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INTRODUCCION

La plaqueta se considera uno de los
elementos celulares clave en la patogenia
de la aterosclerosis y de los procesos de
reparacion tras dafo vascular como la
reestenosis postangioplastia®. Una de sus
principales acciones es la liberacion de
gran namero de sustancias mitogénicas y
quimiotacticas en respuesta a la agrega-
cién entre las que destaca el factor de cre-
cimiento derivado de las plaquetas
(PDGF), que juega un papel predominante
en la patogenia de la aterosclerosis como
principal agente quimiotactico para las
células musculares lisas (CML)". En la
pared arterial, el PDGF modula de manera
autocrina la produccién de otros factores
de crecimiento de progresién, como el fac-
tor de crecimiento derivado de la insulina
[ (IGF-I)°, a su vez implicado en la respues-
ta proliferativa de la CML de la lesion ate-
rosclerética®.

Uno de los principales factores para el
desarrollo de la aterosclerosis, la hiperco-
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lesterolemia, induce alteraciones en la
trombopoyesis, con aparicién de megaca-
riocitos altamente poliploides y elevado
contenido en DNA% lo que se asocia a
incrementos en la expresion del RNAm de
varias proteinas plaquetarias’, ademas de
alterar profundamente la reactividad,
metabolismo y contenido proteico de las
plaquetas'''. Todos estos hallazgos sugie-
ren una elevada capacidad de sintesis pro-
teica del megacariocito hipercolesterolé-
mico, que hipotéticamente podria influir
en el contenido intraplaquetario de facto-
res de crecimiento. Por este motivo, se ha
postulado que parte de los efectos atero-
génicos de las lipoproteinas podrian ser
debidos a la interaccion lipoproteina-pla-
queta mediada por una modulacion de su
contenido de factores de crecimiento,
observada tanto in vivo como experimen-
talmente'*". El proposito de este trabajo es
el de caracterizar la respuesta a la hiper-
colesterolemia del contenido sérico e
intraplaquetario y actividad mitogénica de
los factores de crecimiento PDGF, TGF-
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beta e IGF-l en un modelo porcino de hiper-
colesterolemia experimental.

MATERIAL Y METODOS

Se incluyeron en el estudio 20 cerdos
miniatura Goettingen, de 3 a 5 meses de
edad, machos y normolipémicos, que fue-
ron divididos de manera aleatoria en dos
grupos segln la alimentacién recibida. El
control (n=10) fue alimentado diariamente,
durante 18 semanas, con una cantidad
equivalente al 3% de su peso en pienso
comercial (Porcisanders C-02, Sanders,
Espafa). El grupo colesterol recibié un
suplemento diario de un 3% de colesterol
purc (Sigma, USA) y un 30% de sebo de
buey sobre el peso del pienso administra-
do.

Se obtuvieron 40 ml de sangre antes de
iniciar la dieta y a las 18 semanas median-
te puncién percutanea o diseccién de la
arteria carotida, tras sedar a los animales
con 10 mg/kg de ketamina (Ketolar, Parke
Davis), 2 mg/Kg de azaperona (Stresnil,
Esteve veterinaria) y administrar 0,5 mg de
sulfato de atropina (Atropina, Braun Medi-
cal) por via intramuscular.

Las determinaciones de colesterol
total, colesterol-HDL y triglicéridos fueron
realizadas en suero, antes del inicio de la
dieta, a las 4 y a las 18 semanas, emplean-
do un analizador fotométrico comercial
(Hitachi 717, Boehringer Mannheim). El
colesterol LDL fue estimado modificando
la formula de Friedwal de acuerdo con la
menor relacién entre la masa de coleste-
rol/triglicéridos de las LDL porcinas, que
es de 8:1'%.

La medida del volumen plaquetario
medio (VPM), nimero de plaquetas circu-
lantes y anchura de distribucién plaqutea-
ria se determinaron automaticamente con
el contador eléctronico Coulter SKTS
(Coulter Electronics, Estados Unidos)
empleando EDTA como anticoagulante. La
masa plaquetaria se estimé multiplicando
el recuento plaquetario por el VPM.

En 14 cerdos, 7 de cada grupo, se reali-
z6 una estimacioén del tiempo de sangrado
segin el método de lvy al inicio y final del
estudio, modificando ligeramente los siste-
mas Simplate Il (Organon Teknika, Estados
Unidos) para evitar el retroceso de sus lan-
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cetas. En ambos casos se determind por
duplicado en ambos pabellones auricula-
res, expresando los resultados como la
media de los cuatro valores obtenidos.

Obtencion de las muestras

Los lisados plaquetarios se obtuvieron
a partir de 10 ml de sangre anticoagulada
con ACD, que fue centrifugada a 175 g
durante 5 minutos para obtener plasma
rico en plaquetas, que a su vez fue centri-
fugado a 3500 g durante 20 minutos para
recoger las plaquetas. Estas fueron someti-
das a dos lavados en PBS-EDTA 340 mOsm,
tal ¥ como requieren las plaquetas porci-
nas1? para finalmente ser resuspendidas
en PBS 290 mOsm y ajustadas a 1x10°/ml.
Los lisados se obtuvieron tras 5 ciclos con-
secutivos de congelacién/descongelacion
a -80 °C, eliminando los restos celulares
por centrifugacién y almacenando el
sobrenadante a -80 °C hasta su posterior
empleo.

El suero se obtuvo a partir de sangre
total incubada a 37 °C durante 4 horas, tras
las cuales se centrifugd a 1600 g durante 10
minutos, almacenandose a -80 °C hasta su
posterior empleo.

Determinacion de factores de crecimiento

Las concentraciones intraplaquetarias y
séricas de PDGF-BB se determinaron por
duplicado mediante radioinmuno-ensayo
(Amersham, Reino Unido), con reactividad
cruzada para el PDGF-BB porcino del 62%,
sensibilidad de 0,8 fmol/ml y coeficiente de
variacion intraensayo del 9,7%, e interensa-
yo del 17,2%.

Los niveles séricos y plaquetarios de
TGF-betal se cuantificaron por duplicado
empleando un radicinmunoensayo comer-
cial (Du Pont, Boston, USA). Antes del
ensayo las muestras se acidificaron transi-
toriamente para activar el TGF-beta 1
latente. Los coeficientes de variacién inter-
e intraensayo fueron 8,9% y 9,7% respecti-
vamente.

Las concentraciones séricas de IGF-I se
determinaron previa separacién de sus
proteinas de unién mediante radiocinmuno-
ensayo (Diagnostic System, Estados Uni-
dos), con sensibilidad de 7 ng/ml, coefi-
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ciente de variacion intraensayo del 6,4% e
interensayo del 11,9%.

Ensayos de proliferacion

Se realizaron bioensayos de prolifera-
cion con suero y lisados plaquetarios
sobre células Swiss 3T3 y CML. El bioensa-
yo sobre Swiss 3T3 se realiz6 empleando
técnicas que describimos previamente':
los fibroblastos Swiss 3T3 (designacion
CCL92 de la American Type Culture Collec-
tion) fueron incubados en placas de 96
pocillos de fondo plano, a 4x10° células por
pocillo, en 200 pL. de RPMI 1640 (Gibco,
Reino Unido), suplementado con 10% de
suero de ternera fetal y antibi6ticos. Tras 3
dias de cultivo a 37°C y 5% de COjy, se lava-
ron dos veces las monocapas con medio
libre de suero y se anadié 200 pL. de Ham’s
F12 (Flow, Reino Unido) libre de suero,
incubando las células en este medio duran-
te 48 horas, tras las cuales el medio se
reemplazé por las muestras (suero o lisa-
dos plaquetarios). Tras 48 horas de culti-
vo, se anadié 1 pCi de timidina tritiada
(Amersham) por pocillo. Las células se
despegaron con tripsina-EDTA (Flow) y se
recogieron en un cosechador semiautoma-
tico (Skatron, Noruega), determinando la
incorporacién celular de timidina por un
contador de emisién b Beckman L57000
(Beckman, Estados Unidos). La actividad
proliferativa se expresd en unidades arbi-
trarias definidas como el 100% de estimu-
lacién del crecimiento de las células Swiss
3T3. Cada muestra se tratd por duplicado,
expresando el resultado como la media de
dos determinaciones.

El bioensayo de CML se realiz6 a partir
de CML de aorta toracica porcina obteni-
das tras tras el sacrificio de 3 de los ani-
males controles al finalizar el periodo de la
dieta, modificando ligeramente metodolo-
gias descritas por otros autores”. Las CML
fueron identificadas como tales en base a
su tipico patrén de crecimiento en “colinas
y valles”, caracteristico de las CML subcul-
tivadas, y mediante inmunofluorescencia
indirecta sobre porta (Immunotech, Fran-
cia). Para realizar los ensayos de prolifera-
€ién se emplearon células entre el 4%y el 6°
pase, empleando la misma técnica que la
arriba descrita para las células Swiss 3T3.
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Estudio histoldgico

Al final del estudio, tras el sacrificio de
los animales se procedio a la obtencion de
fragmentos representativos de aorta tora-
cica, que se fijaron en formol tamponado al
10%. Para poner de manifiesto lesiones
vasculares relacionadas con el acimulo de
lipidos los fragmentos se tifieron con Rojo
Sudén IV y tricrémico de Masson.

Estadistica

Las variables intragrupo e intergrupo
que se ajustaban a una distribucion normal
fueron comparadas mediante el test de la t
de Student para muestras apareadas y para
muestras independientes, respectivamente.
Si no se ajustaban a una distribucién normal
se compararon mediante el test de Wilcoxon
y la U de Mann-Whitney. La asociacién entre
variables cuantitativas se determind
mediante el test de correlaciéon de Spear-
man. Los datos se expresaron como el valor
medio 1 desviacion estandar.

RESULTADOS

No hubo diferencias significativas en el
peso de los animales entre los dos grupos
ni al principio ni al final del estudio. Tras el
sacrificio de los animales, al final del estu-
dio, se hallaron signos evidentes de depo-
sitos lipidicos Ginicamente en la pared adr-
tica de los animales del grupo colesterol,
puestas de manifiesto con tincién de Rojo
Sudan IV que correspondian a abundantes
acamulos subintimales de macréfagos con
gran cantidad de material lipidico intraci-
toplasmaético —células espumosas— y una
ligera fibrosis subintimal.

Los resultados de las determinaciones
de lipidos se resumen en la tabla 1. Los
niveles de colesterol total, colesterol-HDL
y colesterol-LDL aumentaron significativa-
mente en el grupo colesterol ya desde la
semana 4 tras el inicio de la dieta, mos-
trando incrementos superiores a 5 veces el
de los valores basales. La relacién
HDL/LDL basal fue mayor de 1 en ambos
grupos, como es habitual en cerdos, invir-
tiéndose claramente ya desde la semana 4.
Los niveles de triglicéridos y el resto de los
lipidos en el grupo control no se modifica-
ron.
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Tabla 1. Evolucién del perfil lipidico en el grupo control y colesterol a lo largo del estudio.

Control (n=10)

Colesterol (n=10)

Parametros

Basal | 4 semanas| Final Basal |4 semanas| Final
Colesterol total (mg/dl) 66+13 63:17 69:+15 68+18 | 302+55 277:+67"
Colesterol-HDL (mg/dl) 34+8 35+11 3247 3413 429" 45:10"
Colesterol-LDL (mg/dl) 3016 26412 34+12 32:21 | 257:517 |230:62"
Triglicéridos (mg/dD) 348 23+8 21+8 18+6 18:11

HDL, lipoproteinas de alta densidad; LDL, lipoproteinas de baja densidad; *p<0,05.

La tabla 2 muestra los valores del
recuento, volumen, masa y anchura de dis-
tribucion plaquetaria, asi como los resulta-
dos de las determinaciones del tiempo de
sangria. Se aprecié una disminucion esta-
disticamente significativa en el VPM en los
animales del grupo colesterol al final de la
dieta (6,90+0,5 L), en relaciéon al grupo
control (7,48+0,5 fL) y a sus niveles basales

(7,52+0,8 ). El recuento plaquetario,
masa plaquetaria y anchura de distribu-
cibn plaquetaria no se modificaron a lo
largo del estudio. El tiempo de hemorragia
disminuy® significativamente en los anima-
les del grupo colesterol al final del estudio
(113,1:21 segundos versus 164,9:43 se-
gundos del grupo control y 179,4:42
segundos basales).

Tabla 2. Recuento, volumen plaquetario medio, masa plaquetaria, anchura de distribucién plaqueta-
ria y tiempo de hemorragia basal y final en ambos grupos de animales.

Control (n=10) Colesterol (n=10)
Parametros
Basal Final Basal Final

Plaquetas (x10"/L) 570+1,1 5,77+2,1 5,96+0,9 6,23+1,6
VPM (fL) 7,31+0,8 7,48+0,5 7,52+0,8 6,90i0,5*
MP (fL/L) 41,4+7,0 44,2+13 44 8+5,6 42,8+10,8
PDW (%) 52,3+2,8 50,0+2,3 54,7+3,3 51,4+4,4
TH (s) 152,6+17 164,9+43 179,442 113,1:21*

VPM, volume*n plaquetario medio; MP, masa plaquetaria; PDW, anchura de distribucion plaquetaria; TH, tiempo de

hemorragia. p<0,05.

Las concentraciones séricas de IGF-],
asi como los niveles séricos e intraplaque-
tarios de TGF-beta-1 y PDGF-BB no varia-
ron de manera estadisticamente significati-
va a lo largo del periodo del estudio en
ninguno de los dos grupos. Asimismo, la
capacidad proliferativa, evaluada tanto
por los bioensayos de proliferacién con
células Swiss 3T3 y CML fue similar y no
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varid a lo largo del estudio en los dos gru-
pos de animales. No se observaron corre-
laciones significativas entre los niveles de
los factores de crecimiento estudiados y la
capacidad mitogénica de las muestras
(Tabla 3). En cambio, se aprecid una fuerte
asociacion entre la proliferacion inducida
sobre las Swiss 3T3 y sobre las CML tanto
con suero como con lisados plaquetarios
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en los dos grupos de animales, con unos
coeficientes de correlacién globales (para
cada grupo de animales, en las dos deter-
minaciones realizadas) de rg=0,836
(p<0,001) para los bioensayos realizados
con suero y de rg= 0,739 (p<0,05) para la
proliferacién inducida con lisados plaque-
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tarios. Esta asociacion parece logica a la
vista de que ambos tipos celulares respon-
den, en general, de manera similar a los
principales factores de crecimiento pre-
sentes tanto en el suero como en los lisa-
dos plaquetarios.

Tabla 3. Valores iniciales y finales de factores de crecimiento y capacidad mitogénica del suero y de
los lisados plaquetarios en los dos grupos de animales.

Control (n=10) Colesterol (n=10)
Muestra
Basal Final Basal Final
Suero IGF-l (ng/ml) 246,6 + 91 |201,0 « 89 173,4 = 83 211,3 + 67
PDGF-BB (fmol/mL) | 106,3 = 22 |108,0 = 23 106,5 = 31 102,6 + 24
TGF-b1 (pmol/L) 51,6 + 16,4| 53,6 + 13,6 | 58,4 +28,0| 30,4 +164
Swiss 3T3 (U) 2629 = 520| 2162 + 1090| 2650 = 903 | 2530 + 1320
CML (U) 167,2 =+ 60 [130,8 + 70 156,9 + 96 140,8 + 62
Plaquetas  PDGF-BB (pmol/L) 171,3 £32 [172,0 + 51 169,1 + 52 170,2 + 31
TGF-b1 (nmol/L) 983+48 | 7,12+3,9 11,6 + 4,8 7,2+ 3,6
Swiss 3T3 (U) 3292 + 702 | 3462 + 903 | 3302 + 1210| 3030 + 598
CML (U) 230,6 + 92 |234,6 + 108 | 258,6 « 103 | 236,3 = 70

IGF, factor de crecimiento similar a la insulina I; PDGF-BB, isoforma BB del factor de crecimiento derivado de las pla-
quetas; TGF-b1: Factor de crecimiento transformante beta-1; CML, células musculares lisas. Las diferencias no son

estadisticamente significativas.

DISCUSION

Los resultados descritos en el presente
estudio demuestran que la hipercolestero-
lemia aguda, a pesar de inducir un estado
de hiperreactividad plaquetaria no modifi-
ca la capacidad mitogénica ni los niveles
de factores de crecimiento contenidos en
el suero y en los lisados plaquetarios. Esto
es cierto tanto para el PDGF, cuya principal
fuente en el organismo son las plaquetas,
como para el IGF-], de sintesis predomi-
nantemente hepatica, y cuya sintesis y
niveles plasméticos son especialmente
susceptible a modificaciones nutriciona-
les"® Tanto el hecho de que la hipercoles-
terolemia sea capaz de inducir profundas
modificaciones en la funcién y metabolis-
mo proteico de la plaqueta y el megacario-
cito** como el hecho de que las lipopro-
teinas sean importantes moduladores
tanto in vivo como in vitro de la sintesis de
varios factores de crecimiento™®**, nos
sugirio la posibilidad de que la hipercoles-
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terolemia pudiera modificar la sintesis de
factores de crecimiento y, por tanto, pudie-
ra contribuir al mecanismo proaterogénico
de la hipercolesterolemia. Por este motivo
se estudiaron los niveles séricos e intra-
plaquetarios de tres factores de crecimien-
to implicados en la patogenia de la lesion
aterosclerdtica y los procesos de repara-
ci6n tras dano vascular.

Aunque no podemos descartar definiti-
vamente la posibilidad de que la hiperco-
lesterolemia pudiera modificar los niveles
de otros factores de crecimiento distintos
a los estudiados, esta posibilidad parece
muy improbable, puesto que tampoco
hemos hallado diferencias significativas en
la capacidad mitogénica de ambas mues-
tras cuando se evaluaron mediante los dos
bioensayos de proliferacion. A pesar de
que este hecho tampoco excluye definiti-
vamente la posibilidad de variaciones en
los niveles de otros factores de crecimien-
to sin modificaciones globales en la capa-
cidad proliferativa global evaluada
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mediante bioensayo, creemos que, en cual-
quier caso, esta posibilidad es muy remota
y su relevancia seria mucho menor, dado
que el PDGF es el factor de crecimiento
cuantitativamente mas importante en las
plaquetas, y el responsable de la mayor
parte de la actividad mitogénica del suero.

De manera similar, tampoco podemos
excluir la posibilidad de hallar modifica-
ciones en los niveles de factores de creci-
miento o en la capacidad mitogénica del
suero o de las plaquetas en hipercoleste-
rolemias de mayor duracién o magnitud,
facilmente alcanzables en otros modelos
animales, como el conejo, o anadiendo
sales biliares a la dieta. Sin embargo, cree-
mos que hipercolesterolemias tan eleva-
das como las alcanzadas en esos mode-
los*, de hasta el 1000% en relacién a sus
valores basales, aunque pueden resultar
relativamente ttiles en algunos modelos
de aterosclerosis acelerada, no reprodu-
cen fielmente los estados de hipercoleste-
rolemia humana. Ademas, el hallazgo de
extensas areas de estrias lipidicas y las
alteraciones observadas en la reactividad
plaquetaria (disminucién del VPM y del
tiempo de hemorragia) demuestran la
repercusion clinica de la hiperlipoprotei-
nemia inducida en nuestros animales del
grupo colesterol. Finalmente, hemos de
sefalar que, en consonancia con nuestros
resultados, y aunque empleando un enfo-
que inverso, se ha demostrado reciente-
mente que la reduccién de los niveles de
colesterol con colestiramina no induce
modificaciones significativas de las con-
centraciones séricas de PDGF?.

En relacién al papel que las lipoprotei-
nas juegan por si mismas sobre la prolife-
racion celular, y aunque existen datos con-
tradictorios en lo cuanto a la actividad
mitogénica del suero hiperlipoproteinémi-
co®™, hoy en dia parece claro que aunque
las lipoproteinas, especialmente las LDL,
inducen respuestas promotoras del creci-
miento celular, como la activacién del ciclo
del fosfatidilinositol o la inducci6on de
genes de activacién temprana, no son
mitogénicas per se ni mantienen por si mis-
mas el crecimiento de CML en cultivo®.
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Tomados globalmente, los resultados
de nuestro estudio sugieren que la modifi-
cacién en la sintesis de los factores de cre-
cimiento IGF-1 y PDGF-BB no juega un pape]
relevante en el mecanismo aterogénico de
las hiperlipoproteinemias en el modelo
estudiado. Queda abierta la posibilidad,
sin embargo, de que las alteraciones fun-
cionales plaquetarias observadas en las
hiperlipoproteinemias como consecuencia
de las interacciones plaquetas-lipoprotei-
nas promuevan una mayor disponibilidad
local de factores de crecimiento plaqueta-
rios en los lugares de dafo endotelial, con-
tribuyendo asi a la patogenia de la ateros-
clerosis y de los procesos de reparacién
tras dano vascular.
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