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PALABRAS CLAVE Resumen A pesar de su sencillez estructural, las plaquetas son células funcionalmente muy
Pared vascular; complejas debido a su capacidad para producir y liberar biomoléculas. De aqui su importan-
Endotelio; cia en el desarrollo de la arteriosclerosis. Se realizd un experimento in vitro para estudiar
Plaqueta; la actividad de las plaquetas sobre la pared vascular observando los cambios en la expresion
Aterosclerosis; proteica del citoesqueleto en segmentos de aorta bovina incubados con plasma rico en plaque-
Protedmica; tas. Para intentar simular un estado inflamatorio (arteriosclerosis), se realizaron estas mismas
Citoesqueleto; determinaciones en segmentos preestimulados con factor de necrosis tumoral. Se observo una
Sistema contractil modulacion de la expresion de la mayoria de las proteinas del citoesqueleto en los segmentos de

aorta sana. Sin embargo, en los segmentos preestimulados el niUmero de proteinas fue menor,
pudiendo reflejar una capacidad dual de las plaquetas para alterar la contractilidad vascular
en funcion del estado inflamatorio de la pared vascular.
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Endothelium;

Platelet; Abstract Despite its structural simplicity, platelets are functionally complex cells due to their
Atherosclerosis; ability to produce and release biomolecules. Hence its importance in the development of athe-
Proteomics; rosclerosis. An in vitro experiment was conducted to study the effect of the platelets on the
Cytoskeleton; vascular wall by observing changes in the cytoskeletal protein expression in bovine aortic seg-
Contractile system ments incubated with platelet rich plasma. With the aim of simulating an inflammatory state

(atherosclerosis), these same measurements were performed on aortic segments pre-stimulated
with tumour necrosis factor. We observed a modulation of the expression of most of the cytos-
keletal proteins in healthy aorta segments. However, the number of modified proteins was less
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in pre-stimulated segments. These results may reflect a dual platelet capacity to alter vascular
contractility in relation to the inflammatory condition of the vascular wall.
© 2013 SEACV. Published by Elsevier Espana, S.L. All rights reserved.

Introduccion

En la ultima década se han realizado grandes avances en
el estudio de la arteriosclerosis como una enfermedad
inflamatoria’. De hecho, hasta no hace mucho tiempo, el
concepto de la plaqueta dentro de la arteriosclerosis era
el de una célula involucrada en los estadios finales de la
placa de ateroma, es decir, en la activacion de la coagu-
lacidn tras la rotura de la misma?. Sin embargo, poseemos
una creciente evidencia de la contribucion de las plaquetas
en la arteriosclerosis a través de la interaccion con la
pared vascular y otros tipos celulares mediante mecanismos
paracrinos y autocrinos que condicionan un circulo de
amplificacion de la respuesta inflamatoria®.

Actualmente poseemos un conocimiento extenso de los
efectos que ejerce el endotelio sobre las plaquetas*, pero
son muy limitados lo estudios que examinan el efecto con-
trario, el de las plaquetas sobre la expresion proteica
de la pared vascular’. En este sentido, existen estudios
in vitro que sefalan que las plaquetas pueden inducir un pro-
ceso inflamatorio en cultivos de células endoteliales (CE)“.
Del mismo modo, existen estudios in vivo que demuestran
como las plaquetas, bajo condiciones inflamatorias, pue-
den modular la expresion de proteinas asociadas al proceso
inflamatorio®.

La disfuncion endotelial que inicia la placa de ate-
roma se caracteriza por un aumento de la permeabilidad
de la pared vascular vinculado a un proceso de desorga-
nizacion del citoesqueleto celular’. El citoesqueleto y el
sistema contractil no solo poseen una mera accion estructu-
ral, sino que se les atribuye una funcién como reguladores
del medio ambiente celular®. Ademas, el citoesqueleto
tiene la capacidad de responder a estimulos extracelulares,
como son los productos plaquetarios, y llevar a cabo una
reestructuracion’.

El objetivo de nuestro estudio experimental fue deter-
minar si las plaquetas eran capaces de producir cambios
en la expresion proteica de la pared vascular utilizando la
proteémica para monitorizar dichas variaciones.

Material y método
Muestras de aorta bovina

Se obtuvieron segmentos de aorta toracica de origen bovino,
que se manipularon en condiciones de esterilidad y se divi-
dieron cuidadosamente para preservar el endotelio intacto.
Posteriormente fueron cultivados a 37°c en una atmos-
fera con 95% de oxigeno, 5% de didxido de carbono con el
medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) suplementado
con suero fetal bovino, glutamina (5mmol/l), penicilina
(2 x 107 pg/l) y estreptomicina (2 x 1075 ug/l).

Con el objetivo de inducir un estado inflamatorio simi-
lar al que acontece en la arteriosclerosis, 33 fragmentos de

aorta bovina fueron estimulados incubandolos durante 6 h
con 10ng/ml de la citocina factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a), como se ha publicado con anterioridad™®.

Aislamiento del plasma rico en plaquetas

Se obtuvieron 10 ml de sangre periférica de voluntarios
sanos con una edad media de 35+ 8anos para obtener
plasma rico en plaquetas (PRP). Se excluyeron aquellos
individuos que habian tomado antiagregantes o antiinflama-
torios las 2 semanas previas a la obtencion de la muestra.
El estudio fue aprobado por el Comité Etico Institucional
del Hospital Clinico San Carlos.

El protocolo para la obtencion del PRP ya ha sido publi-
cado por otros autores con anterioridad®'"'?, siendo de
gran importancia evitar grandes fuerzas mecanicas como la
agitacion. Se anadié un 10% del anticoagulante citrato-
dextrosa y se centrifug6 a 800¢g y 20°C durante 15 min. Para
obtener las distintas concentraciones de plaquetas utiliza-
das en el experimento (como se indica posteriormente) se
diluyé el PRP con plasma pobre en plaquetas (PPP), que
se obtuvo centrifugando el PRP a 2.500rpm durante 10
min. El nimero de plaquetas se cuantifico con un contador
celular.

Protocolo de coincubacién

En los experimentos de coincubacion (cocultivos) se uti-
lizaron 2 concentraciones de plaquetas diferentes: 10°
plaquetas por pocillo (plag/poc), considerada una concen-
tracion fisioldgica, y 107 plag/poc, que se asemejaria a la
concentracion de plaquetas existente en el trombo plaque-
tario y, por tanto, una situacion patologica.

El sistema de coincubacion se realizd utilizando unas
membranas semipermeables de tipo Corning®-Transwell®-
COL (Corning incorporated, COSTAR3491,NY), que permitie-
ron cultivar las muestras de aorta y las plaquetas sin estar
en contacto directo y, por tanto, permitié estudiar la inte-
raccion entre ellas a través de la liberacion de mediadores
(fig. 1). El tamafno del poro fue de 0,4 .m para evitar la
migracion de las plaquetas, ya que estas poseen un diame-
tro de 1-3 um'3. El experimento llevado a cabo se detalla en
la figura 2. Se utilizaron 31 segmentos controles, los cuales
fueron incubados con PPP.

La coincubacion fue de una hora para evitar la activacion
espontanea de las plaquetas'*. Después se retiro el sistema
de membranas que contenia las plaquetas y se cultivaron las
muestras de aorta 23 h mas a 37°C.

Determinacion de las proteinas del citoesqueleto y
sistema contractil

Para la determinacion de las proteinas de las muestras se
utilizé la protedmica, técnica que permite el analisis de la
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