Urea 7 M 

Tiourea 2 M 

CHAPS 4 % 

Tris-HCl 40 mM 

7.2. Electroforesi bidimensional (2-DE) 

L’electroforesi bidimensional es basa en la combinació de les tècniques 

d’isoelectroenfoc (IEF), que separa les proteïnes segons el seu punt isoelèctric, i 

electroforesi en gels de poliacrilamida (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

electrophoresis, SDS-PAGE), que separa les proteïnes en funció del seu pes molecular. El 

resultat final no és un gel amb bandes sinó amb punts o spots, on cadascun dels quals 

correspon a una proteïna de diferent pes molecular i punt isoelèctric. 

Per a la primera dimensió, l’IEF, es va utilitzar la cel·la Protean-IEF (BioRad) i es 

va emprar el mètode descrit per Molloy i col·laboradors (Molloy et al. 1998) amb algunes 

modificacions. Breument, es van resuspendre 150 
g de proteïna en 350 
L de tampó de 

rehidratació (Taula 10) i es va carregar la mostra en tires IPG (Immobilized pH Gradient)

de 17 cm (rang linear de punt isoelèctric 3-10, Biorad) durant 16 h amb rehidratació activa 

a 50 V. Després d’aquest temps les proteïnes es van enfocar mitjançant un augment 

progressiu del voltatge fins a 10000 V en 5 h amb un pas final a 10000 V fins a 70000 V/h.  

Taula 10. Tampó de rehidratació 

Reactiu Concentració 

Urea 7 M 

Tiourea 2 M 

CHAPS 2 % 

DTT 100 mM 

Amfolits 0,2 % 

Després de l’IEF les tires es van equilibrar primer amb una solució reductora amb 

pH 8,8 (Taula 11) i després amb una solució alquilant (Taula 12) durant 15 min. Les tires 



Metodologia 

96

IPG un cop equilibrades es van transferir per a la segona dimensió (SDS-PAGE) en gels de 

poliacrilamida del 10 %. L’electroforesi es va dur a terme en un sistema Protean (Ettan 

Dalt, Amersham) a 17 W/gel. Després de l’electroforesi els gels es van fixar amb una 

solució de 30 % etanol i 10 % àcid acètic durant un mínim de 2 h. A continuació les 

proteïnes dels gels es van marcar fluorescentment amb flamingo (BioRad) durant 3 h i 

finalment es van rentar 3 cops amb H2O.

Taula 11. Solució reductora 

Reactiu Concentració 

Tris-HCl 50 mM 

Urea 6 M 

SDS 2 % 

Glicerol 30 % 

DTT 2 % 

Taula 12. Solució alquilant 

Reactiu Concentració 

Tris-Hcl 50 mM 

Urea 6 M 

SDS 2 % 

Glicerol 30 % 

Iodoacetamida 2,5 % 

7.3. Anàlisi diferencial d’imatge 

Els gels marcats amb fluorescència es van escanejar (Typhoon 9400) i es va 

analitzar l’expressió diferencial de proteïnes entre els diferents tractaments amb el 

programa 7.3 PD-Quest (BioRad), fent servir un únic patró que inclogués tots els gels de 

cada experiment independent. Es va assignar a cada spot un valor relatiu que corresponia 

al volum individual del spot comparat amb el volum de tots els spots del gel, després 

d’haver normalitzat els gels entre si i d’extreure el fons. 
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7.4. Identificació de proteïnes per espectrometria de 

masses (MALDI-TOF) 

Els spots de proteïna seleccionats es van analitzar per espectrometria de masses 

amb un espectròmetre tipus MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization- Time 

of Flight) (Molloy et al. 1998).

7.4.1. Preparació de les mostres 

Els punts o taques de proteïnes d’interès es van extreure dels gels de 2-DE amb un 

equip Ettan Spotpicker (Amersham), es van rentar amb bicarbonat d’amoni 50 mM i 

metanol al 50 % (2 cops 20 min), es van deshidratar amb  acetonitril 100 % (2 cops 20 

min) i seguidament es van assecar al buit. Un cop assecades les proteïnes dins els trossets 

de gel, aquestes es van digerir enzimàticament amb 20 ng/
L de tripsina porcina 

(Promega) durant 4 h a 37 	C o 16 h a 4 	C. Els pèptids procedents de la digestió 

enzimàtica in-gel (1 
L) (Vondriska et al. 2001) es van barrejar en proporció 1:1 amb 5 

mg/mL de matriu (àcid �-ciano-4-hidroxicinàmic) i es van deixar assecar sobre una placa 

d’acer inoxidable que posteriorment es va introduir a l’espectròmetre de masses. De la 

mostra restant, després de la digestió amb tripsina, es van extreure els pèptids amb una 

solució de bicarbonat d’amoni 50 mM i àcid trifluoroacètic al 0,5 % (2 cicles de 20 min) i es 

van mantenir els extractes secs a 4 	C. 

7.4.2. Espectrometria de masses 

Dins el MALDI-TOF els pèptids procedents de la digestió amb tripsina, barrejats 

amb la matriu, es van ionitzar amb un pols de làser. Els pèptids ionitzats, es vaporitzen i 

són accelerats per un camp elèctric, passant per un tub de buit d’una longitud 

determinada. Com que els pèptids ionitzats tenen tots la mateixa càrrega, el temps de vol 

(time of flight) per recórrer la longitud del tub és proporcional a la seva massa (m/z). El 

conjunt de les masses dels pèptids procedents d’una mateixa proteïna es coneix com 

“empremta peptídica” (PMF, Peptide Mass Fingerprint) i s’obté un espectre de masses on 

es representa la relació m/z en funció de la freqüència (intensitat) amb que aquest ió és 

detectat. La massa de cada pèptid es relaciona algorítmicament amb la seva seqüència 

d’aminoàcids. L’empremta peptídica obtinguda es compara amb les masses teòriques dels 

pèptids que es produirien al digerir les proteïnes de la base de dades, i amb aquesta 

comparació s’identifica la proteïna analitzada (Shevchenko et al. 1996; Jonsson 2001). 
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Els espectres generats pel MALDI es van calibrar internament amb els pics 

corresponents als productes d’autodigestió de la tripsina, amb Angiotensina III (m/z= 

897.531) i amb ACTH (hormona adrenocorticotròpica, m/z=2465.199). Les masses dels 

pèptids dels espectres obtinguts es van comparar contra la base de dades del National

Center for Biotechnology Information amb el programa ProFoundTM i es van confirmar amb 

una cerca amb Mascot (Matrixscience) seleccionant la base de dades SwissProt. Degut al 

fet que la base de dades per proteïnes humanes és molt més extensa que la de proteïnes 

de porc, les seqüències de les proteïnes humanes identificades es van comparar amb les 

de les corresponents proteïnes porcines i es van validar si assolien una identitat superior al 

80 %. La identificació de les proteïnes es va basar en la mesura de com a mínim 10 

pèptids amb un mínim del 50 % de pèptids coincidents i una cobertura superior al 20 %. 

L’expectativa mínima per a una identificació vàlida es va considerar 0,01 i P<0,05. 
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8. OBTENCIÓ DE PROTEÏNA. SUBFRACCIONAMENT 

DE PLAQUETES  

Es van aïllar plaquetes (abans i després de circular a través de la cambra de 

perfusió) per centrifugació (250 g, 10 min) a temperatura ambient per obtenir PRP. El 

nombre de plaquetes es va ajustar a 4x108 plaquetes/mL i es van centrifugar a 1400 g 

durant 15 min per obtenir pellets de plaquetes que es van congelar a -80 	C.

8.1. Lisat total 

Per obtenir el lisat total de proteïnes plaquetàries es van resuspendre els pellets de 

plaquetes a 4 	C afegint 750 
L de tampó de lisi (Taula 13) amb 1 % de Tritó per cada 

12x108 plaquetes i es van incubar 30 min. Per obtenir la màxima dissociació dels 

components cel·lulars, es van sonicar les mostres 3 cops durant 10 s i l’homogeneitzat es 

va congelar a -80 	C durant un mínim d’1 h. Després de descongelar, les mostres es van 

centrifugar a màxima velocitat durant 20 min a 4 	C. El sobrenedant obtingut es va recollir 

i guardar a -80 	C fins la seva utilització.  

Taula 13. Tampó de lisi  

Reactiu Concentració 

Tris-HCl pH 7,5 0,01 M 

KCl 0,15 M 

PMSF 2,9 mM 

Leupeptina 1 
g/mL

Aprotinina 3 
g/mL

8.2. Subfraccionament de plaquetes 

Per obtenir les subfraccions de proteïnes solubles (citosol) i insolubles (membrana i 

citoesquelet) es van resuspendre els pellets de plaquetes a 4 	C afegint 750 
L de tampó 

de lisi sense Tritó per cada 12x108 plaquetes. Per dissociar bé els components cel·lulars, es 

van vortejar les mostres durant 10 min a 4 	C i l’homogeneitzat es va congelar a -80 	C

durant un mínim de 20 min. Després de descongelar les mostres es van centrifugar 5 min 
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a 4000 rpm a 4 	C. Els sobrenedants d’aquesta primera centrifugació es van 

ultracentrifugar (Beckman) a 30000 rpm durant 1 h a 4 	C. Els sobrenedants obtinguts 

amb la ultracentrifugació corresponien a la fracció citosòlica i es van emmagatzemar a -80 

	C. Els pellets obtinguts es vas dissoldre en tampó de lisi amb un 1 % de Tritó (150 
L de 

tampó per cada 12x108 de plaquetes inicials). Les mostres es van deixar un mínim de 45 

min en gel amb agitació i homogeneïtzació intermitent. Després es van centrifugar les 

mostres 15 min a 3500 rpm a 4 	C. El sobrenedant de la centrifugació corresponia a la 

fracció de membrana i es va emmagatzemar a -80 	C fins el seu anàlisi. 

9. WESTERN BLOT 

La proteïna obtinguda es va quantificar pel mètode del BCA. L’anàlisi de proteïnes 

es va realitzar per electroforesi en gels de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE). Es va carregar 

la quantitat de proteïna recomanada per la casa comercial de cada anticòs i es va barrejar 

amb el tampó de Laemli (Taula 14), en condicions reductores (amb un 1 % de �-

mercaptoetanol, i escalfant les mostres 5 min a 95 	C). El sistema d’electroforesi emprat 

va ésser el Mini Protean-II (BioRad). La transferència de les proteïnes a membranes de 

nitrocel·lulosa es va fer amb el sistema Trans-Blot apparatus (BioRad). 

Taula 14. Tampó de Laemli 

Reactiu Concentració 

Tris-HCl 125 nM 

SDS 2 % 

Glicerol 5 % 

Blau de bromofenol 0,003 % 

Un cop finalitzada la transferència, les membranes es van incubar 2 min amb 

vermell de Ponceau (Fluka) al 0,2 % en 1 % d’àcid acètic per comprobar que la quantitat 

de proteïna era la mateixa en totes les mostres. Posteriorment, després de rentar les 

membranes amb H2O es van bloquejar i hibridar les membranes amb els anticossos 

específics (Taula 15) com s’ha descrit anteriorment en el procediment del dot blot. De la 

mateixa manera que en el dot blot, el revelat de les membranes es va fer amb un substrat 
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per a la peroxidasa i es va captar el senyal per quimioluminiscència. La densitat òptica de 

les bandes es va quantificar amb el programa Quantity One (BioRad). 

Taula 15. Anticossos utilitzats en western blot 

Anticòs Referència Espècie Dilució 

Rho A Santa Cruz Ratolí 1:500 

GRP78 C-20 Santa Cruz Cabra 1:1000 

TF American Diagnostica 4509 Ratolí  1:1000 

GPVI Abcam 63925 Conill 1:500 

CD36 Abcam 17044 Ratolí  1:200 

GPIb sc7070 Santa Cruz Cabra 1:500 

GPIIIa Dako Cytomation Ratolí 1:500 

10. IMMUNOPRECIPITACIÓ  

Es va obtenir PRP per centrifugació (250 g, 10 min). Per obtenir plaquetes 

rentades, el PRP es va centrifugar a 1200 g en presència de 0,1 
g/mL de prostaglandina 

E1 (PGE1) durant 10 min a temperatura ambient. Les plaquetes (3x108 plaquetes/ mL) es 

van rentar amb tampó Hepes-Tyrode amb PGE1 (0,1 
g/mL) i es van centrifugar a 1200 g 

durant 10 min a 4 	C.

El pellet de plaquetes es va lisar en fred amb 1 mL de tampó de lisi amb Tritó 1 % 

i seguidament es va centrifugar a 10000 g durant 10 min a 4 	C. Alternativament, es va 

procedir amb el subfraccionament de plaquetes tal i com s’ha descrit a l’apartat 8.2. El 

sobrenedant del lisat de plaquetes es va incubar 30 min a 4 	C amb 50 
L d’una suspensió 

de boletes d’agarosa unides a proteïna A i G (Protein A/G PLUS-Agarose beads, Santa Cruz 

Biotechnology) per evitar unions inespecífiques. A continuació es va centrifugar la 

suspensió a 14000 rpm (10 min, 4 	C) i el sobrenedant es va incubar amb l’anticòs 

d’interès (1 
g d’anticòs per 100 
g de proteïna) durant 6 h a 4 	C. El complex anticòs-

antigen es va precipitar amb boletes d’agarosa unides a proteïna A i G (200 
L/mL) durant 

20 h a 4 	C i es va rentar tres cops amb tampó de lisi centrifugant a màxima velocitat 

durant 20 s. Les proteïnes es van eluir de la resina escalfant a 95 	C durant 5 min en 

tampó de Laemli i es van centrifugar a velocitat màxima 2 min. El sobrenedant resultant 

corresponent a l’immunoprecipitat es va recollir. 
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11. TÈCNIQUES ADDICIONALS QUE ES DESCRIUEN 

AMB DETALL ALS ARTICLES 

� Inducció d’infart agut de miocardi en el model porcí 

� Avaluació histopatològica del teixit miocàrdic infartat 

� Determinació dels nivells de citocines inflamatòries circulants (CRP, IL-6, TNF-�) i 

de troponina-1 

� Obtenció de cèl·lules sanguínies mononuclears perifèriques 

� Anàlisi de nivells d’expressió d’ARNm per reacció en cadena de polimerasa (PCR) a 

temps real 

� Tromboelastografia 
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ARTICLE I:  

“C-Reactive Protein Isoforms Differ in their Effects on Thrombus Growth” 

Blanca Molins1-3, Esther Peña1,2, Gemma Vilahur1,2, Carlos Mendieta3, Mark Slevin4, Lina 

Badimon1,2 

1Centro de Investigación Cardiovascular, CSIC-ICCC, Hospital de la Santa Creu i Sant Pau 
2Ciber Patofisiología de la Obesidad y Nutrición, Instituto Carlos III 
3Departament d’Odontoestomatologia, Facultat d’Odontologia, Universitat de Barcelona 
4School of Biology, Chemistry, and Health Science, Manchester Metropolitan University, 

Manchester

Arteriosclerosis Thrombosis and Vascular Biology. 2008;28;2239-2246 

Factor d’impacte: 6,86 

Les Isoformes de la Proteïna C-Reactiva difereixen en els seus efectes sobre el 

creixement del trombe 

En aquest treball es va estudiar l’impacte de les isoformes nativa (natCRP) i modificada 

(mCRP) de la CRP sobre l’adhesió plaquetària i el creixement del trombe en condicions de 

flux arterial. 

Es va perfundir sang humana sobre substrats de col·lagen I a una velocitat de cisalla de 

1500 s-1, i es va avaluar la superfície recoberta per plaquetes, l’àrea dels agregats i 

l’alçada del trombe per microscopia confocal. Les isoformes de CRP es van incubar amb la 

sang abans dels experiments de perfusió o bé es van immobilitzar en superfícies de 

col·lagen i posteriorment es van exposar a la sang circulant. mCRP va produir un augment 

significatiu de l’adhesió plaquetària i del creixement del trombe tant quan es trobava en 

forma circulant com en forma immobilitzada al col·lagen (P<0,05). En canvi, natCRP no va 

produir cap efecte. L’anàlisi d’immunofluorescència per microscopia confocal va demostrar 

la presència de CRP a la superfície de plaquetes adherides a col·lagen i dins l’estructura 

tridimensional del trombe, així com un augment d’expressió de P-selectina i CD36 a la 

superfície de plaquetes efluents preincubades amb mCRP (P<0,05). Per citometria de flux 

es va demostrar que mCRP produïa un augment de l’activació plaquetària a través de 

l’augment de P-selectina, sense afectar l’expressió de CD63 i PAC-1.  

Els resultats d’aquest treball indiquen que mCRP presenta un fenotip protrombòtic induint 

el creixement del trombe en condicions de flux arterial, mentre que natCRP no produeix 

cap efecte. 
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ARTICLE II:  

“Short-term myocardial ischemia induces cardiac modified C-reactive protein 

expression and proinflammatory gene (COX-2, MCP-1, and TF) upregulation in 

peripheral blood mononuclear cells” 

Gemma Vilahur1,2, Rodrigo Hernández-Vera1,2, Blanca Molins1,2, Laura Casaní1,2, Xavier 

Duran1, Teresa Padró1, Lina Badimon1

1Centro de Investigación Cardiovascular, CSIC-ICCC, Hospital de la Santa Creu i Sant Pau 
2Ciber Patofisiología de la Obesidad y Nutrición, Instituto Carlos III 

Journal of Thrombosis and Haemostasis. 2009;3;485-493 

Factor d’impacte: 6,29 

Temps curts d’isquèmia miocàrdica indueixen l’expressió de proteïna C-reactiva 

modificada cardíaca i incrementen l’expressió de gens proinflamatoris (COX-2, 

MCP-1 i TF) en cèl·lules mononuclears perifèriques. 

En aquest treball es va avaluar l’efecte de la isquèmia miocàrdica en un model porcí sobre 

la resposta inflamatòria local i sistèmica. A un grup d’animals se’ls hi va provocar oclusió 

amb baló de l’artèria coronària esquerra descendent anterior (25±1 % del ventricle 

esquerre d’àrea infartada; 29 % deteriorament de funció cardíaca) i es va mantenir un 

grup control. Es van obtenir mostres de teixit cardíac infartat i no infartat per anàlisi 

histopatològic i molecular. Es va extreure sang dels animals a diferents temps des de l’inici 

de l’infart per (i) analitzar nivells circulants de marcadors inflamatoris; (ii) analitzar 

expressió gènica i proteica de cèl·lules mononuclears perifèriques; (iii) avaluar el grau de 

reactivitat plaquetària. El procés isquèmic va induir l’expressió cardíaca de TNF-� i IL-6, el 

reclutament de cèl·lules inflamatòries i expressió de mCRP en macròfags infiltrats 

(P<0,05), així com un augment dels nivells circulants de TNF-� i IL-6. L’expressió gènica i 

proteica de MCP-1, COX-2 i TF en cèl·lules mononuclears perifèriques va augmentar 

significativament amb el temps d’isquèmia. A més, la isquèmia també va produir un 

augment de l’adhesió plaquetària sobre col·lagen en condicions de flux arterial i una major 

activació de RhoA. En resum, el procés d’isquèmia miocàrdica, inclús sense aterosclerosi 

subjacent, va provocar una resposta inflamatòria induint el reclutament de macròfags i 

l’activació sistèmica de cèl·lules mononuclears perifèriques i tornant les plaquetes més 

susceptibles a l’activació. 
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ARTICLE III:  

“Rosuvastatin inhibits platelet adhesion and increases platelet surface GRP78; 

role of platelet surface GRP78”

Blanca Molins1-3, Esther Peña1,2, Teresa Padró1, Laura Casaní1,2, Carlos Mendieta3, Lina 

Badimon1,2 

1Centro de Investigación Cardiovascular, CSIC-ICCC, Hospital de la Santa Creu i Sant Pau 
2Ciber Patofisiología de la Obesidad y Nutrición, Instituto Carlos III 
3Departament d’Odontoestomatologia, Facultat d’Odontologia, Universitat de Barcelona 

La rosuvastatina inhibeix l’adhesió plaquetària i incrementa GRP78 a la superfície 

de la plaqueta; paper de GRP78 a la membrana plaquetària 

En aquest estudi es va avaluar l’efecte del tractament in vitro amb rosuvastatina sobre la 

interacció plaqueta-col·lagen en condicions de flux, seguit d’un estudi proteòmic amb la 

finalitat d’identificar noves proteïnes implicades en els mecanismes inhibidors de la 

rosuvastatina en l’activació plaquetària. 

Es van realitzar experiments de perfusió sobre col·lagen I a 250 s-1 i 1500 s-1 i es van 

mesurar l’adhesió plaquetària i el creixement del trombe per microscopia confocal. Es va 

recollir la sang efluent dels experiments de perfusió i es va fer l’extracció seqüencial de les 

proteïnes de les plaquetes en base a la seva solubilitat diferencial i es van separar les 

proteïnes per electroforesi bidimensional. Les proteïnes es van identificar per 

espectrometria de masses (MALDI-TOF), western blot, immunofluorescència i 

immunoprecipitació. 

El tractament amb rosuvastatina va produir una reducció immediata de l’adhesió 

plaquetària. A 250 s-1, la rosuvastatina (2
M, 4
M y 8
M) va produir una reducció de 

l’adhesió plaquetària del 50 %, 47 % i 60 %, respectivament (P<0,01). A 1500 s-1, el 

tractament amb rosuvastatina (8
M) va reduir l’adhesió un 56 % (P<0,05). L’estudi 

proteòmic de plaquetes efluents va demostrar que el tractament amb rosuvastatina (8 
M)

va modificar l’expressió del perfil proteic de 10 proteïnes de la fracció citosòlica i 8 de la 

fracció enriquida en proteïnes de membrana i citoesquelet. D’entre aquestes modificacions, 

la rosuvastatina va produir en la fracció de membrana un augment d’expressió de GRP78, 

una proteïna que apavaiga l’activitat procoagulant del TF. De fet, es va demostrar per 

immunoprecipitació de plaquetes, que GRP78 interaccionava activament amb el TF. El 
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bloqueig de GRP78 de superfície en experiments de perfusió va resultar en un augment 

remarcat d’adhesió plaquetària i una disminució del temps de formació del quall. 

La rosuvastatina va reduir la interacció plaqueta-col·lagen i va produir un augment de 

GRP78 a la superfície de la plaqueta, produint un efecte inhibidor de l’activació plaquetària, 

independentment dels seus efectes hipolipemiants. 
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Les complicacions trombòtiques són la principal causa de mortalitat i morbilitat en 

pacients amb aterosclerosi i malalties cardiovasculars en general. L’aterotrombosi és una 

malaltia inflamatòria crònica, dinàmica i progressiva, on hi contribueixen la disfunció 

endotelial, la inflamació i la trombosi subsegüent. La seva evolució silent es prorroga, en la 

majoria dels casos, durant anys en els quals la llum arterial va disminuint degut a 

l’acumulació lipídica de les cèl·lules escumoses a la paret. La formació del trombe en les 

zones de ruptura de la placa ateroscleròtica és el fenomen responsable de la majoria de 

síndromes coronàries, en un procés principalment regulat per adhesió, activació i 

agregació plaquetària. La primera resposta al dany vascular consisteix en l’adhesió 

plaquetària a la paret vascular o als components tissulars exposats i està regulada per 

interaccions dependents del flux sanguini que tenen una influència clau en el creixement 

subsegüent del trombe, sovint derivant en complicacions clíniques (Badimon et al. 1992).  

El procés ateroscleròtic en si mateix, així com les seves complicacions 

trombòtiques són una font important d’estímuls inflamatoris (Ross 1999; Libby 2002). No 

obstant, s’ha postulat l’existència de fonts inflamatòries alternatives. De fet, resultats 

procedents de diversos estudis cas-control i estudis longitudinals han suggerit una 

correlació positiva entre la malaltia coronària i la malaltia periodontal (Bahekar et al. 

2007). Els esmentats estudis, així com el consens sobre el caràcter inflamatori de 

l’arterioesclerosi han despertat un interés creixent en l’estudi de la relació entre la infecció 

oral i la patogènesi de la malaltia cardiovascular arterioescleròtica (Padró et al. 2005). Així, 

s’ha reportat que nivells elevats de mediadors inflamatoris associats a la malaltia 

aterotrombòtica com la CRP i el fibrinogen estan associats també amb malaltia periodontal 

(Graves et al. 2003; Hettne et al. 2007). 

D’altra banda, també s’ha descrit que el teixit miocàrdic necròtic contribueix a 

l’alliberament de citocines inflamatòries que indueixen la producció hepàtica de CRP. 

Nivells alts de CRP en sèrum s’han vinculat al grau de necrosi miocàrdica en pacients amb 

infart de miocardi amb elevació del segment ST (Cusack et al. 2002). De fet, dades 

epidemiològiques afirmen la relació proporcional entre nivells elevats de CRP amb un 

major risc de patir malalties cardiovasculars en persones aparentment sanes i amb un 

major risc de recurrència de futurs events cardiovasculars (Ridker et al. 1997; Ridker et al. 

2002; Blake et al. 2003). A més d’aquest valor diagnòstic, nombrosos resultats d’estudis in 

vitro i in vivo en models clínics i experimentals recolzen el paper de la CRP en el 

desenvolupament de la malaltia cardiovascular. No obstant, el paper de la CRP com a 

modulador d‘inflamació i trombosi és controvers, ja que se li han atribuït propietats anti- i 
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pro-inflamatòries i anti- i pro-trombòtiques (Vigo 1985; Xia et al. 1997; Zouki et al. 1997; 

Danenberg et al. 2003; Paul et al. 2004; Kovacs et al. 2007). Per explicar les aparents 

activitats contradictòries de CRP s’ha proposat la coexistència de dues isoformes de CRP 

amb diferents propietats i bioactivitats. En aquest treball s’ha demostrat que la forma 

nativa de CRP (natCRP) no exerceix cap efecte sobre el creixement del trombe ni sobre 

l’activació plaquetària. En canvi, la forma monomèrica associada a teixit (mCRP) presenta 

un fenotip protrombòtic, ja que indueix l’activació plaquetària i el creixement del trombe 

en condicions de flux arterial elevades.  

 Clínicament, els nivells plasmàtics de CRP associats a risc cardiovascular són 

superiors a 3 
g/mL, mentre que nivells superiors a 10 
g/mL estan normalment atribuïts 

a altres causes com infecció aguda o inflamació. Per aquesta raó, en els nostres 

experiments es van fer servir concentracions d’entre 1 i 25 
g/mL. Interessantment, mCRP 

va demostrar ésser capaç d’incrementar la formació del trombe en concentracions 

superiors a 1 
g/mL, el que coincideix amb les concentracions que prediuen risc 

cardiovascular. 

 mCRP, a diferència de natCRP, no només va incrementar l’adhesió, sinó també el 

tamany dels agregats i l’alçada dels trombes. Aquestes observacions recolzen la 

participació de mCRP en les interaccions plaqueta-plaqueta, fenomen responsable en el 

creixement del trombe i en la subsegüent oclusió trombòtica. En aquest sentit, vam 

observar que mCRP també induia l’expressió de P-selectina, la qual ha demostrat 

estabilitzar els agregats plaqueta-plaqueta i plaqueta-leucòcit (Merten et al. 2000). De fet, 

l’anàlisi per citometria de flux també va demostrar l’augment de P-selectina produït per 

mCRP a l’activar les plaquetes amb col·lagen i ADP. No obstant, mCRP no va afectar 

l’expressió de CD63 (un altre marcador d’activació) a la superfície plaquetària ni va activar 

GPIIb/IIIa, suggerint que mCRP indueix l’activació plaquetària per exocitosi de grànuls � i 

l’alliberament d’agonistes plaquetars. Contràriament a resultats d’estudis anteriors 

(Khreiss et al. 2004b), els efectes de mCRP no van resultar ésser dependents del receptor 

Fc�RIII (CD16). En canvi, els resultats d’immunofluorescència de plaquetes efluents 

suggereixen que CD36, receptor de proteïnes agregades (Herczenik et al. 2007) entre 

d’altres lligands, podria mediar els efectes de mCRP en l’activació plaquetària. De totes 

maneres, calen més estudis que aclareixin el paper de mCRP en els mecanismes de 

senyalització relacionats amb l’activació plaquetària. 

  natCRP, en canvi, no va afectar ni l’adhesió plaquetària ni el creixement del 

trombe. De fet, concentracions elevades de natCRP inclús van produir una reducció del 
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tamany dels agregats plaquetars formats, el que concorda amb l’efecte inhibidor de 

l’agregació plaquetària descrit en estudis anteriors (Vigo 1985).  

Diverses bioactivitats de CRP han resultat ésser dependents de calci (Danenberg et 

al. 2007). Per aquest motiu es va fer servir heparina sòdica en lloc d’altres anticoagulants 

quelants de calci. Com s’ha comentat anteriorment, estudis recents han qüestionat la 

validesa d’estudis in vitro amb CRP. Les preparacions comercials de CRP poden estar 

contaminades amb azida sòdica o LPS i al dialitzar-les, lliures d’aquests factors, es perden 

molts dels efectes de la CRP prèviament reportats (van den Berg et al. 2004; Taylor et al. 

2005). Per eliminar aquests factors es van fer servir dues preparacions comercials 

diferents i, a més, en experiments de perfusió fets en presència de tampó control, no es va 

observar cap efecte en l’adhesió plaquetària. 

 Aquests resultats obren la possibilitat de que l’augment de resposta trombòtica 

induïda per dany arterial i l’increment d’agregats monòcit-plaqueta en ratolins CRPtg 

(Danenberg et al. 2003; Danenberg et al. 2007), podrien estar atribuïts a diferents 

isoformes de CRP, i no a natCRP. De fet, les nostres observacions concorden amb els 

efectes oposats de natCRP i mCRP sobre la formació d’agregats neutròfil-plaqueta descrits 

per Khreiss i els seus col·laboradors (Khreiss et al. 2004b). En línia amb aquests resultats, 

mCRP ha demostrat ésser més proinflamatòria que natCRP en cèl·lules endotelials i 

neutròfils (Khreiss et al. 2004a; Khreiss et al. 2005). Paradòxicament, no obstant, s’ha 

reportat que natCRP indueix i mCRP redueix l’aterosclerosi en ratolins ApoE-/- (Schwedler 

et al. 2005). Aquests resultats no són necessàriament contradictoris amb les nostres 

observacions, perquè Schwedler i col·laboradors van estudiar l’efecte de les isoformes de 

CRP en un model d’aterosclerosi inicial i van dissenyar un model de dosificació baixa de 

mCRP en un període llarg de temps, el que podria haver produït un augment de la 

vigilància immunitària, atenuant el procés de formació de la placa ateroscleròtica. En 

canvi, el nostre treball estava dirigit a estudiar l’efecte directe de natCRP i mCRP en les 

complicacions trombòtiques desencadenades per la ruptura de la placa ateroscleròtica.  

 Es desconeix com mCRP regula l’activació de la plaqueta. La presència de CRP 

observada a la superfície plaquetària i dins l’estructura tridimensional dels trombes formats 

en presència de CRP suggereix una interacció directa i estable plaqueta-CRP. Quan natCRP 

es dissocia en les seves subunitats es genera la forma monomèrica de CRP, amb una 

pèrdua d’estructura secundària predominant de làmines � i un augment d’hèlix � (Khreiss 

et al. 2002), formant agregats insolubles, que podrien explicar la diferent distribució de 

natCRP i mCRP en l’estructura del trombe. La diferent distribució observada en l’estructura 
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del trombe podria atribuir-se a una interacció més forta de la isoforma monomèrica 

comparat amb la isoforma nativa. Tot i aixó, és important remarcar que existeix certa 

controvèrsia sobre l’afinitat de l’anticòs anti-CRP-clon 8 utilitzat en els nostres estudis. 

Segons el fabricant, l’anticòs reconeix ambdues isoformes, mentre que en un estudi 

(Schwedler et al. 2003) es va demostrar que l’anticòs reconeixia preferentment la isoforma 

monomèrica de CRP. D’altra banda, natCRP podria unir-se a la fosfocolina present a la 

superfície de les plaquetes activades. S’ha demostrat que les membranes cel·lulars 

dissocien natCRP formant un intermedi estructural, mCRP(m), que pot desprendre’s de la 

membrana per formar mCRP (Ji et al. 2007). Recentment s’ha demostrat que cèl·lules 

apoptòtiques i plaquetes activades presents en lesions ateroscleròtiques poden dissociar 

natCRP en mCRP, en un procés mediat per l’exposició de lisofosfatidilcolina a la superfície 

de plaquetes activades (Eisenhardt et al. 2009). No obstant, aquesta dissociació té lloc en 

temps més llargs que el del nostre disseny experimental, amb el que és poc probable que 

natCRP s’hagués disscociat a la superfície de les plaquetes adherides al col·lagen. Així 

doncs, no està clar si la tinció amb l’anticòs anti-CRP-clon 8 a la superfície de les plaquetes 

adherides demostra la presència de mCRP, natCRP o l’intermedi mCRP(m). De totes 

maneres, les plaquetes adherides preincubades amb natCRP van ésser positives amb 

l’anticòs anti-CRP-clon 8 i negatives per mCRP amb l’anticòs anti-mCRP-clon 8C10, 

suggerint la manca de presència de mCRP en les mostres tractades amb natCRP. 

 L’efecte protrombòtic de mCRP es va demostrar no només quan mCRP es trobava 

en forma circulant (al afegir-la directament a la sang), sinó també quan es trobava 

immobilitzada amb el substrat de col·lagen, component abundant de les lesions 

ateroscleròtiques. Tot i que s’ha confirmat la presència de ARNm de CRP a la placa 

ateroscleròtica (Jabs et al. 2003; Krupinski et al. 2006), es desconeix si es tracta de la 

forma monomèrica o nativa de CRP. És probable que la ruptura de la placa resulti també 

en l’exposició de mCRP als components sanguinis, donant lloc a la formació del trombe. 

Alternativament, la inflamació en si mateixa podria donar lloc a la formació de mCRP a 

partir de la forma nativa circulant, lligant així inflamació i trombosi. De fet, aquestes 

observacions recolzen el fet que la presència de CRP a la sang per si mateixa no està 

associada amb agregació plaquetària, però és concebible que mCRP, igual que en el teixit, 

pugui ésser un factor desencadenant dels processos trombòtics. 
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Figura 28. Esquema de la formació de mCRP i el seu potencial mecanisme en la 
formació del trombe. mCRP (triangles) podria generar-se localment a la paret vascular 
després del dany endotelial o bé originar-se extrahepàticament (com al teixit cardíac). 
Alternativament, un entorn inflamatori o oxidatiu podria produir la formació de mCRP a 
partir de la forma nativa circulant. natCRP es produeix principalment al fetge en resposta a 
la inducció de citocines proinflamatòries com IL-6, IL-1� o TNF-�. La ruptura de la placa 
podria provocar l’exposició de mCRP als components sanguinis, donant lloc a una major 
activació i adhesió plaquetàries, provocant així la formació del trombe. 

Tanmateix, en aquest treball hem demostrat que temps curts d’isquèmia 

miocàrdica provoquen un augment d’expressió de mCRP al teixit cardíac. En aquest 

context, també podria ésser possible que l’exposició de mCRP cardíaca als components 

sanguinis desencadenés una major reactivitat plaquetària i una major resposta 

inflamatòria a la microcirculació, o que l’ambient inflamatori produït per la isquèmia 

provoquès la formació de mCRP a partir de la forma nativa circulant. En aquest sentit, vam 

observar que la isquèmia miocàrdica induïa l’expressió de CRP, en un model d’infart sense 

aterosclerosi. La isquèmia va desencadenar una resposta inflamatòria local i sistèmica, 

convertint les plaquetes més susceptibles a l’activació i provocant una major adhesió 

plaquetària. 

De fet, 90 min d’oclusió coronària van resultar en un augment d’expressió cardíaca 

de TNF-�, IL-6 i mCRP, nivells més elevats de citocines proinflamatòries circulants, un 

augment d’expressió de COX-2, MCP-1 i TF en cèl·lules mononuclears perifèriques i un 
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increment d’adhesió plaquetària a col·lagen in vitro en condicions de flux. A més, vam 

detectar que els macròfags infiltrats al teixit cardíac expressaven mCRP. No obstant, els 

resultats observats no descarten l’expressió de mCRP per part d’altres cèl·lules cardíaques 

o infiltrades. 

 La inducció temprana de citocines proinflamatòries en el miocardi perinecròtic 

deguda a la isquèmia va contribuir probablement al reclutament de macròfags per la 

síntesi de citocines. Es va detectar un augment concomitant dependent del temps d’oclusió 

de citocines circulants. Una vegada al miocardi, es va induir l’expressió de mCRP per part 

dels macròfags. Cal dir però, que els nivells sistèmics de CRP no van variar al llarg del 

temps d’oclusió. La síntesi hepàtica de CRP està regulada principalment per IL-6. Caldria 

esperar doncs, que un augment d’IL-6 precedís la síntesi hepàtica de CRP. La inducció 

hepàtica de CRP té un pic d’expressió a les 48 h i transcorre un temps de 10 h des de l’inici 

de la síntesi de CRP i el moment en que els nivells de CRP en sèrum són mesurables. 

L’experiment va tenir una durada de 90 min per poder analitzar l’efecte de la isquèmia 

sense reperfusió, el que explica que no s’observessin diferències en els nivells de CRP al 

llarg de l’estudi. 

 La resposta inflamatòria resultant de l’oclusió coronària va produir un efecte sobre 

les plaquetes, fent-les més susceptibles a l’activació, tot i que els animals estaven 

pretractats amb clopidogrel. La hipereactivitat plaquetària associada a la isquèmia es va 

confirmar a nivell funcional i molecular. L’adhesió plaquetària a col·lagen en condicions de 

flux (1500 s-1) en els experiments amb la cambra de perfusió va augmentar 

significativament amb el temps d’oclusió coronària. A més, el nivell de translocació de 

RhoA a la membrana plaquetària també va augmentar significativament amb el temps 

d’isquèmia. Cal dir que les plaquetes activades no només promouen adhesió i agregació, 

sinó que també acceleren i realcen la resposta inflamatòria inicial (Gawaz 2004). 

D’altra banda, múltiples resultats clínics suggereixen que els efectes beneficiosos 

de les estatines poden estar relacionats amb factors que van més enlla de la reducció 

sistèmica de colesterol.  

En aquest sentit, hem demostrat que la rosuvastatina, en un model de 

normolipèmia in vitro, redueix la interacció plaqueta-col·lagen en condicions de flux. 

L’anàlisi post-perfusió amb microscopia confocal va demostrar que la rosuvastatina, a dosis 

terapèutiques, inhibia l’adhesió plaquetària a velocitats de cisalla arterial (1500 s-1) i 

venosa (250 s-1). Amb l’objectiu d’identificar nous efectes protectors de les estatines  es va 

abordar l’estudi proteòmic de plaquetes perfundides tractades amb i sense rosuvastatina. 
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En aquest aspecte, vam identificar per primera vegada a la literatura que les plaquetes 

contenen GRP78 a la membrana i al citoplasma i que, en activar-se les plaquetes, 

disminueix el seu contingut a la membrana. Aquest efecte és bloquejat per la 

rosuvastatina, que manté GRP78 a la membrana en plaquetes activades amb velocitat de 

cisalla arterial.  

GRP78 és una proteïna majoritària del RE i juga un paper primordial en la 

homeòstasi del RE. GRP78 és una chaperona implicada en molts processos cel·lulars, que 

inclouen la translocació de nous pèptids sintetitzats a través de la membrana del RE, 

facilitant el plegament i ensamblatge de noves proteïnes sintetitzades, reconeixent 

polipèptids mal plegats i prevenint l’agregació intra- o intermolecular, regulant la 

homeòstasi del calci i actuant de sensor d’estrès del RE (Lee 2001; Hendershot 2004; Lee 

2005). Al ésser una chaperona de RE, tradicionalment s’ha cregut que GRP78 resideix al 

lumen del RE. No obstant, diversos estudis demostren que GRP78 també es troba a la 

superfície cel·lular (Misra et al. 2002; Misra et al. 2004; Davidson et al. 2005). 

Recentment, dos grups independents han detectat que una fracció de GRP78 pot existir 

com a proteïna transmembrana en cèl·lules CHO (chinese hamster ovary), cèl·lules 

leucèmiques humanes i cèl·lules humanes de ronyó embrionàries (Rao et al. 2002; Reddy 

et al. 2003). El fet que GRP78 existeixi a la superfície cel·lular concorda amb els nostres 

resultats. De fet, vam identificar GRP78 tant a la fracció citosòlica com a la fracció de 

membrana de plaquetes. D’altra banda, s’ha descrit que GRP78 pot ésser secretada i 

també s’ha detectat en forma circulant en sèrum d’individus sans (Delpino et al. 2002). De 

fet, en experiments preliminars també vam detectar GRP78 en plasma procedent de sang 

perfundida, el que significa que la GRP78 de les plaquetes podria ésser secretada. 

S’ha detectat la presència de GRP78 en lesions ateroscleròtiques avançades (Liu et 

al. 2003) i també a la coberta fibrosa de la placa en ratolins ApoE-/- (Zhou et al. 2004). 

Recentment, s’ha demostrat que el flux proateroscleròtic (flux oscil·latori) indueix 

l’expressió de GRP78 en cèl·lules endotelials i que l’augment de GRP78 correlaciona amb 

l’activació de la resposta a proteïnes no plegades (UPR, unfolded protein response), 

proporcionant un efecte protector compensatiu en resposta a l’estrès del RE (Feaver et al. 

2008). Mitjançant l’anàlisi per microscopia confocal vam demostrar que la localització de 

GRP78 a la plaqueta aparentment depenia bé de la velocitat de cisalla o bé de l’estimulació 

amb col·lagen. La immunodetecció de GRP78 va resultar ésser més forta en plaquetes 

inactivades que en plaquetes perfundides, suggerint que GRP78 podria haver estat 

secretada en resposta a l’activació per la velocitat de cisalla o reorganitzada a l’estructura 

interna de la plaqueta. Cal destacar que el tractament amb rosuvastatina va mantenir i 
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inclús va augmentar GRP78 a la superfície de plaquetes efluents. Aquest augment també 

es va observar per electroforesi bidimensional (anàlisi proteòmic) i western blot, doncs 

GRP78 va augmentar significativament a la fracció soluble en urea. Cal remarcar que la 

fracció soluble en urea no només conté les proteïnes de membrana sinó també la fracció 

corresponent al citoesquelet, el que explicaria les petites diferències observades en els 

resultats de l’anàlisi proteòmic i en immunofluorescència de plaquetes perfundides. 

El tractament in vivo amb rosuvastatina en animals normocolesterolèmics també 

va produir un augment de GRP78 a la plaqueta, tant a la fracció citosòlica com a la fracció 

de membrana, indicant així un efecte a nivell del megacariocit. En línia amb aquests 

resultats, un estudi recent ha demostrat que les estatines activen la UPR i indueixen 

l’expressió de GRP78 en macròfags (Chen et al. 2008). 

GRP78 proporciona una dualitat funcional al RE o a la membrana cel·lular on té 

múltiples lligands, un dels quals és el TF. El bloqueig de GRP78 en experiments de perfusió 

va produir un augment significatiu de l’adhesió plaquetària sobre col·lagen i va reduir el 

temps de formació del quall per la via extrínseca de la coagulació, desencadenada pel TF. 

Aquests fets recolzen el paper protector de GRP78 de superfície en entorns 

proaterotrombòtics. El fet que el tractament amb rosuvastatina no revertís totalment 

l’increment d’adhesió plaquetària degut al bloqueig de GRP78 implica que la rosuvastatina 

exerceix altres funcions protectores a la plaqueta a més d’induïr la translocació de GRP78 a 

la membrana. La GRP78 associada a membrana té una funció protectora en aterotrombosi 

inhibint l’activitat procoagulant del TF per unió directa a l’endoteli de la placa 

ateroscleròtica (Bhattacharjee et al. 2005). En aquest sentit, vam demostrar mitjançant 

immunoprecipitació que GRP78 a la plaqueta interactua activament amb el TF. A més, 

l’anàlisi per microscopia confocal de plaquetes perfundides va demostrar un major grau de 

col·localitzacio de TF i GRP78 amb el tractament amb rosuvastatina, el que indica que 

l’efecte inhibidor de la rosuvastatina sobre el creixement del trombe es deu, en part, a una 

reducció de l’activitat del TF degut a una major interacció GRP78-TF. La funció de GRP78 

en el creixement del trombe podria estar relacionada amb la seva habilitat d’apaivagar 

l’activitat del TF o podria atribuïr-se a altres mecanismes encara desconeguts implicats 

directament en l’activació plaquetària. El coneixement del paper fisiològic de GRP78 en 

resposta al dany cel·lular i a l’estrès en aterotrombosi està en una etapa emergent. Així, 

amb aquests resultats s’amplia el ventall d’efectes beneficiosos i protectors de les estatines 

en aterotrombosi. 
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Els resultats derivats recentment de l’estudi JUPITER (Ridker et al. 2008) han 

demostrat els efectes beneficiosos associats al tractament amb rosuvastatina mitjançant la 

reducció de CRP en pacients sense evidències preexistents de malaltia cardiovascular i 

nivells de colesterol LDL normals. Aquests fets posen de manifest, no només l’impacte de 

la inflamació i la CRP en concret sobre el risc cardiovascular, sinó també noves possibles 

indicacions terapèutiques associades a l’ús d’estatines en prevenció primària i secundària.  

En resum, els resultats d’aquest treball posen de manifest la importància de la 

implicació i interralació dels processos inflamatoris sobre les complicacions 

aterotrombòtiques. Concretament la inflamació, ja sigui desencadenada per la CRP o la 

isquèmia miocàrdica, o bé modulada pel bloqueig de la HMG-CoA reductasa té un efecte 

directe en el desencadenament de l’adhesió i activació plaquetària i, conseqüentment, està 

directament implicada en el risc de trombosi arterial. 
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Considerant els resultats obtinguts en aquest treball podem concloure que: 

I. Les diferents isoformes de la CRP difereixen en els seus efectes sobre el creixement del 

trombe. Concretament, 

� La isoforma monomèrica de CRP (mCRP) té un fenotip protrombòtic que 

indueix l’adhesió plaquetària i el creixement del trombe en condicions de 

flux arterial, tant quan es troba en forma circulant com immobilitzada.  

� La isoforma nativa (natCRP), en canvi, no té cap efecte en l’adhesió 

plaquetària ni en el creixement del trombe.

� Les isoformes de CRP interaccionen amb les plaquetes i s’incorporen a 

l’estructura tridimensional del trombe. 

� mCRP indueix l’activació plaquetària, induint l’augment d’expressió de P-

selectina a la superfície de la plaqueta, sense produir cap canvi 

conformacional en GPIIb/IIIa ni sobre CD63. 

� natCRP, en canvi, no indueix l’activació plaquetària. 

II. La isquèmia miocàrdica té efectes proinflamatoris i protrombòtics a nivell local i 

sistèmic. En concret, 

� La isquèmia miocàrdica, en absència d’aterosclerosi, indueix l’expressió 

de mCRP cardíaca. 

� La isquèmia miocàrdica, en absència d’aterosclerosi, provoca una resposta 

inflamatòria i una major adhesió i activació plaquetària. 

III. El bloqueig de la HMG-CoA reductasa inhibeix l’adhesió plaquetària i manté GRP78 a la 

superfície de la plaqueta. En concret, 

� La rosuvastatina inhibeix l’adhesió plaquetària en condicions de flux 

arterial i venós. 

� L’abordatge proteòmic va demostrar que la rosuvastatina produeix un 

augment de GRP78 a la membrana de les plaquetes perfundides. 

� GRP78 de superfície interacciona amb el TF, redueix la seva activitat 

procoagulant i intervé en el creixement del trombe. 
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Durant el transcurs d’aquesta tesi, la doctoranda ha col.laborat en estudis 

addicionals, que han permès una millor formació investigadora de la doctoranda: 

1. Participació en l’estudi proteòmic del mecanisme d’acció de donadors d’òxid nítric sobre 

la inhibició de l’activació plaquetària. Aquest estudi ha donat lloc a la preparació d’un 

manuscrit, que es resumeix a continuació:  

“High nitric oxide levels block thrombin-induced signaling pathways and 

cytoskeleton protein translocation in platelets” 

Peña E, Molins B, Padró T, Vilahur G, Badimon L 

Background: Growing insight into the antiplatelet properties of new NO-donors has 

expanded their potential use in cardiovascular diseases. As such, we have recently 

reported significant antiplatelet effects without hypotension achieved after oral 

administration of the exogenous NO donor LA419.  

Objective: Our aim was to evaluate the effect of the NO donor LA419 on thrombin induced 

platelet activation, using proteomic and confocal technologies.

Methods: Platelets were obtained from swine orally treated with a nitrate thiol (0,9 mg/kg) 

for 8 days and from a placebo group.  Washed platelets were stimulated with/without 

thrombin (0,4 NIH/mL) for 2 minutes, sequentially extracted based on differential protein 

solubility and studied following proteomic analysis. Results were confirmed by western blot 

and immunofluorescence.  

Results: NO treatment was able to inhibit/block the effect of thrombin in 27 proteins 

involved in actin assembly, signalling, and metabolic activity. Among them, NO treatment 

prevented the thrombin-induced translocation of gelsolin, filamin, 14-3-3, PI3K, and grb2. 

Conclusions: Our results show that the antithrombotic effects of LA419 are mediated by a 

pasivation of the platelet response to agonists such as thrombin, by inhibiting mechanisms 

involved in platelet shape change. 
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2. Molecular and Experimental Medicine Department, The Scripps Research Institute, La 

Jolla (CA, USA)

Estada de sis mesos al laboratori del Professor ZM. Ruggeri. Durant aquest temps, 

la doctoranda va realitzar estudis de caracterització de les propietats biomecàniques de 

plaquetes artificials polimèriques amb propietats adhesives específiques. Aquest estudi s’ha 

presentat al XXII Congrés de la Societat Internacional de Trombosi i Hemostàsia (Boston, 

juliol 2009), i ha donat lloc a un manuscrit adjuntat a continuació: 
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