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EFECTO DE LATICLOPIDINA EN LOS CAMBIOS
MORFOLOGICOS DE CULTIVOS ENDOTELIALES
INDUCIDOS POR LA INTERACCION ENDOTOXINA-
PLAQUETA

Nina Martinez de Lima*

RESUMEN: La endotoxina (lipopolisacéarido) induce estados trombogénicos en el shock séptico. La agregacion plaquetaria inducida por
lipopolisacéarido es inhibida por ticlopidina. Investigamos si ticlopidina podia modificar el efecto de la interaccion sipogoidio -

plaqueta sobre la morfologia de cultivos endoteliales. Las células fueron aisladas de la microvasculatura dérmica ds embaiane

Los cultivos fueron incubados con: lipopolisacarido; lipopolisacarido + plasma rico en plaquetas; lipopolisacarido + plasrea ric
plaquetas de ratas pretratadas con ticlopidina; lipopolisacarido + solucién de ticlopidina; lipopolisacarido + plasma rilzmeetps +

solucidn de ticlopidina; solucion de ticlopidina. Se evidencid dafio celular con lipopolisacérido, que se acentud en geagkeisoie rico

en plaguetas, pero con plasma rico en plaquetas procedente de ratas pretratadas con ticlopidina, estas alteracione ongesseviess.

En conclusidn ticlopidina suprimid las alteraciones derivadas de la interaccion lipopolisacéarido - plaqueta sobre el groioizkipe

podria tener un potencial terapéutico en el shock séptico.
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ABSTRACT: Endotoxin (lipopolysaccharide) contributes to the thrombogenic state, in the septic shock. Platelet aggregation induced by
lipopolysaccharide is inhibited by ticlopidina. We investigated if ticlopidina could modify the effect of the lipopolydacgiiattlets
interaction, on endothelial cell morphology. The endothelial cells were isolated from rat embryos dermal microvasculatuturél

were incubated with: lipopolysaccharide; lipopolysaccharide + platelet rich plasma; lipopolysaccharide + platelet rich pla®mat$

treated with ticlopidina; lipopolysaccharide + ticlopidina solution; lipopolysaccharide + control platelet rich plasma +iticiap
ticlopidina solution. The results evidenced citoplasmatic alterations with lipopolysaccharide. This cellular damage girestisn

platelet rich plasma; however, in the presence of platelet rich plasma from rats pretreated with ticlopidina, these changbschide

present. We concluded that ticlopidina suppresses some derived adverse effects of the lipopolysaccharide -plateletanténaction
endothelium, thus ticlopidina could have a therapeutic potential on septic shock.

Key words: Lipopolysaccharide, Ticlopidine, Platelets, Endothelial cells.

INTRODUCCION

El shock séptico constituye una causa importante dey protegerlas contra las defensas inmunes del huésped.
morbilidad y mortalida®. En su patogenia ha sido Después de la lisis bacteriana la endotoxina liberada
implicada la endotoxind, lipopolisacarido (LPS) hacia la circulacién es capaz de activar el sistema
constituyente de la pared celular de las bacteriasinmunolégico por estimulacion de monocitos, macréfagos,
gramnegativas, que contribuye a la integridad estructuraheutroéfilos, plaquetas y células endoteliflles Esta

activacion ocurre a través de su unién con una proteina de

* Mg Sc. Profesora Asociada. Catedra de Fisiopatologia. Escuela de MedicinaJ]fase aQUda’ conocida como LBElp(opolysaccharlde

M. Vargas. Facultad de Medicina. Universidad Central de Venezuela. Binding Protein con la cual forma un complejo que
Fste rabalo Tue inanciado por COCHUCY Proyectoindividual® 09-005570-2004 jncrementa su actividad toxica y su afinidad por receptores
Aceptado: 15-06-07 celulares a LPS. El complejo LPS- LBP entra en contacto
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con el monocito a través de un receptor especifico danteraccion endotoxina-plaqueta era capaz de producir
membrana (CD14) también presente en célulascambios morfolégicos detectables a la microscopia de
inmunocompetentes, el cual al ser activado, transmite unduz, en cultivos de células endoteliales de rata y si los
sefial intracelular a través de un complejo receptormismos podian seratenuados por el efecto de laticlopidina
conocido como Toll-like (TLR4 para gramnegativos y en plaquetas.
TLR2 para grampositivos) y sus moléculas accesorias
(MD-2)“9, conduciendo a la activacion de mediadores METODO
intracelulares (proteina kinasas y NFk b ) que resultan en
la induccion de genes antimicrobianos y citokinas  Reactivos: 1. Lipopolisacarido déE. coli 0127.B8
inflamatorias como el factor de necrosis tumoral. La Casa Difco, Detroit, Michigan, EE.UU. 2. Clorhidrato de
accion de las células activadas por LPS, junto a losticlopidina. Laboratorios Leti, S.A.V. 3. Dispasalll. Lab
efectos de los mediadores de inflamacion causa fiebreRoche, Alemania.
lesion endotelial, aumento de permeabilidad capilar, Animal de experimentacién: 1. ratas albinas
dilatacién vascular, trastornos de coagulacién, trombosigrefiadas, de 270 g de peso, de la cepa Sprague—Dawley,
y depresion miocardica, condiciones que de no seralimentadas ad limitum, las cuales fueron manejadas
adecuadamente controladas pueden llevar a la fallasiguiendo los principios éticos que se especifican en el
multiorganica y a la muerte pshocksépticd". La LPS Cadigo Internacional que rige la Investigacion Biomédica
también estimula células CD14 negativas, como son lagon animales de laboratofi®?® 2. Como donantes de
células endoteliales y los fibroblastos. Este efecto parec@lasmarico en plaquetas (PRP) ratas machos de la misma
ser mediado por formas solubles del receptor CD14 quecepay de 350 g de peso. Lasratas fueron anestesiadas con
son secretados por los monocitos/macréfagos permitiend@entobarbital sédico al 3 % a la dosis de 30 mg/kg por via
una funcién activadora de la LPS a distafitialLas ip.
células endoteliales, parecen jugar un papel clave dentro Obtencion de PRPios PRP fueron obtenidos tomando
de lafisiopatologia de lainteraccién endotoxina-huéspedgl sobrenadante luego de centrifugar muestras de 10 mL
al generary al mismo tiempo ser blanco de la accion dale sangre heparinizada, a 150-200 g por 15 min. La
muchos mediador€s Se ha propuesto que la intensa sangre se tomd por puncién cardiaca, tanto de ratas
activacion endotelial seguida por su disfuncion y eventualcontroles, como de ratas pre tratadas con ticlopidina.
injuria es lo que conduce a la falla multiorganica del  Tratamiento con ticlopidina: 3 ratas fueron tratadas
shock, através de laformacién de agregados de leucocitoson inyeccién intravenosa vena de la cola) con ticlopidina
y plaqueta€®con reduccion de la perfusién, hipoxiayla ala dosis 10 mg/kg a razén de una dosis cada 24h por tres
consecuente falla de érganos y sistemas. dias. (Solucion 1,5%, pH 7,4). Alas 48 horas de la Gltima
Las alteraciones morfologicas y funcionales de lasdosis, los animales eran anestesiados y se les extraia
células endoteliales durante la sepsis podrian conducir @angre por puncién cardiaca, la cual era centrifugada de
un disturbio microcirculatorio, generador de compli- acuerdo a lo descrito para obtener PRP.
caciones como la coagulacion intravascular diseminaday Parte del PRP era probado en un agregdémetro
falla multiorganica. Asimismo las plaquetas estimuladas(Chronolog) frente a fg/mL de LPS a fin de demostrar
por la endotoxina, podrian contribuir a la induccion de unla inhibicion de la agregacién plaquetaria la cual es
estado trombogénico del endot&io obtenida con este tratamiento en un 80 % de acuerdo a
En trabajos anteriores, pudimos comprobar que laresultados previos(10) El resto del PRP (inhibido por
ticlopidina, (Tc) un antiagregante plaquetario, tieno ticlopidina) era reservado para su incubacién con los
piridinico, era capaz de inhibiex vivd la agregacion  cultivos endoteliales de acuerdo al disefio experimental.
plaquetaria inducida por LPS, la cual tiene la singularidad  Aislamiento y cultivo de células endotelialestas
de no ser inhibida por agentes antiagregantescélulas endoteliales fueron obtenidas a partir de la
convencionale®). Este agente administradar vivo’ vasculatura de la dermis de embriones de ratas de 20 dias,
redujo la trombocitopenia y otras alteraciones los cuales fueron extraidos del Gtero materno en
hemostéaticas que se producen en la rata por lacondiciones de asepsia. Se cortaron segmentos de piel de
administracién de LPS, al tiempo que redujo la mortalidadl cn?, los cuales se incubaron en solucién de Dispasa tipo
de 60 % a 9 %V. I1 (2.4 Unid/mL) por 24h a4° C afin de separar la dermis
El objetivo del presente trabajo fue determinar si la de la epidermis. Las dermis fueron lavadas y raspadas
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con el borde curvo de una pinza, para desprendery extraetubos del Grupo F estuvieron dirigidos a evaluar el efecto
las células endoteliales. El cultivo primario se realiz6 ende las plaguetas sobre las células endoteliales.
frascos de cultivo de 25 mL a razén de 450 000 células e Todos los tubos fueron llevados a estufa durante una
incubados en estufa a 37° C con atmosfera deaC&%. hora, finalizada la cual se extrajeron las laminillas de los
El cultivo semiconfluente de 8 dias de crecimiento, fue tubos de Leighton, las cuales se fijaron y colorearon (May
procesado paralograr una concentracién de 35000 célulaG&rumwals-Giemsa) para su analisis morfolégico. La
por mL distribuyéndolas en alicuotas de 1 mL en tubos denaturaleza endotelial de las células fue demostrada con
Leighton con 60 % de medio Dulbecco, 30 % de medio anticuerpos contra el factor VIII antigénico endotelial y
F12y 10 % de suero fetal de ternera; ademas de penicilinda reaccion se evidencié con un kit de estreptavidina
(100 Unid/mL), anfotericina B (2 mg/mL) y adenina biotina peroxidasa (Dako), con diaminobencidina como
sulfato a la dosis de 24 mg/mL, a fin de atenuar el cromégeno.
crecimiento de los fibroblastos. Los tubos fueron Analisis estadistico: el estudio morfologico fue
incubados en estufaa 37° C con 5 % dg §@ 36 horas. realizado bajo microscopio de luz (40 X) contando un
Disefio experimental: finalizado este periodo se total 300 células por grupo. (50 células x cada tubo x 6
procedio a realizar el ensayo experimental de acuerdo atubos = 300 células por grupo) y determinado cuantas de
disefio presentado en la Tabla 1. Los tubos de cultivoellas presentaban cambios morfolégicos relacionados con
fueron agrupados en 6 grupos Cada grupo estabal tamafo, citoplasma o tincion celular que tradujeran
constituido por 6 tubos de cultivos.Grupo A: signos degenerativos indicativos de alteracién o muerte
constituyeron los cultivos de endotelio contf@tupo B: celular. La muestra estuvo constituida por el % de células
estaban destinados a evaluar el efecto directo de la LP$on morfologia normal o alterada de cada grupo. La
sobre el endotelioGrupo C: destinado a estudiar el comparacion de los grupos se realizé empleando el Test
efecto de las plaquetas sobre las células endoteliales ede Fisher (dos colas y el criterio de significancia de P<
presencia de LPS5rupo D: fueron destinados a estudiar  0,01).
el efecto sobre el endotelio, de LP8gquetas inhibidas
por ticlopidinain vivo. Grupo E: dirigido a estudiar sila RESULTADOS
ticlopidina afiadida directamente modificaba el efecto de
la LPS sobre los cultivos. La ticlopidina fue preparadaa  El estudio morfolégico de las células endoteliales,
la concentracion de 60 mg/mL de PBS. Finalmente losbajo las diferentes condiciones de incubacién planteadas
en el disefio experimental, se muestra en la Tabla 2.

Tabla 1
Disefio Experimental
Cultivos LPS PRP PRP rata Solucion de Volumen de Volumen
endoteliales (micro L) rata pretratada ticlopidina medio final
6 control con (micro L) (micro L) (micro L)
ticlopidina
Grupo A
control . . o . 450 450
Grupo B 200 - _ - 250 450
Grupo C 200 200 _ _ 50 450
Grupo D 200 - 200 - 50 450
Grupo E 200 200 - 50 _ 450
Grupo F _ 200 250 450

[LPS] =150 =ug / mL
[Scion de ticlopidina]= 60 mg/mL
[PRP] =106 Plaquetas/dL
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Tabla 2 Figura 1
Estudio morfolégico de cultivos endoteliales bajo Muestra el cultivo de células endoteliales control. Como
diferentes condiciones de incubacion puede apreciarse la mayor parte de las células exhiben

formas poligonales, citoplasma abundante y nucleo grande
ovalado donde se aprecian granulos de cromatina. (400x)

% de células con morfologia

Grupo de cultivo Normal Alterada
A: control 93,3 6,7 (20 cél/300)
B: LPS 15,3 84,7 (246 cél/300)
C: LPS +PRP 7,3 92,7 (278 cel/300)
D: LPS + PRP-Tc 86,7 13,3 (40 cél/300)
E: LPS + STc 14,3 85,7 (257cél/300)
F: PRP 95,7 4,3 (13 cél/300)

LPS: Lipopolisacérido dE coli, endotoxina. PRP: Plasma |
rico en plaguetas. PRP-Tc: plasma rico en plaguetas obtenid¢
de ratas previamente tratadas con ticlopidina. STc: solucion de |
ticlopidina, pH 7,4.

Los cultivos de células endoteliales del grupo A: Figura 2
control mostraron un 93, 3 % de células con caracteristicas Muestra las celulas endoteliales luego de 1 hora de
normales de crecimiento, formas tipicas poligonales, €XPosicion con endotoxina decoli (LPS) a la dosis de 150
citoplasma abundante, homogéneo y nicleos grandes,“g/ml" Puede apreciarse _eI deterioro celular, especialmente

. h . . a nivel del citoplasma (400x)

ovalados con presencia de granulos de cromatina (Figura
1). Estos cultivos contrastaron notablemente con aquellos
sometidos a la accién directa de la LPS por una hora,
(grupo B) en los cuales el 84,7 % de las células mostraron
diverso grado de deterioro, (P< 0,0001) (Figura 2). El »
grado de dafio celular se acentué en presencia de plasma
rico en plaguetas (Grupo C) donde el porcentaje de células
alteradas se incrementd significativamente a un valor de
92,7 % (P=0,0028) llegando incluso a observarse células
destruidas. Sin embargo, cuando el plasma rico en
plaquetas que se colocaba, procedia de una rata pre-
tratada con ticlopidina, (grupo D) los cultivos incubados
en presencia de LPS mostraron s6lo un 13,3 % de células
alteradas (Figura 3) lo cual fue altamente significativo
(P< 0,0001) cuando se le compar6 al grupo C, aunque no
llegé a ser similar al grupo control (P< 0,0092) :

Los cultivos endoteliales en presencia de LPS y
solucidn de ticlopidina (60 mg/mL) afiadida directamente: incubacién de los cultivos endoteliales en presencia de
(Grupo E), mostraron un grado de dafio celularplasmarico en plaquetas de ratas controles mostré un %
significativo en relacién al grupo control (P< 0,0001) muy bajo de células alteradas similar a la de los controles,
(Figura 4), pero no se diferencié estadisticamente (P{Grupo F vs Grupo A) sin cambios significativos entre
0,8184) del grupo sometido a LPS (Grupo B). La ambos grupos (P=0,2825).
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Figura 3 DISCUSION
Representa el aspecto del endotelio luego de una hora de

incubacion con LPS y plaquetas provenientes de una rata pre . p
: o . En el presente trabajo se exploro el efecto modulador
tratada con ticlopidina. Destaca el aspecto de las células

conservando todas sus caracteristicas normales, similares £1€ 18s plaquetas: normales o inhibidas con Tc, sobre las
los controles (400x). acciones de la LPS en cultivos de células endoteliales.
Llama la atencién las alteraciones celulares que se
observan con tan sélo 1h de incubacién en presencia de
LPS, donde los citoplasmas presentaron aspecto
' acartonado, rigido, filamentoso y vacuolado. Estos
: cambios fueron mas evidentes en presencia de plaquetas,
‘ encontrandose células totalmente dafiadas. El dafio directo
¥ de LPS sobre las células endoteliales en cultivo ha sido
g ! reportado por otros autores planteando que la endotoxina
podria activar directamente (via activacion de la
! fosfolipasa A2) el metabolismo de los fosfolipidos de la
_I membrana, alterando su estructura y modificando sus
; propiedade®??, Se hareportado ademas que las células
endoteliales expuestas a LPS (via receptores TLR-4)
incrementan la produccién de citokinas y otros factores,
los cuales pueden mejorar la activacion plaquetaria con
liberacion de agonistas que promuevan la trombogénesis
endoteliaPV. Existen evidencias que sefialan que la LPS
es capaz de inducir la expresion de factor tisular en
células endoteliales y monocitBssiendo las plaquetas
capaces de mejorar tal expredidtt y transformar un
, endotelio antitrombdético en una superficie altamente
Muestra el aspecto de las células luego de 1 hora de

incubacion con LPS, mas plaquetas procedentes de una ratérombogenlca con ,tf)das las consecuencias de un
control y solucién de ticlopidina afiadida directamente. ~ desbalance hemostatico.

Figura 4

Como se aprecia las células muestran deterioro, con La observacidon mas interesante de este trabajo fue,
citoplasma poroso, vacuolizacion y cambios analogos a los que en presencia de plaquetas provenientes de una rata
observados en la Figura 2. pre-tratada con Tc, las alteraciones endoteliales

provocadas por la LPS se redujeran significativamente,
lo cual sugiere que el dafio endotelial producido por la
LPS puede en parte ser mediado a través de la activacion
plaquetaria e implicar receptores sensibles a agentes

" tieno piridinicos. Se conoce que el mecanismo de

’ ' inhibicién plaquetaria de la Tc es a través del bloqueo de

- F el sureceptor de ADP, receptor purinérgico, conocido como

\ et : = P2Y12 y a la subsecuente interferencia con la expresién
- *. de los receptores a fibrinégeno de la membrana;

(glicoproteina lIb-Illa}®. Es bien conocido que esta
acciondelaTcnoesdirecta, sino que requiere laformacién
de metabolitos hepéticos que se forrnmanivoy que son
los que verdaderamente inhiben al recéfftor Esta
' ' caracteristica también se evidencia en este ensayo, pues
_ il la adicion de solucién de Tc directamente a los cultivos
& no fue capaz de protegerlos de la interaccién LPS —
plaqueta.
Se sabe que los receptores purinérgicos plaquetarios
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P2Y12y P2Y1 estan implicados en la expresiéon de factor

tisular tanto de leucocitos como de plaquétay se ha

reportado que Tc puede inhibir la expresion de este factor 9.

en células endoteliales en cultivo, sometidas a plaquetas
estimuladas con LP9. Estas evidencias junto a otras

que sugieren que los receptores purinérgicos puedeno.

modular la produccién de mediadores inflamatorios
inducida por endotoxina en macréfagos y otras célfilas

plantea que los antiagregantes tienopiridinicos dirigidos1

contra esta clase de receptores, tal como la ticlopidina y

el clopidogrel podrian reducir fenémenos trombaéticos 1.

inducidos por LPS. En conclusion: laticlopidina, através

de su accién inhibidora de la agregacién plaquetaria
inducida por LPS, puede reducir la influencia de las 13.

interacciones LPS -Plaqueta sobre el endotelio, sugiriendo
que este agente podria tener un potencial terapéutico en gly
shock séptico.
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