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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue determinar la capacidad del suero urémico
de modificar las propiedades hemostaticas del endotelio. Para ello se analizo
el efecto del medio urémico sobre la morfologia y resistencia al flujo de las
células endoteliales, asi como la trombogenicidad de la matriz subendotelial
generada por las células endoteliales.

La exposicién de células endoteliales en cultivo a un suero urémico indu-
jo alteraciones en su morfologia y un crecimiento acelerado de las mismas.
Cuando las células endoteliales en cultivo eran expuestas a sangre circulante
el desprendimiento de las mismas era superior cuando fueron cultivadas en
suero urémico (22% vs 13%). La adhesion de plaquetas y la formacion de
agregados eran superiores en las matrices subendoteliales generadas en pre-
sencia de medio urémico (40,23 + 6,43% vs 25,42 + 2,69%, p < 0,05, n = 5).
Asimismo, se detecto un aumento en la expresion de antigeno del factor von
Willebrand mediante métodos inmunocitoquimicos en las matrices subendo-
teliales urémicas (17,1 + 4,2% vs 13,57 + 3,98, p < 0,05) y la de la expre-
sion de su ARNm en células endoteliales (213,24 + 6,13 vs 200,77 + 7,52,
p < 0,05).

Estos resultados indican que el medio urémico altera la funcién endotelial
in vitro y aumenta la trombogenicidad del subendotelio. Estos cambios po-
drian estar implicados en el aumento del riesgo cardiovascular y de sufrir fe-
nomenos trombdéticos que presentan los pacientes con insuficiencia renal cré-
nica.

Palabras clave: Uremia. Células endoteliales. Factor von Willebrand. Pla-
quetas.
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URAEMIC MEDIUM ALTERS ENDOTHELIAL FUNCTION AND INCREASES THE
THROMBOGENICITY AND VON WILLEBRAND FACTOR EXPRESSION OF
THE EXTRACELLULAR MATRIX

SUMMARY

We have investigated the ability of serum from uremic patients to modify the
thrombogenic properties of the endothelium. The effect of the uremic media on
the morphology of ECs, and their resistance to flow was analyzed. The reactivity
of the extracellular matrix (ECM) generated by ECs towards normal platelets was
evaluated in a parallel-plate perfusion chamber. Exposure of ECs to uremic media
resulted in abnormal morphology and signs of accelerated growth. Detachment of
ECs exposed to circulating blood was increased when cells had been grown with
media supplemented with uremic serum (22% vs 13%). Platelet deposition and
formation of aggregates were significantly elevated on ECMs generated in the pre-
sence of uremic media (40.23 + 6.43% vs 25.42 + 2.69%, p < 0.05, n = 5). Im-
munocytochemical methods detected an enhanced expression of von Willebrand
factor antigen on uremic ECMs (uremic 17.1 + 4.2% vs control 13.57 + 3.98%,
p < 0.05) and its MRNA expression in endothelial cells (uremic 213.24 + 6.13 vs
control 200.77 + 7.52, p < 0.05)

These results suggest that uremic medium alters endothelial function and im-
pairs the antithrombotic functions of cultured endothelial cells. This effect may
contribute to the increased cardiovascular and thrombotic risk reported in ESRD

patients.
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INTRODUCCION

Los pacientes con insuficiencia renal crénica ter-
minal en programa de dialisis presentan alteraciones
complejas de la hemostasia. Estos pacientes presen-
tan una diatesis hemorragica, que se ha atribuido
principalmente a una disfuncién plaquetaria®. A
pesar de la existencia de esta trombopatia, estos pa-
cientes presentan una elevada prevalencia de com-
plicaciones cardiovasculares y tromboéticas? 3. El ries-
go de muerte cardiovascular es de 10 a 20 veces
superior a la de la poblacién general de edad y sexo
similares*. El incremento del riesgo cardiovascular
en estos pacientes no puede ser explicado Gnica-
mente por la elevada prevalencia de factores de ries-
go cardiovascular clasicos, tales como la hiperten-
sion, hiperlipemia, diabetes, tabaquismo, hipertrofia
ventricular izquierda; por lo que se ha invocado el
papel contribuyente de otros factores de riesgo car-
diovascular no clasicos, entre los cuales estaria la
disfuncion endotelial®-°.

Las células endoteliales juegan un papel funda-
mental en el mantenimiento del balance hemostati-
co’; y recientemente se ha demostrado que la dis-
funcion endotelial es el evento inicial fundamental
en el proceso que culmina en la aterosclerosis®. En
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los pacientes con insuficiencia renal crénica en he-
modialisis se ha demostrado la existencia de una dis-
funcion endotelial en estudios in vivo®®°. Asimismo,
estudios previos realizados por nuestro grupo de-
mostraron que el medio urémico altera las propie-
dades de las células endoteliales humanas en culti-
vo?. Cambios en el balance hemostatico de estas
células endoteliales podrian contribuir al desarrollo
de aterosclerosis y trombosis, observados en los pa-
cientes urémicos'%12,

El factor von Willebrand es una proteina derivada
del endotelio implicada en la regulacion de la he-
mostasia'®. La elevacion de los niveles circulantes
de este péptido se asocia con dafio endotelial y pre-
dicen el desarrollo y progresion de la enfermedad
cardiovascular en la poblaciéon general'. Los nive-
les plasmaticos de factor von Willebrand, asi como
de otras proteinas de origen endotelial, estan eleva-
dos en los pacientes en hemodialisis' %, sugiriendo
la existencia de una lesion endotelial en estos pa-
cientes, la cual se ha relacionado con la existencia
de una aterosclerosis acelerada en la uremia'®'2,

El presente estudio investigo el impacto del medio
urémico sobre las propiedades hemostaticas de las
células endoteliales. Con este objetivo, las células
endoteliales fueron cultivadas en presencia de suero



urémico o suero control y se analizaron los cambios
en la morfologia celular, la trombogenicidad de las
matrices extracelulares (equivalente al subendotelio
vascular) generadas por estas células endoteliales y
la expresion de factor von Willebrand en las mis-
mas.

METODOS

Las células endoteliales fueron obtenidas a partir
de venas de cordon umbilical humanas y cultivadas
con medios de crecimiento especificos suplementa-
dos con un «pool» de suero de donantes sanos pro-
cedentes del Banco de Sangre del hospital (n = 10)
o de pacientes con insuficiencia renal crénica ter-
minal en programa de hemodialisis en nuestra uni-
dad (n = 10). Ningln paciente en hemodialisis era
diabético, fumador o hiperlipémico. Ni los sujetos
sanos ni los pacientes tomaban farmacos que
pudiesen afectar el funcionalismo plaquetario. Las
muestras de sangre de los pacientes fueron obteni-
das inmediatamente antes de iniciar la sesion de he-
modidlisis.

Tras alcanzar la confluencia, se evalué la morfo-
logia, la adhesividad de estas células endoteliales en
condiciones de flujo y la trombogenicidad de la ma-
triz extracelular generada y su perfil anticoagulante.
Los estudios se realizaron en condiciones de flujo
en una camara de perfusion plana (800 s de estrés
de cizalladura durante 5 minutos). También se ana-
liz6 la presencia de factor von Willebrand en ma-
trices subendoteliales mediante marcaje con oro co-
loidal y la expresion de ARMm de este factor en
células endoteliales.

Cultivo de células endoteliales

El cultivo de células endoteliales se realizé si-
guiendo el método descrito por Jaffe y cols.'” con
algunas modificaciones'®. Basicamente, las células
endoteliales fueron extraidas a partir de cordones
umbilicales por accion enzimatica de la colagenasa
(0,2% en PBS, 15 min a 37° C), y mantenidas en
medio de cultivo MEM199, suplementado con 100
U/ml penicilina, 100 pg/ml estreptomicina, glutami-
na 4 mM y una mezcla al 20% de suero humano.
Las células fueron mantenidas en una estufa a 37°
Cy con un 5% de CO,. El medio de cultivo fue re-
novado totalmente cada 48 horas, con la finalidad
de eliminar restos celulares y aportar nuevos nu-
trientes a las células. Tras el segundo pase, las cé-
lulas endoteliales fueron subcultivadas sobre cubre-
objetos de vidrio contenidos en placas de cultivo
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para los estudios de perfusion, y para los estudios
de marcaje con oro coloidal, o en frascos de Roux
de 50 cm? para extraccion de RNA.

Cultivo de células endoteliales con suero urémico

Para los experimentos con suero urémico, el
medio de cultivo fue suplementado con 20% de
suero del cual un 30% o un 50% eran suero uré-
mico. El medio de cultivo fue suplementado con
suero urémico o control desde el segundo pase y
hasta su utilizacion en experimentos, aproximada-
mente 15 dias.

Estudios de perfusion

Para los estudios de perfusion, las células fueron
resembradas en placas de cultivo con cubreobjetos
de 18 x 18 mm?. La matriz extracelular generada
por las células fue obtenida tratando las monocapas
celulares con una solucién de EGTA al 3% durante
60 minutos a 37° C y la monocapa obtenida fue uti-
lizada para posteriores analisis.

Los cubreobjetos con células endoteliales (CEs) y
matrix extracelular (MEC), fueron colocados en la
camara plana' 20 y perfundidos con sangre antico-
agulada con heparina de bajo peso molecular. Las
muestras de sangre para los estudios de perfusion
fueron obtenidas de voluntarios sanos (n = 5), los
cuales no habian ingerido ningln farmaco que pu-
diera afectar al funcionalismo plaquetario en los al-
timos 10 dias antes de la donacién. La extraccion
fue realizada mediante puncién de una vena ante-
rocubital y anticoagulada con heparina de bajo peso
molecular (Fragmin®, 20 U/ml).

Los experimentos de perfusion se realizaron dura-
te 5 minutos, a un indice de cizalladura de 800 s
y todo el sistema fue mantenido a 37° C. Después
de la perfusion, los cubreobjetos fueron lavados con
un tampon fosfato salino (PBS) y fijados con gluta-
raldehido al 0,5% durante 24 horas a 4° C. Después
de ser fijados, los cubreobjetos fueron lavados vy te-
fidos con una solucién de azul de toluidina al 0,2%,
en PBS, durante 5 minutos. Finalmente, los cubre-
objetos fueron montados para su posterior evalua-
cion morfométrica en face.

Evaluacion morfométrica en face
El grado de deposicion plaquetaria y el oro in-

corporado sobre las MEC fue evaluado morfométri-
camente mediante microscopia 6ptica «en face»,
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con un sistema de analisis de imagenes computeri-
zado?'. Mediante una camara de video, las image-
nes fueron transferidas a un ordenador personal
provisto de una tarjeta grafica y un programa infor-
matico (SigmaScan Pro, Jandel Scientific, Alemania)
que permite analizar las imagenes una vez digitali-
zadas y grabadas de manera automatica.

Marcaje con oro coloidal del factor
von Willebrand

Los cubreobjetos cubiertos con MECs fueron fija-
dos por paraformaldehido al 4% en PBS 0,15 M, pH
7,4 (4° C, 10 minutos). Posteriormente, fueron lava-
dos con PBS e incubados con un anticuerpo policlo-
nal de conejo contra el factor de von Willebrand hu-
mano (DAKO Diagnésticos, S. A., Barcelona, Espaia)
(dilucién 1: 750, 40 minutos, temperatura ambiente).
Después de eliminar el exceso de anticuerpo media-
te lavados sucesivos con PBS, los cubreobjetos fue-
ron incubados con un segundo anticuerpo marcado
con oro coloidal (IgG de cabra conjugado con oro
contra IgG de conejo, Amersham Pharmacia Biotech)
(dilucién 1: 2.000, 40 minutos a temperatura am-
biente)?2. El exceso de anticuerpo fue eliminado me-
diante lavados sucesivos con PBS. Para poder visua-
lizar las particulas de oro coloidal unidas al antigeno,
las muestras fueron tratadas con un procedimiento de
intensificacion con plata (IntenSE Silver Enhancement
reagent, Amersham Pharmacia Biotech)??.

Determinacion del ARNm para el factor de
von Willebrand en células endoteliales en cultivo

La expresion del ARNm que codifica el factor von
Willebrand fue analizada en las células endoteliales
en presencia de suero normal y en presencia de
suero de pacientes con insuficiencia renal crénica.
Las muestras de ARN total fueron obtenidas a partir
de 4-5 x 10° células endoteliales con una solucion
de Tripure®??, siguiendo la metodologia descrita por
Chomczynski y Sacchi®* La concentracion de ARN
fue medida por espectrofotometria a 260 nm. La can-
tidad relativa de ARNm para el factor de von Wi-
llebrand fue estimada por «Northern-Blot» después
de electroforesis en geles de agarosa al 1%, prepa-
rada con TBE 1X. Después de la electroforesis, el
ARNm fue transferido a una membrana de nylon e
hibridado con una sonda especifica marcada con
P32. La sonda especifica para el factor de von Wi-
llebrand fue cedida por el Dr. P. Tjernberg y Dr. J.
Eikenboom (Trombosis en Hemostase Research Cen-
trum, Leiden, Netherlands).

Analisis estadistico

Los resultados fueron expresados como la media
+ error estandar de la media (SEM). Los datos obte-
nidos fueron analizados estadisticamente usando el
test de la t de Student para datos apareados. Se con-
sider6 significativo un valor de p < 0,05.

i
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Fig. 1.—Mlicrografias (x320) correspondientes a células endoteliales cultivadas en presencia de suero control (A) y en presencia de
suero urémico (B). Las monocapas de células endoteliales fueron perfundidas con muestras de sangre anticoaguladas con heparina de
bajo peso molecular (HBPM) a un indice de cizalladura de 800 s' durante 5 minutos. En la imagen B pueden apreciarse agregados
plaquetarios en los espacios de matriz extracelular expuesta debido al desprendimiento de las células endoteliales frente al flujo san-
guineo.
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RESULTADOS

Cambios en la morfologia de las células
endoteliales y la trombogenicidad de la matriz
extracelular generada inducidos por el suero
urémico

El crecimiento de las células endoteliales en cul-
tivo en presencia de suero control o urémico fue
monitorizado mediante microscopfa. Las células
mantenidas con medio suplementado con suero pro-
cedente de paciente urémicos alcanzaron la con-
fluencia celular mas rapidamente que las células
incubadas en presencia de suero normal. Normal-
mente, las CEs cultivadas en presencia de un medio
urémico alcanzaban la confluencia en unos 7 dias,
mientras que las CEs control necesitaban unos 10
dias para alcanzar niveles similares de confluencia.
El patrén de mosaico regular caracteristico de las
CEs cultivadas con suero control no era tan eviden-
te en CEs expuestas a suero urémico. Las células
endoteliales crecidas en un medio urémico pre-
sentaban una morfologia irregular y tamanos va-
riables.

Las células mantenidas en cultivo en presencia de
suero urémico presentaron una mayor labilidad a la
exposicion al flujo sanguineo, desprendiéndose de la
matriz con mayor facilidad (porcentaje de superficie
cubierta expuesta tras la perfusion: 22 + 9,4% vs 13
+ 7,1%) (fig. b vs 1a, correspondiente a células con-
trol). Por otro lado, la deposicion plaquetaria sobre
la MECs (fig. 2a y 2b) fue evaluada morfométrica-
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mente en face y los resultados obtenidos fueron ex-
presados como porcentajes de superficie cubierta por
plaquetas (% SC). La deposicion plaquetaria sobre las
matrices procedentes de células endoteliales mante-
nidas con suero urémico (30%) fue significativamen-
te superior a la observada cuando las matrices pro-
cedian de las células cultivadas con suero control
(40,23 + 6,43% vs 25,42 + 2,69%, p < 0,05, n = 5)
(fig. 3). El incremento en la proporcion de suero uré-
mico anadido al medio de cultivo no modificé el %
SC respecto a la concentracion mas baja (41,42 +
6,68%, p < 0,05 respecto a los datos control, n = 5).

Deteccion del factor de von Willebrand en la
matriz extracelular generada por células
endoteliales mediante el marcaje con oro coloidal

La liberacion y la union del factor de von Wille-
brand a la matriz extracelular fue evaluada median-
te marcaje con oro coloidal. Los cubreobjetos cu-
biertos con MECs fueron fijados e incubados con un
anticuerpo contra el factor de von Willebrand. El an-
ticuerpo incorporado a la matriz fue detectado me-
diante un segundo anticuerpo marcado con oro co-
loidal e intensificado con plata.

El cultivo de células endoteliales en presencia de
un medio urémico aumentaba la expresion de factor
de von Willebrand en la matriz extracelular respecto
a las células endoteliales crecidas en suero control.
El analisis morfométrico mostré un aumento signifi-
cativo en el % SC de oro incorporado en las matri-

Fig. 2.—Mlicrografias (x800) correspondientes a cubreobjetos de matriz extracelular perfundida con muestras de sangre anticoagulada
con heparina de bajo peso molecular (HBPM) a un indice de cizalladura de 800 s durante 5 minutos. La deposicién de plaquetas
fue superior en matrices extracelulares provenientes de células endoteliales cultivadas en presencia de suero urémico (B) que las ma-
trices provenientes de células endoteliales cultivadas en presencia de suero control (A).

37



M. SERRADELL vy cols.

o))
o

w1
()
1

N
o
1

Superficie cubierta
w
o
1

—
1

20 A

10 +

0
Control Urémico 30 Urémico 50

Fig. 3.—Evaluacién morfométrica de la superficie de las matrices
extracelulares cubierta por plaquetas tras los estudios de perfu-
sion. Las matrices extracelulares fueron obtenidas a partir de cé-
lulas endoteliales cultivadas en presencia de suero control (Con-
trol), y un 30% (Urémico 30) o un 50% (Urémico 50) de suero
urémico respecto al suero total. Las perfusiones fueron realizadas
con muestras de sangre anticoagulada con heparina de bajo peso
molecular (HBPM) a un indice de cizalladura de 800 s duran-
te 5 minutos. Media += SEM (n = 5).

ces urémicas respecto a las matrices control (17,06 +
4,2 vs 13,57 + 3,98, p < 0,02, n = 5) (fig. 4).

Expresion de ARNm de factor de von Willebrand
en células endoteliales

La expresion del ARNm para el factor de von Wi-
llebrand se hallé incrementada en las muestras pro-

cedentes de las células endoteliales cultivadas en
presencia de suero urémico. El analisis densitomé-
trico de las muestras mostré un aumento de la in-
tensidad en el ARNm procedente de células endo-
teliales cultivadas con suero urémico (213,24 = 6,13
vs 200,77 + 7,52 en controles, p < 0,05) (fig. 5).

DISCUSION

Los resultados del presente estudio indican que el
medio urémico altera el funcionalismo de las célu-
las endoteliales cultivadas in vitro. Concretamente,
las células endoteliales crecidas en un medio uré-
mico mostraban un crecimiento méas rapido, una
morfologia alterada, y una adhesividad al subendo-
telio disminuida en condiciones de flujo similares a
las que se observan en el territorio arterial. Asimis-
mo, la matriz subendotelial generada por estas cé-
lulas, el equivalente al subendotelio vascular, mos-
traba una trombogenicidad aumentada frente a las
plaquetas.

El endotelio juega un papel esencial en el man-
tenimiento del balance hemostatico” y es un hecho
conocido que la disfuncion endotelial es el evento
inicial en el desarrollo de la lesion ateroscleréti-
ca® 2. La menor adhesividad de las células endote-
liales urémicas a la matriz subendotelial en con-
diciones de flujo observada en nuestro estudio
permitiria la adhesion, y consiguiente activacion, de
plaguetas al subendotelio que quedaria expuesto.
Ademas, la matriz extracelular generada cuando las
células son incubadas en presencia de un medio uré-
mico es mas trombogénica. Es conocido que las pla-

Fig. 4.—Mlicrografias (x320) correspondientes a cubreobjetos con matriz extracelular. La presencia del factor de von Willebrand fue
superior en las matrices procedentes de células endoteliales crecidas con suero urémico.

38



Urémico

Control

~<FW (8.9 kb)

Fig. 5.—Efecto del medio urémico sobre la expresion de ARN
mensajero en células endoteliales. CON: controles. URE: urémi-
cas.

quetas activadas y los productos liberados por ellas
contribuyen al desarrollo de aterosclerosis y trom-
bosis?> 26, Por ello, si estos cambios observados en
células endoteliales in vitro también ocurrieran in
vivo, podrian contribuir a la aterosclerosis acelera-
da y aumento de riesgo de trombosis descrito en
estos pacientes'%12,

En un estudio previo, nuestro grupo describi6é que
el medio urémico causaba alteraciones cuantitativas
y cualitativas en la matriz subendotelial generada
por células endoteliales en cultivo®. En aquel estu-
dio, la deposicion de plaquetas sobre la matriz su-
bendotelial era menor cuando las células endotelia-
les eran expuestas a un medio urémico. Las
discrepancias ente el estudio anterior y el presente
pueden explicarse por el uso de anticoagulantes dis-
tintos en ambos estudios, citrato (en el primero) o
heparina de bajo peso molecular (en el presente es-
tudio). La heparina de bajo peso molecular permite
la generacion de trombina cuando la sangre es ex-
puesta a vasos dafiados o un subendotelio activa-
do?7-%9, mientras que el citrato inhibe completamente
la generacion de trombina. La generacion de trom-
bina, en el presente estudio de perfusion en que se
utiliz6 heparina de bajo peso molecular, seria la res-
ponsable de la mayor reactividad frente a las pla-
quetas de la matriz subendotelial urémica, y com-
pensaria la menor trombogenicidad de las matrices
subendoteliales urémicas observada en situaciones
de ausencia de generacion de trombina, como ocu-
rrié en nuestro estudio anterior?.

Ademas en nuestro estudio objetivamos un au-
mento en la expresion de factor von Willebrand en
la matriz subendotelial generada por células endo-
teliales urémicas. Esta proteina derivada del endote-
lio esta implicada en la regulacién de la hemostasia
y favorece la adhesion de las plaquetas al subendo-
telio'®. El aumento de la expresion de este factor no
es atribuible al mayor crecimiento de las CEs ex-
puestas al medio urémico, sino a un aumento de su
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produccion por estas, ya que la expresion de RNAm
de este factor estaba aumentando en CEs cultivadas
en un medio urémico. Sin embargo, el incremento
de la expresion de factor von Willebrand en la ma-
triz extracelular urémica dificilmente puede explicar
su mayor trombogenicidad, ya que en el estudio pre-
vio, utilizando citrato como anticoagulante, obser-
vamos una menor trombogenicidad de la matriz su-
bendotelial urémica, en contra de lo que cabria
esperar si esta mayor expresion de factor von Wi-
llebrand tuviera un repercusion funcional. Es posi-
ble que esta sintesis aumentada de factor von Wi-
[lebrand traduzca una disfuncion endotelial, como
ocurre con los niveles circulantes de este factor'*.
Diversos autores han sugerido que el propio medio
urémico causarfa una alteraciéon estructural sobre el
factor von Willebrand generado que disminuiria su
capacidad adhesiva para las plaquetas®*3'. En con-
secuencia, parece muy probable que la mayor trom-
bogenicidad de las matrices subendoteliales genera-
das por células endoteliales urémicas sea debida a
una mayor expresion de factor tisular, como recien-
temente ha demostrado nuestro grupo32.

Las alteraciones hemostaticas observadas en nues-
tro estudio en células endoteliales cultivadas en pre-
sencia de un medio urémico no son Unicas. Un es-
tudio previo describi6 que las células endoteliales
incubadas en presencia de un medio urémico mos-
traban una secrecién de inhibidor del activador del
plasminégeno tipo 1 (PAI-1) estimulada por citoqui-
nas aumentada, mientras que la secrecion de acti-
vador del plasminégeno tisular era similar a las cé-
lulas endoteliales control33. La alteracion de la
respuesta fibrinolitica endotelial asociado al estado
de hipercoagulabilidad de la uremia podria favore-
cer el desarrollo de eventos cardiovasculares trom-
béticos en estos pacientes.

El efecto deletéreo del medio urémico sobre las
células endoteliales podria explicarse por distintos
mecanismos. El medio urémico induce un estado de
estrés oxidativo y de formacién de productos avan-
zados de glicosilacion (AGEs) y lipooxidacion
(ALEs)3**3°, que inducen disfuncién endotelial. El es-
tado urémico se asocia con un estado proinflama-
torio crénico con liberacion de citoquinas que acti-
van la célula endotelial?’-38, Ademas, la técnica de
hemodilisis per se induce activaciéon de células san-
guineas y la consiguiente libertacion de citoquinas,
lo que agrava el fenémeno inflamatorio®®. Es un
hecho conocido que el grado de inflamacién en los
pacientes urémicos, estimado mediante los niveles
de proteina C reactiva, es un factor de riesgo de
mortalidad cardiovascular en estos pacientes*®. Aun-
que los resultados de este estudio no permiten pro-
fundizar sobre los mecanismos implicados en el
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efecto toxico del medio urémico sobre la célula en-
dotelial, la observacion preliminar de que estos efec-
tos se reducen de forma dramética cuando el suero
urémico es expuesto a procedimientos de inactiva-
cion por calor sugiere que posiblemente se deba al
efecto de proteinas termolébiles, como las citoqui-
nas*'.

En los pacientes urémicos se ha descrito una mayor
incidencia de complicaciones ateroscleréticas? y un
riesgo trombotico aumentado. Los resultados del pre-
sente estudio 'y de  estudios  previos
demuestran alteraciones del funcionalismo endote-
lial in vitro que favorecerian el desarrollo de com-
plicaciones cardiovasculares y trombéticas en estos
pacientes® 2333, La cuestion de si las alteraciones en-
doteliales observadas en condiciones experimentales
también ocurren in vivo no puede ser contestada,
pero estudios recientes han demostrado la existencia
de una disfunciéon endotelial in vivo en estos pa-
cientes. Es imperativo profundizar en el conocimien-
to de los mecanismos fisiopatologicos implicados en
la disfuncién endotelial en la uremia a fin de desa-
rrollar estrategias terapéuticas que prevengan o limi-
ten la aterosclerosis acelerada que presentan estos
pacientes. En este sentido, los estudios de células en-
doteliales en cultivo podrian ser de utilidad para ayu-
dar a discernir el papel de los diferentes factores de
riesgo cardiovascular descritos en los pacientes uré-
micos y el efecto de diferentes estrategias terapéuti-
cas sobre esta disfuncion endotelial.
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