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i _ PRESENTACION

Las enfermedades cardiovasculares isquémicas constituyen la principal causa

de muerte en naciones industrializadas y una de las mas importantes en paises en vias
de desarrollo. La enfermedad aterotrombdtica es una enfermedad difusa, que empieza
ya en la nifiez y progresa de una manera asintomatica durante la vida adulta; es a
partir de la tercera o cuarta década cuando empieza a manifestarse dinicamente.
Cuando estas lesiones crecen pueden, eventualmente, limitar el flujo sanguineo,
produciendo los sintomas de isquemia crénica. Si la progresion es rapida, como en el
caso de la rotura de la placa acompafiada con trombosis luminal, se producen los
sindromes agudos (Fuster V et al, 1992 y 1994; Badimon J] et al., 1993; Davies M),
2001). Debido a la complejidad v a los numerasos procesos que intervienen en esta
patologia, actualmente existen diversas lineas farmacoldgicas destinadas a su
tratamiento. Los farmacos antitrombdticos han sido y son ampliamente utilizados en la
practica clinica; de entre ellos el mas representativo es, probablemente, la aspirina.
Esta ha demostrado ser efectiva en la prevencién de eventos vasculares en diferentes
ensayos clinicos, tanto a corto como a largo plaze (Patrone C., 2001). Sin embargo, a
pesar de los beneficios obtenidos con los salicilatos y otros antitrombdticos, estos
grupos farmacoldgicos no erradican completamente los eventos tromboticos (Harker L
et al., 1996). Elio ha derivado en un creciente progreso en el desarrollo de nuevas
estrategias dirigidas a actuar sobre los receptores del ADP, el receptor del fibrindgeno
{complejo GPIIb/IIIa), inhibidores especificos de la trombina y los nueves donadores
de oxido nitrico (Dogne et al., 2002)

Esta tesis se centra en el estudio de las propledades antiplaguetares |
antitrombdticas de nuevos farmacos destinados al tratamiento de la enfermedad
aterotrombdtica, con la finalidad de esclarecer la manera por la cual son capaces de
aportar beneficios apreciables desde el punto de vista dinico.
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1. ANTECEDENTES

Las dos hipotesis clasicas sobre el origen de la arteriosclerosis, la hipotesis de

incrustacion de material trombdtico v la de imbibicidn de material flipidico, se han integrado
en una hipotesis multifactorial, de respuesta de la pared a la lesidon o respuesta de
reparacion celular, que ademds de la trombosis o los lipidos, considera otros muchos
factores causales (hipertension, diabetes, habito tabaquico, agentes infecdosos, etc.). De
acuerdo con esta hipdtesis, la coexistencia de uno o mas factores de riesgo contribuyen a la
ocurrencia de una lesion endotelial minima o disfuncion endotefial. Dicha anormalidad
endotelial facilita la acumulacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL) en la pared, éstas
son un potente estimulo inflamatorio que provoca la infiltracién de monoditos circulantes. En
el espacio subendotelial los monocitos se diferencian a macrdfagos que captan de forma
masiva lipidos y se transforman en células espumosas. De esta manera se agrava la lesion
endotelial que puede complicarse con la adhesidn y la agregacidn de las plaguetas. Los
factores de crecimiento, citoquinas y otras sustancias liberadas por las células endoteliales,
(los monocitos/macrofagos, las plagquetas vy linfocitos T) potencian la  migracion,
proliferacidn y sintesis de matriz extracelular (ECM) por parte de las células musculares lisas
(SMC). El resultado es una respuesta inflamatoria y fibroproliferativa crdnica que hace
progresar las lesiones (Fuster V y cols.,, 1992a). La rotura o erosion de las lesiones
aterosclerdticas induce la exposicion de superficies protromboticas que provocan la
activacion de las plaguetas y la formacion de trombos. Dichos trombos pueden producir
complicaciones clinicas o bien contribuir al crecimiento de la placa de forma asintomatica
(Figura I).
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Figura 1.- Esquema gréfico de la evolucion del proceso aterotrombdtico.
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o __INTRODUCCION

2.1 ESTRUCTURA DE UNA ARTERIA

La estructura de la pared arterial se repite en todos los tipos de arterias, variando la
proporcidn de algunos de los elementos de las mismas (laminas eldsticas y SMC) segin el
territorio en el que se encuentren. Se compone basicamente de tres capas concéntricas:
intima, media y adventicia.

2.1.1 INTIMA

La tdnica intima esta formada por endotelio v subendotelio o capa basal, que limita
con la lamina elastica intema. El endotelio estd formado por una monocapa de células
endoteliales que revisten la luz del vaso. El subendotelio es la ldmina basal, constituida por
una tenue capa de tejido conjuntivo; debajo, se halla la ldmina eldstica interna, formada
por una malla compacta de elastina con fenestraciones distribuidas reqularmente.

2.1.2 MEDIA

La tinica media es la de mayor grosor, Estd formada por SMC dispuestas circular o
helicoidalmente respecto al eje del vaso, formando capas que se alterman con capas
elasticas. Esta tinica estd limitada exteriormente por la lamina elastica externa e
internamente por la ldmina eldstica interna, Estas laminas son hojas de fibras eldsticas con
fenestraciones que permiten el paso de sustancias y de células en ambas direcciones.

2.1.3 ADVENTICIA

La tinica adventicia estd formada por tejido conjuntivo con fibras de coligeno,
fibras elasticas y fibroblastos, junto con algunas SMC. Este tejido conjuntivo se prolonga
gradualmente, relacionandose con las estructuras vecinas. Por este tejido conjuntivo
perivascular discurre una red de vasos de muy pequefio calibre, los vasa vasorum, que
ocasionalmente penetran en la media y cuya funcidn parece estar relacionada con el
metabolismo de la pared (oxigeno, nutrientes, drenaje, etc.) (Stefanadis C y cols., 1995).
También encontramos una red de fibras nerviosas amielinicas que terminan en las células
musculares de la tinica media (nervios vasomotores) y algunas fibras mielinicas que llegan
hasta la intima, fibras sensitivas de los vasos.

12
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2.2 CLASIFICACION DE LAS ARTERIAS SEGUN SU CALIBRE

2.2.1 ARTERIAS DE GRAMN CALIBRE

Presentan un predominio del material elastico en su tinica media (arterias elasticas)
( Figura 2) y contienen multiples lamelas de SMC limitadas en el exterior y el interior por
una lamina elastica fenestrada. El nimero de unidades lamelares esta en relacién con el
tamafio o la posicion anatomica de la arteria. Estas arterias juegan un doble papel
fisiologico: son conductoras y reguladoras del caudal sanguineo. Debido a su elasticidad,
transforman el flujo pulsante a la salida del corazdn en flujo practicamente continuo a nivel
de las arteriolas. Ejemplos de este tipo de arterias lo encontramos en la aorta, a sus
niveles tordcico y abdominal, la arteria pulmonar, la arteria braquicefalia, la arteria cardtida
comun, la arteria subclavia y las arterias illacas comunes. En comparacion con su gran luz,
la pared es relativamente delgada, ya que ocupa menos de una dédma parte del diametro
del vaso (Ross R & Glomset JA., 1976).

1.2.2 ARTERIAS DE MEDIANDO CALIBRE

Tienen un predominio de SMC en su tinica media, por lo que se denominan arterias
musculares (Figura 3). La capa media de estas arterias esta formada por laminas de
células musculares entre las cuales hay fibras de colageno y proteoglicanos.
Fisiologicamente parece que su fundion es controlar la luz del vaso y regular el flujo
sanguineo. Ejemplos de este tipo de arterias son las arterias coronarias, la arteria poplitea,
la arteria femoral vy la arteria media cerebral. El espesor de la pared representa en la
mayoria de los casos una cuarta parte del diametro de la arteria (Ross R & Glomsst JA.,
1976).

2.2.3 ARTERIAS DE PEQUENO CALIBRE

Las arteriolas son las arterias mas pequefias cuya tinica media se reduce a una
simple capa de SMC. En los lugares donde el flujo vara mucho, existen muchas arteriolas
directamente conectadas con las vénulas por medio de derivaciones cortas en espiral,
llamadas anastomosis arteriovenosas. Su didmetro oscila entre 12 y 15 micras. Forman
parte esenclal de los cuerpos carotideos, adrtico y coccigeo.
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Figura 2.- Estructura de una arteria Figura J.-Estructura de una arteria
eldstica sana (Ross R & Glomset JA., muscular sana (Ross R & Glomset JA., 1976),
1976).

3. PATOFISIOLOGIA DE LA LESION ATEROSCLEROTICA

3.1 TIPOS DE LESION

Los estudios morfologicos han proporcionado importantes respuestas sobre la
evolucion de la lesidn aterosclerdtica (Stary HC., 2000). Todos los humanos desarrollan
engrosamientos focales, excéntricos, en la capa intima de arterias de medio y gran tamanio
(engrosamiento adaptativo de la intima), debido a la proliferacion de células musculares
lisas (SMC) como respuesta a fuerzas mecanicas locales, indudidas por el flujo sanguineo
especialmente en zonas de bifurcaciones arteriales. Ademas de provocar un engrosamiento
adaptativo, las fuerzas mecanicas de flujo en estas zonas favorecen la permeabilidad de
maoléculas drculantes como lipoproteinas plasmaticas, albimina y fibrindgeno. Estas
lesiones aparecen ya a edades tempranas, de hecho hada final de la segunda década la
mayoria de personas han desarrollado lesiones en la capa intima (Tipo 1y II). En tales
lesiones, se encuentran grupos aislados de macrdfagos, sin o con inclusiones lipidicas,
sobre todo ésteres de colesterol (células espumosas). La lesiones iniciales Tipo I son solo
identificables bioguimica y microscopicamente, mientras que las lesiones Tipo II son
visibles macroscipicamente como puntos grasos o estrias minimamente elevadas en el
lumen de las arterias (estrias grasas). Presentan una mayor proporcion de macrofagos
cargados de lipidos que las lesiones Tipo 1. Cada lesion esta formada por una o mas capas
de células espumosas y se acompafan ocasionalmente por SMC que también contienen
inclusiones lipidicas. En los lugares en los que se encuentran preferentemente las estrias
grasas se desarrollan formas de transicion hacia placas avanzadas. La progresion de estas
placas mas alla de la fase de estria grasa, se asodia con una secuencia de cambios que se
inician con la aparicion de acimulos multiples y difusos de lipidos extracelulares (lesion de

14



L AS, INTRODUCCION

Tipo III). Los acimulos multiples y difusos de lipido extracelular pueden progresar a una
acumulacién Gnica méds grande de lipido extracelular que se encuentra sobre todo como
colesterol libre y sus ésteres formando el nicleo lipidico que es caracteristico de las
lesiones Tipo IV (ateroma). Estas lesiones contienen granulos de calcio, los cuales se
localizan extracelularmente en el nideo lipidico o en el interior de algunas SMC. Las
lesiones Tipo V se caracterizan porque las SMC migran hacia el nicleo lipidico y proliferan
dentro del mismo formando una capa sobre su cara luminal. Esta lesion se conoce como
fibroateroma. Habitualmente se produce mas colageno y la placa aumenta su tamafio
haciendo que el niceo lipidico quede sin perfusion, es dedr, avascular y acelular,
consistiendo de un debris pultdceo que incuye macrdfagos y células mesenguimales
muertas con abundantes cristales de colesterol libre que constituye el grue/ lipidico. Las
lesiones que tienen depdsitos trombéticos visibles con o sin hemorragia, ademas de lipido y
colageno, se refieren como placas fibroateromatosas complicadas o lesiones complejas, y
se clasifican como lesiones Tipo V1. La categorizacion de Tipo VII se reserva para las placas
avanzadas y mineralizadas (lesidn calcificada). Finalmente, las lesiones aterosclerdticas que
consisten casi enteramente en colageno fibrilar, donde el lipido puede de hecho haberse
reducido, se refieren como lesiones Tipo VIIL

3.2 LA LESION INICIAL

Desde en punto de vista funcional, |a primera manifestacion de la arteriosclerosis eg
una disfuncidn endotelial que se define como una disminucién en la biodisponibilidad de
gxido nitrico (NO).

3.2.1 EL ENDOTELID: papel del oxido nitrico

El endotelio es un verdadero drgano multifactorial, capaz de monitorizar estimulos -
tanto de origen sistémico como local- y modificar su estado funcional contribuyendo a
mantener la homeostasis de la pared vascular. Su situacion le hace espedialmente sensible
a cambios en las condiciones hemomeoldgicas que soporta. De hecho, la expresidn de un
elevado ndmero de genes que regulan las funciones del endotelio es modulada por las
condiciones de flujo, ya que en su promotor contienen elementos de respuesta a la
velocidad de cizalladura de la sangre. La naturaleza de estos genes es diversa: enzimas
requladoras del tono vascular (dxido nitrico sintasa endotelial, eNOs; y cdclooxigenasa-2,
COX-2), factores trombdticos y fibrinoliticos (factor tisular, TF; activador del plasmindgeno
tisular, t-PA; trombomeodulina), quimoquinas (proteina guimiotactica para monodtos tipo 1,

15



W : INTRODUCCION

MCP-1), moléculas de adhesin; factores de crecimiento citoquinas y protooncogenes (c-
fos, c-myc).

En condiciones fisioldgicas el endotelio presenta una superficie con propiedades no
trombogénicas (es inerte a la activacion de las plaquetas o para la activacién de los
componentes enzimaticos de la cascada de la coagulacion). La tromboresistencia del
endotelio vascular se produce debido a diversas propiedades: por un lado, las células
endoteliales estdn cargadas negativamente, una caracteristica que induce la repulsion de
las plaquetas que estdn cargadas negativamente y por otro, las células endoteliales
sintetizan NO y prostacdicdlina (PGLy), que son inhibidores de la agregacion plaquetaria,
ademas de los cofactores que inhiben la accidn de la trombina. Dichos cofactores son la
trombomaodulina, un receptor de superfice y el heparan-sulfato, un glicosaminoglicano que
activa a la antitrombina III (Figwra 4). Bl endotelio también protege contra la
trombogénesis, mediante la elevacién de los activadores del plasminogeno, que en
presencia de fibrina, promueven la fibrinolisis y la consiguiente disolucién del codgulo

(Michiels C., 2003).
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Figura 4. Diagrama simplificado del papel del endotelio en el control de la hemostasia.

Otra importante funcidn del endotelio es la de la regular el tono vascular mediante
la sintesis y liberacién de sustancias vasoactivas que promueven vasodilatacion (NO, e
factor hiperpolarizante derivado del endotelio y la PGL) o bien vasoconstriccion
(endotelina-1, ET-1; endoperdxidos; tromboxano A2, TXA2). El tono vascular es también
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regulado por los efectos sobre el endotelio de los niveles circulantes de angiotensina II y
bradiquinina.

NO: oxido nitrico

En 1980, Furchgott RF y Zawadzki JV descubrieron un potente vasodilatador
liberado por el endotelio de fragmentos intactos de aorta en respuesta a agonistas
muscarinicos. A esta sustancia la llamaron factor relajante derivado del endotelio (EDRF).
Siete afios después, Ignarro L y cols,, y Palmer RH y cols.,, concluyeron, en estudios
independientes, que EDRF y el NO eran la misma molécula. Sin embargo, basandonos en la
cortisima vida media del NO (1-10 ps. en sangre y 1 s. en tejido) y en que su ratio de
difusidn es de 100-170 nm en sangre y unes 50 pm/s en tejido (unas 5 a 6 células) (Gally
JA y cols., 1990), el NO sdlo podria ejercer su accidn a poguisima distancia del lugar de su
sintesis. La respuesta naceria afios mas tarde cuando se observd la elevada afinidad del NO
por interaccionar con grupos tiol, convirtiéndose asi en S-nitrosotioles. Ello deriva a que la
mayoria de los investigadores consensuaran gue, a pesar de las enormes similitudes entre
el NO y el EDRF, la bioactividad de EDRF no esta solamente relacionada con el NO.
También interviene la presencia de otras importantes moléculas, como las moléculas
obtenidas mediante la union covalente del NO con grupos -SH presentes en determinadas
proteinas (i.e. albumina, hemoglobina) o tioles de bajo peso molecular (i.e. glutatione,
cysteina), formando los denominados  S-nitrosoticles  (S-nitrosoalbumina, 5-
nitrosohemoglobina, S-nitrosoglutatione y S-nitrosoacetilcisteina respectivamente) (Myers
RR y cols. 1990). De hecho, Rassaf T. (2002) demostro que la mayoria de los efectos
sistémicos tras la administracidn intravenosa de NO eran mediados tras su conversion a 5-
nitrosotioles. En este sentido, el S-nitrosoglutatione (GSNO) ha sido detectado en plasma a
concentraciones de 0.1 pmols/L y se ha visto involucrado en la transferencia de NO desde
la NOS a la guanilato cidasa (GC).

La conversion de NO a S-nitrosotioles permite almacenar el NO, protegerio de su
descomposicion (especialmente por la hemoglobina) y transportario a dianas mas alejadas
(Stamler 1S y cols., 1992 a y b). Su mecanismo de formacidn se desconoce (la reaccdn
entre un grupo tiol v el NO no da S-nitrosotioles) y se sugiere que los mecanismos que
derivan en su descomposicion (lones metélicos, Cu+, Fe2+; descomposicidn enzimdtica;
exposicidn fotdnica o térmica y reaccidn con la vitamina C) serian los responsables de la
liberacién de NO (Hogg N., 2002). Concretamente, la presencia y concentraciones de iones
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cobre y hierro y de oxihemoglobina son criticos para determinar si los S-nitrosotioles

pueden ser usados como reservorios de NO.

El superdxido (O;) también descompone GSNO para formar NO (Alervani ¥ cols.
1998); sin embargo, el NO liberado en presencia de superdxido forma rapidamente
peroxinitrito (ONNO') (Beckman y cols., 1996) el cual genera a su vez acido peroxinitroso
(ONNOH) vy posteriormente se descompone en el radical hidroxilo (OH) v el radical nitro
(-NO;). Estos Gltimos radicales son altamente reactivos y participan en la peroxidacion
lipidica v en la nitracién de clertos aminodcidos que forman proteinas, pero no son
responsables de los efectos vasodilatadores y antiplaquetares obtenidos tras |a liberacion
del NO.

Como se ha mencionado anteriormente, el NO tiene un papel preponderanta
en la regulacion del tono vascular y en la inhibicion de la agregacion plaguetaria pero
también interviene en muchos otros procesos involucrados en la patogénesis de la
arteriosclerosis ( Talva 1)

‘ Endotelis = Modula s permeabilidad

= Inhibe la adhesidn keucocitaria
= Prormuave i migracion
- Aurmenta la proliferacion

sMeC = Inicia la relajackn

= Inhibe la proliferaciin
Plaguetas = Reduca [a activaciin

- Disminuye la Scrs gacion

- Limita la achesidn
Leucocitos = Inhibe la adhesidn vy diapédesis

Tab/a 1.- Principales dianas y acciones del NO.
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