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La rUV genera efectos diferenciales sobre el sistema inmune dependiendo del
tipo de exposicion. Estos resultados aportaran nueva informacion para abordar
el problema del control de la exposicion a rUV, permitiendo potencialmente
obtener limites claros de exposicion una vez establecidas las moléculas y células
intervinientes en las distintas respuestas de la piel a dicha radiacion.
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Rol de las plaquetas en el microambiente inflamatorio

En condiciones fisiologicas, la activacion de las plaquetas circulantes es
limitada de manera constitutiva a través de la liberacion, a partir del endotelio
vascular, de potentes inhibidores de la funcion plaquetaria tales como el éxido
nitrico y prostaciclinal’l. Frente a una injuria vascular, las plaquetas se adhieren
firmemente a proteinas expuestas del subendotelio permitiendo la formacion
del trombo y la detencion de la hemorragia. Sin embargo, durante las ultimas
dos décadas numerosas evidencias revelaron que, ademas, en ausencia de
un aparente dafo morfolégico pero en situaciones inflamatorias, las plaquetas
son capaces de interactuar con el endotelio debido tanto a la disminucién de
los mecanismos fisioldgicos inhibitorios como a un aumento en la expresién de
moléculas de adhesién en la superficie de las células endoteliales activadas'?.
Estos descubrimientos no sélo han creado un nuevo paradigma en la biologia
vascular sino también han abierto un novedoso y extenso campo de estudio
asociado a las consecuencias fisio-patolégicas de la interaccion entre las plaquetas
y el endotelio.

Desde un punto de vista evolutivo, las plaquetas estan intimamente vinculadas
a los hemocitos de los artrépodos, células nucleadas responsables de la inmunidad
y la coagulacion en dichos organismos. En las especies de orden superior estas
funciones han divergido en células mas especializadas, en donde las plaquetas
han retenido algunas de las caracteristicas de la inmunidad innata, en particular, su
capacidad para cooperar con los neutréfilos y monocitos en la iniciacion, progresion
y resolucién de la inflamacién®. En este contexto, las plaquetas no soélo poseen
todas las moléculas de adhesion celular y citoquinas necesarias para interactuar
y activar a los leucocitos, sino que también tienen la maquinaria para reconocer y
presentar agentes patdgenos a las células efectoras como los receptores tipo Toll
(TLRs)¥. Ademas, expresan todos los componentes del complejo transcripcional
NF-kB, via responsable de la transcripcion de los principales genes que codifican
moléculas pro-inflamatorias en células nucleadas®. En conjunto, la extensa
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evidencia clinica y experimental indica que las plaquetas juegan un rol clave en la
inflamacion.

La adhesion de las plaquetas al endotelio activado es coordinada por una
secuencia de eventos que involucra la captura inicial de las plaquetas seguido
por el rodamiento y la adhesién firme de estas células. Durante estos pasos
secuenciales, las plaquetas se activan y liberan el contenido de sus granulos
alfa que contienen un gran arsenal de sustancias pro-inflamatorias, incluyendo
moléculas de membrana expresadas en la superficie celular como asi también
quemoquinas y citoquinas secretadas al medio extracelular,® las cuales promueven
el cambio hacia un fenotipo endotelial inflamatorio y favorecen el reclutamiento y
la activacion de los leucocitos, evento fundamental en la respuesta inflamatorial™.
De manera similar al proceso de adhesion de las plaquetas, la interaccion entre
leucocitos y la pared vascular es coordinada por una secuencia de eventos
que comprenden la captura inicial de los leucocitos seguido por el rodamiento,
activacioén, adhesion y transmigracién de estas células a través del endotelio®!. Si
bien los leucocitos son capaces de interactuar de manera directa con el endotelio,
este proceso es favorecido por las plaquetas adheridas a la pared vascular ya
que las plaquetas actuan como puente en la interaccién entre ambas células;
promueven la activacion bidireccional de leucocitos y células endoteliales y la
migracion hacia la intima del vaso®!.

Asimismo, el fenotipo plaquetario también es drasticamente alterado durante
la respuesta inflamatoria. En este sentido y si bien la activacion de las plaquetas
resulta en una respuesta pro-trombatica, trabajos realizados en nuestro laboratorio
han demostrado que en condiciones de acidosis, caracteristica comun del
microambiente inflamatorio, ocurre el desacople de las funciones hemostaticas e
inflamatorias de las plaquetas ©* °!. En particular, mientras la agregacion plaquetaria,
la actividad pro-coagulante y la liberacion de mediadores pro-tromboticos,
incluyendo tromboxano A, y factor von Willebrand, estan drasticamente inhibidas
por el descenso del pH, respuestas inflamatorias como la formacion de agregados
mixtos plaqueta-leucocito, la adhesion, migracion y sobrevida de leucocitos
mediada por plaquetas estan significativamente incrementadas en un medio acido.
Este aumento en las respuestas inflamatorias de las plaquetas son mediadas
por una mayor expresion de P-selectina en las plaquetas!® . En condiciones de
reposo, la plaqueta no expresa P-selectina, sin embargo como consecuencia de
la activacion plaquetaria, la P-selectina, normalmente depositada en los granulos
alfa, es expuesta en la membrana plaquetaria. La P-selectina se une avidamente
a su ligando, el PSGL-1, expresado constitutivamente en células endoteliales y
en los leucocitos permitiendo de esta manera un intimo contacto entre estos tipos
celulares!® "%, A nivel molecular, determinamos que el aumento de las respuestas
inflamatorias mediadas por las plaquetas en acidosis es gatillado por la activacion
conjunta de p38 y del factor de transcripcion nuclear kappa B (NF-kB)®. Si bien
el NF-kB, en células nucleadas dirige la transcripcion de multiples genes pro-
inflamatorios, en las plaquetas anucleadas nuestro grupo de trabajo describio
que la activacion de esta via cumple un rol no genémico ya que participa en la
respuesta de activacion plaquetarial®.
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Por otro lado y de manera similar a lo que ocurre en las células nucleadas,
la sefializacion mediada por NF-kB en plaquetas no solamente es gatillada por
agonistas clasicos sino también por la unidon de componentes bacterianos a los
TLRs expresados en la superficie plaquetaria “. La participacién de los TLRs
plaquetarios en la inmunidad innata ha sido puesta de manifiesto recientemente
en el descubrimiento de las trampas extracelulares de ADN (o del inglés, NETs)
derivadas del neutrdfilo. Este fendmeno es un novedoso mecanismo de fagocitosis
y muerte celular a través del cual los neutréfilos luego de su activacion expelen
al medio extracelular su contenido de ADN principalmente histonas y proteinas
microbicidas que atrapan y matan a los patégenos incluyendo bacterias, hongos,
parasitos y virus!'l. En sepsis causada por E. coli, la unién del lipopolisacarido
(LPS) (componente de la pared celular de las bacterias Gram (-)) al TLR-4
constitutivamente expresado en la superficie plaquetaria es un evento critico en
la formacion de NETs. De hecho, en ratones deplecionados de plaquetas ocurre
una diseminacion bacteriana especialmente en pulmén e higado, no observada
en ratones infectados pero con plaquetas normales!'l. Estudios preliminares
realizados en nuestro laboratorio demostraron que la formacion de NETs mediada
por plaquetas en presencia de componentes bacterianos, ademas de ocurrir a
través de la union LPS/TLR-4, también es un fendmeno extensivo a las bacterias
Gram (+) involucrando la activacion del TLR-2 plaquetario!’?. Mas aun, y de manera
similar a lo observado para otras respuestas inflamatorias mediadas por estas
células anucleadas, la formacion de NETs es significativamente aumentada en
acidosis!'?. Ademas, recientemente se ha demostrado que la NETosis inducida por
plaquetas también es inducida durante la respuesta inflamatoria estéril, a través de
la activacion de plaquetas por agonistas fisiologicos como el adenosin-difosfato o
colageno, a través de un mecanismo dependiente de la expresién del HMGB-1 (del
inglés, High-mobility group protein B1) en la superficie plaquetaria y de autofagia
en el neutréfilol®. Mas aun, la interaccion plaquetas-endotelio-neutréfilos con la
consecuente formacion de NETs es considerada un mecanismo patogénico de la
trombosis venosal'.

INTERACCION PLAQUETA-LEUCOCITO-ENDOTELIO,
UN ARMA DE DOBLE FILO

En general, la amplificacion de la activacion leucocitaria mediada por las
plaquetas juega un papel positivo o beneficioso, favoreciendo los mecanismos
inflamatorios e inmunes de defensa contra patégenos. Sin embargo, una falla
en la regulacién de los mismos puede desencadenar una respuesta inflamatoria
exacerbada, contribuyendo a una inflamacion vascular persistente la cual esta
involucrada en la patogénesis de diversas enfermedades inflamatorias crénicas.

Aterosclerosis

La aterosclerosis es una enfermedad cronica caracterizada por la progresiva
infiltracion de células inmunes al subendotelio de las arterias, la formacion de una
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estria grasa y el desarrollo de la placa de ateroma. Ante la persistencia de los
factores de riesgo, la placa es desestabilizada y eventualmente sufre una ruptura,
ocasionando la liberacién del contenido pro-inflamatorio y pro-trombético de la
placa ateromatosa hacia el torrente sanguineo, ocasionando la formacion de
trombos oclusivos causantes del accidente cerebro- y -cardiovascular®l.

Si bien durante décadas la hipercolesterolemia y la acumulacién de lipidos
eran considerados los mayores factores de riesgo asociados a la patogénesis
de la aterosclerosis, en la actualidad se sabe que esta patologia es un proceso
inflamatorio crénico causado por muiltiples factores!™®. Dentro de estos factores
y desde el punto de vista clinico, la eficacia de las terapias anti-agregantes en
la prevencion secundaria de eventos cardiovasculares es una clara evidencia
del rol de las plaquetas en la patogénesis de la aterosclerosis®. Las plaquetas
contribuyen activamente a la iniciacion y progresion de esta enfermedad a través
de la interaccion bidireccional con leucocitos y células endoteliales 6. Las
plaquetas activadas, de manera individual o formando agregados mixtos con los
leucocitos, se adhieren al endotelio vascular en sitios propensos a la formacion
de la placa de ateroma (bifurcaciones de los vasos) liberando localmente un gran
arsenal de quemoquinas, las cuales amplifican la transmigracién de monocitos y
otras células mononucleares hacia la intima arterial®®. Ademas de la liberacion de
sustancias pro-inflamatorias, las plaquetas expresan los receptores funcionales
de dichas quemoquinas!'” '8. Si bien el rol de estos receptores en la modulacién
de la aterogénesis mediada por plaquetas no ha sido completamente dilucidado,
recientemente se ha demostrado que la expresion de CX,CR1 (también conocido
como receptor de fractalquina) es aumentada en la superficie de las plaquetas
provenientes de ratones hiperlipidémicos, y que dicho fendmeno promueve
la formacion de agregados mixtos plaqueta-monocitos y la acumulacion de
monocitos en la intima arterial'®. Estos datos sugieren que las sustancias
liberadas por las plaquetas ejercen un efecto autécrino y paracrino sobre todas
las células vasculares involucradas en la etapa temprana de esta patologia. Luego
del reclutamiento de los monocitos hacia la intima, tanto la diferenciacion de estas
células a macrofagos!'®, como asi también el reclutamiento y diferenciacién de
progenitores hematopoyéticos (CD34+) a células espumosas/?® 2"l son promovidos
por las plaquetas. Teniendo en cuenta que estos procesos estan intimamente
asociados a la iniciacion y progresion de la aterosclerosis, estas evidencias
destacan la necesidad de evaluar la eficacia clinica de estrategias anti-plaquetarias
a largo plazo para la prevencién primaria de eventos cardiovasculares.

Las plaquetas también participan activamente en los eventos tromboticos
ocasionados luego de la ruptura de la placa de ateromal®?. Hasta hace poco se
creia que la formacion de trombos estaba unicamente asociada a la activacion de
las plaquetas como primordiales efectores celulares de esta respuesta bioldgica.
Sin embargo, estudios recientes han demostrado por un lado que las NETs se
encuentran presentes en las lesiones ateroscleréticasi?®, y por el otro, que los
componentes derivados de estas estructuras promueven la formacion de trombos a
través de la induccién de la activacion plaquetaria y de la formacion de fibrinal?429.,
Estas evidencias indican que ademas de las plaquetas, los neutréfilos podrian
promover significativamente el desarrollo de los eventos tromboéticos asociados
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a la aterosclerosis. Ademas, se ha descripto que las defensinas e histonas
provenientes de las NETs causan dafio y disfuncion endotelial a través de la
induccion de la muerte de las células endoteliales®?8l. Por lo tanto, es concebible
que la activacion o incluso la apoptosis de los diferentes tipos de células de la placa
de ateroma mediada por las NETs, podria ser uno de los novedosos mecanismos
del desarrollo y la progresion de la aterosclerosis. Estas evidencias sugieren que
los neutrdfilos, hasta ahora ignorados en el contexto de esta patologia, podrian
llegar a jugar un rol clave en la patogénesis de dicha enfermedad®”.. La interaccion
entre las plaquetas y los neutréfilos en este particular foco inflamatorio ain no ha
sido dilucidada.

Sepsis

Probablemente el mejor ejemplo de la contribucion de las plaquetas alarespuesta
inflamatoria sea la sepsis y la falla multiorganica. Durante una inflamacion sistémica
causada por la infeccion bacteriana, las plaquetas circulan expresando P-selectina
en la superficie celular, evento que promueve la formacion de agregados mixtos
plaqueta-leucocito circulantes?®. La adhesion de las plaquetas activadas dentro de
la microvasculatura, junto con la formacion de agregados plaquetarios, contribuyen
a la hiperpermeabilidad y a la hipoperfusion vascular observada en el transcurso
de una sepsis, fendmenos que conducen a la pérdida en la integridad de la pared
vascular, como asi también a la oclusion de la microvasculatura que irriga a los
6rganosi?. Como se menciond previamente, la formacion de NETs mediada por
plaquetas es considerada actualmente otro mecanismo celular que contribuye a
la patogénesis de esta enfermedad. Si bien las NETs juegan un rol beneficioso en
sepsis favoreciendo la eliminacién de patégenos!'? 3%, |la produccion exacerbada
de las mismas causa dafio y disfuncion endotelial, los cuales podrian contribuir al
dafio tisular durante la sepsis®®'.

Artritis

La artritis reumatoidea es un desorden inflamatorio autoinmune que tipicamente
afecta las articulaciones sinoviales de las manos y piest2. La relaciéon entre la
activacion plaquetaria y la artritis reumatoidea ha sido demostrada en diversos
estudios, identificando a las microparticulas derivadas de las plaquetas (MPPs),
pequenas vesiculas de membrana, como los principales mediadores involucrados
en la patogénesis de este procesol®. La inflamacion crénica caracteristica de esta
patologia es amplificada por las MPPs, las cuales promueven la activacion de
fibroblastos sinoviales en un mecanismo dependiente de IL-1a y -1BP4. Si bien los
mecanismos que modulan la formacion de MPPs en el contexto de la artritis no
han sido completamente elucidados, fue demostrado que las MPPs son liberadas
luego de la activaciéon plaquetaria, la cual es inducida por la interaccion de la
glicoproteina VI (GPVI) expresada en la superficie plaquetaria con el colageno
depositado anémalamente en los sinovios de las articulaciones?®!. Estudios mas
recientes han demostrado que a nivel molecular, las vias de sefalizacion gatilladas
a través de la union colageno/GPVI involucran la activacion solapada del receptor
del tipo lectina C-2 (del inglés, CLEC-2)5%l. Sin embargo, y en contraposicién
al rol negativo de las plaquetas en la artritis reumatoidea, en un modelo porcino
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ha sido demostrado que la inyeccion intra-articular de plasma rico en plaquetas
atenua la degeneracion morfoldgica de sinovios y cartilagos caracteristica de esta
enfermedad®!. En conjunto, estos resultados demuestran que si bien las plaquetas
participan en la fisio-patogénesis de la artritis reumatoidea, el correlato funcional
beneficioso o negativo de dicha contribucidn aun requiere ser estudiada.

Enfermedades pulmonares

El papel de las plaquetas en el inicio de la lesién pulmonar en diversas
patologias pulmonares inflamatorias ha sido corroborado en modelos de aspiracion
acida y lesion pulmonar aguda inducida por sepsis, en los cuales la infiltracion de
neutrofilos es reducida luego de la deplecién de plaquetas®®. En estas patologias, la
interaccion entre las plaquetas y los leucocitos entre si o con el endotelio pulmonar
activado es principalmente mediada por la expresion de P-selectina incrementada
en la superficie plaquetarial®®3%., También se ha observado que, la extravasacion de
los neutrdfilos al pulmén inducida por LPS o sepsis es disminuida por el bloqueo de
los receptores de las quemoquinas liberadas por las plaquetas“?. Ademas, se ha
demostrado que la generacién de NETSs, en procesos inflamatorios no infecciosos
o estériles, esta vinculada a la patogénesis de la fibrosis quistica y de la injuria
pulmonar asociada a transfusiones!*'l. En estos modelos de injuria pulmonar estéril,
la formacion de NETs en los pulmones es disminuida por el bloqueo farmacoldgico
de la activacion plaquetarial*? o por la deplecion sistémica de estas célulasl.
La presencia de agregados mixtos plaqueta-leucocito circulantes es detectada en
pacientes con asma, fibrosis quistica e injuria endotelial®® 441,

Enfermedades inflamatorias intestinales (Ell)

Las dos patologias mas comunes dentro de las Ell son la enfermedad de
Crohn (EC) y la colitis ulcerosa (CU). Si bien el desarrollo de tromboembolismos
es una de las causas de muerte mas relevantes en los pacientes con Ell, este
fendmeno no es explicado en su totalidad por los factores genéticos asociados
al riesgo de trombosis venosa en los pacientes con EC y CU*. Los nuevos
enfoques asociados a estas patologias han sugerido que, mas alla de los riesgos
genéticos, las anomalias en la coagulacion observadas en estos pacientes son el
resultado de la participacion de diversas células y citoquinas inflamatoriast*?. Una
caracteristica de los pacientes con Ell es la presencia de agregados plaquetarios
homotipicos y heterotipicos (plaquetas-leucocitos), ya sea circulantes en la
sangrel*¢47l depositados en las vénulas postcapilares del colon inflamado*® o en
los fluidos de las secreciones intestinales*®. Los primeros estudios sobre este
tema describieron que este proceso, junto con la consecuente disfuncién de la
barrera endotelial, estaba principalmente mediada por la interaccion del CD40L
derivado de las plaquetas activadas, con el CD40 constitutivamente expresado
en la superficie de leucocitos y endotelio®®. Sin embargo, un estudio mas reciente
ha demostrado que la activacion plaquetaria y la formacion de agregados mixtos
plaqueta-leucocito inducida en un modelo de inflamacién de colon murino, es
reducida en ratones deficientes de IL-6, demostrando asi la participacion relevante
de otras sustancias inflamatorias en este proceso?'l. Teniendo en cuenta el papel
activo de las plaquetas en las Ell, se ha sugerido la determinaciéon de marcadores
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plaquetarios, incluyendo recuento celular sanguineo o volumen plaquetario medio,
como biomarcadores de monitoreo y diagnostico de las enfermedades intestinales
crénicas®?. Sin embargo, otros autores han sefialado la ausencia de correlacion
entre los parametros plaquetarios con los sintomas clinicos de estas patologias(®?.
A la luz de las controversias, mas estudios sobre este tema seran necesarios a
futuro.

Conclusiones

Las células sanguineas circulantes son percibidas cada vez mas como
mediadores criticos de la inflamacion vascular cronica. El dialogo cruzado entre las
plaquetas, los leucocitos y las células endoteliales en el microambiente inflamatorio
conforman un arma de doble filo, favoreciendo por un lado los mecanismos
inflamatorios e inmunes de defensa contra patégenos, pero contribuyendo por el
otro a la inflamacion vascular persistente, la cual puede conducir patogénesis de
diversas enfermedades inflamatorias cronicas.

El mecanismo molecular implicado en la activacion reciproca de las plaquetas,
los leucocitos y el endotelio no ha sido completamente dilucidado. La regulacion
fina de las interacciones entre dichas células se ha convertido en un novedoso
campo de estudio, el cual permitira aplicar nuevas estrategias terapéuticas para
modular la inflamacion vascular con mayor eficiencia, y menos efectos adversos,
comparado con los métodos actualmente empleados.

La era de la gendmica y la protedmica ha sido recientemente introducida en
la investigacion de las plaquetas, y seguira ofreciendo importantes herramientas
para ayudar a entender el papel patologico de las plaquetas en el curso de la
inflamacion.

Debido a que las enfermedades inflamatorias son una causa considerable
de morbilidad y mortalidad en los paises desarrollados, la comprension de la
interaccion de sus actores mas importantes es un reto significativo. A la luz de
los datos existentes, diversos mediadores plaquetarios adhesivos y solubles se
han convertido en el blanco de prometedoras estrategias terapéuticas en las
enfermedades inflamatorias. Los posibles efectos adversos de estos enfoques
tienen que sercuidadosamente dirigidos y supervisados, incluyendo no sélo posibles
alteraciones en la hemostasia y la coagulacién, sino también la interferencia con la
respuesta inflamatoria involucrada en la eliminacién de patégenos.
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