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Introduccidn y objetivos. Recientes estudios in vitro
realizados en nuestro laboratorio demostraron que el tri-
flusal reduce la agregacion plaquetaria mediante la esti-
mulacién de la produccién de 6xido nitrico (NO) por los
neutrdfilos. El objetivo de este trabajo fue evaluar si el
tratamiento in vivo con triflusal también aumenta la capa-
cidad de los neutrdfilos de generar NO analizando el pa-
pel del NO liberado por los neutrdfilos sobre la agrega-
cion y secrecion plaquetaria.

Métodos. El estudio se realizé en 12 voluntarios sanos
de 32 + 6 ahos a los que se administro triflusal (600
mg/dia) durante 5 dias, extrayéndoles plaquetas y neu-
tréfilos antes y después del tratamiento y midiéndoles su
capacidad de producir NO, el porcentaje de agregacion
de sus plaquetas frente a ADP y la capacidad de liberar
factor transformante del crecimiento B (TGF-).

Resultados. Tras el tratamiento con triflusal se obtuvie-
ron los siguientes resultados: a) aumento de la produccion
de NO en los neutrdfilos; b) potenciacion de la inhibicion
de la agregacion plaquetaria en presencia de neutrdfilos,
efecto que se revertia al incubar los neutréfilos con un an-
tagonista de L-arginina, L-NAME, y c) la presencia de
neutrofilos redujo la liberacion del TGF-B por las plaquetas
determinado como medida de secrecién plaquetaria, por
un mecanismo independiente del NO.

Conclusiones. Nuestro estudio demuestra que el tra-
tamiento con triflusal (600 mg/dia/5 dias) estimula la pro-
duccion de NO por los neutréfilos. Tras el tratamiento con
triflusal los neutrdfilos inhiben la agregacion y la secre-
cién de las plaquetas. El efecto antiagregante plaquetario
demostrado por los neutrdfilos fue dependiente del NO,
pero no asi la inhibicién de la desgranulacién plaquetaria.

Palabras clave: Oxido nitrico. Plaquetas. Leucocitos.
Trombosis.
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Effect of Triflusal on Human Platelet Aggregation
and Secretion: Role of Nitric Oxide

Introduction and aims. The thrombotic process is a
multicellular phenomenon in which not only platelets are
involved but also neutrophils are involved. Recent in vitro
studies performed in our laboratory have demonstrated
that triflusal reduced platelet aggregation by stimulating
nitric oxide (NO) production by neutrophils. The aim of the
present study was to evaluate whether the in vivo treat-
ment with triflusal could also modify the ability of neutro-
phils to produce NO. Furthermore, the role of NO relea-
sed by neutrophils on platelet aggregation and secretion
was also tested.

Methods. The study was performed in 12 healthy vo-
lunteers of 32 + 6 years of age. The volunteers were trea-
ted with triflusal (600 mg/day) for 5 days and platelets and
neutrophils were isolated before and after treatment. The
ability of neutrophils to produce NO and the capacity of
inhibiting platelet aggregation and secretion of transfor-
ming growth factor-p (TGF-$) were assessed.

Results. After the treatment with triflusal we obtained
the following results: a) an increase in NO production
by neutrophils; b) potentiation of the inhibition of plate-
let aggregation by neutrophils, an effect that was rever-
ted by incubating neutrophils with an L-arginine antago-
nist, L-NAME, and c¢) the presence of neutrophils
reduced the release of TGF-p by platelets measured as
index of platelet secretion by a NO-independent mecha-
nism.

Conclusions. Triflusal (600 mg/day/5 days) stimulated
NO production by neutrophils. After the treatment with tri-
flusal, neutrophils inhibited both platelet aggregation and
secretion. The antiaggregating effect of neutrophils was
an NO-dependent mechanism while the inhibition of pla-
telet secretion mediated by neutrophils after the treatment
with triflusal was an NO-independent mechanism.

Key words: Nitric oxide. Platelets. Leukocytes. Throm-
bosis.
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ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

NO: 6xido nitrico.

TGF-f: factor transformante del crecimiento-f3.
L-NAME: Nw-Nitro-L-Arginine methyl ester.
C-PTIO: 2-(4-carboxyphenyl)-4,4,5,5
tetramethylimidazoline 1-oxyl 3-oxide.

INTRODUCCION

Durante los ultimos afios, el proceso trombdtico se
ha considerado como un fendmeno multicelular en el
que estan implicadas no sélo las plaquetas sino tam-
bién los neutréfilos, los eritrocitos y el endotelio vas-
cular'. Por lo tanto, el conocimiento sobre los meca-
nismos que regulan la agregacioén de las plaquetas, su
desgranulacién y adhesion al endotelio ha ido cam-
biando de forma progresiva. En este sentido, distintas
evidencias han demostrado la implicaciéon de dos me-
diadores con capacidad vasodilatadora que son genera-
dos por el endotelio y los neutréfilos, el 6xido nitrico
(NO) y la prostaciclina, en la regulaciéon de la activa-
cioén de las plaquetas®®.

La liberacion de los granulos de las plaquetas es un
aspecto de la activacion plaquetaria que ocurre en res-
puesta a diferentes agonistas. El proceso de agregacion
y secrecion plaquetaria se ha asumido que ocurre de
forma simultdnea. No obstante, estos dos procesos,
aunque puedan producirse a la vez en el tiempo, son
independientes entre si. La estimulacién de la secre-
cion del contenido granular de las plaquetas, y particu-
larmente de los granulos-o., resulta en la liberacién de
factores de crecimiento, como el factor transformante
del crecimiento-§ (TGF-B)’.

La inhibiciéon de la activacién plaquetaria ha sido
el foco de atencién de muchos estudios farmacolé-
gicos encaminados a la prevencién y tratamiento de
los eventos trombdticos. El triflusal es un farmaco
con actividad antiagregante plaquetaria®’. El meca-
nismo propuesto para la accién antiplaquetaria del
triflusal ha sido su capacidad de inhibicién de la
actividad ciclooxigenasa en las plaquetas'®. No obs-
tante, la inhibicién de la actividad ciclooxigenasa
por el triflusal no puede explicar completamente el
efecto antitrombdtico de este farmaco. En este sen-
tido, se ha demostrado que el triflusal tiene una
mayor capacidad antiagregante plaquetaria en pre-
sencia de leucocitos''. Ademaés, nuestro laboratorio
ha demostrado en estudios in vitro que los inhibi-
dores de la ciclooxigenasa, incluido el triflusal,
reducen la agregacion plaquetaria mediante la esti-
mulacién de la produccién de NO por los neutréfi-
10S12’|3.

El objetivo de este trabajo fue evaluar si el trata-
miento in vivo con triflusal también aumenta la capaci-
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dad de los neutrofilos de generar NO. Ademads, se ana-
liz6 el papel del NO liberado por los neutréfilos sobre
la agregacion y secrecion plaquetaria.

MATERIALY METODOS
Protocolo experimental

El estudio se realizé en un grupo de 12 volunta-
rios sanos (32 + 6 afnos), los cuales no tomaron nin-
gln otro farmaco al menos 20 dfas antes de comen-
zar los experimentos. El estudio se llevé a cabo
administrdndoles triflusal (600 mg/dia; una dosis
oral por la mafana) durante 5 dias. Las muestras de
sangre periférica se obtuvieron mediante extraccion
venosa antes de comenzar la administracién de tri-
flusal y una hora después de la ultima administra-
cién. Los resultados de los experimentos obtenidos
antes del tratamiento con triflusal se compararon
con los resultados de los mismos individuos des-
pués de dicho tratamiento. Todos los participantes
en el protocolo dieron consentimiento escrito de su
participacion.

Aislamiento de los neutroéfilos

Los neutréfilos humanos se aislaron de sangre peri-
férica obtenida mediante centrifugacién en gradiente
de Ficoll-Hypaque, como describimos'*. Los neutr6fi-
los (95% pureza; 98% viabilidad por exclusién en try-
pan blue) se resuspendieron en medio Dulbecco que
contenia (en mmol/l): 5,6 D-glucosa, 2,6 KCI, 137
Na(Cl, 2,6 H,KPO,, 8 NaH,PO,, pH 7.,5.

Determinacion del contenido
en [3H]-L-citrulina

Como ya se describié en anteriores trabajos', los
neutrofilos aislados se contaron y se incubaron duran-
te 45 min a 37 °C en medio Dulbecco que contenia
10 mol/l de L-arginina y 1 uCi/ml [*H]-L-arginina.
La [*H]J-L-arginina no incorporada se lavé dos veces
con el mismo tampodn. Los experimentos se realizaron
utilizando 3 x 10% neutréfilos/muestra y se incubaron
durante 10 min a 37 °C. Después de la incubacion, los
neutréfilos se lisaron con etanol frio y los sobrena-
dantes se recogieron y se evaporaron hasta sequedad
bajo una atmoésfera de N,. Como ya se ha descrito an-
teriormente, los extractos se resuspendieron en 20
mmol/l Hepes/KOH, pH 5,5 y se aplicaron en colum-
nas de cromatografia Dowex AG50WX8 (forma Na*)
que posteriormente se eluyeron con agua (fraccién de
L-citrulina) y 0,5 mol/l NaOH (fraccién de L-argini-
na). La fraccién de [*H]-L-citrulina se cuantificé me-
diante recuento con liquido de centelleo. Este método
es capaz de separar L-arginina de L-citrulina en mds
de 92 + 3%.
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Preparacion del plasma rico en plaquetas
y agregacion plaquetaria

El plasma rico en plaquetas se obtuvo de los mismos
voluntarios que los neutréfilos de cada experimento y
se preparé como se describe'*. Brevemente, la sangre
total se recogidé en 10% (v/v) dcido citrico/citrato-dex-
trosa y se centrifugd a 1.000 rpm durante 20 min. Se
recogi6 el plasma rico en plaquetas y se contaron las
plaquetas en un contador Coulter. El nimero de pla-
quetas se ajustd con plasma pobre en plaquetas que se
obtuvo del mismo donante (1,2 x 107 células/ml plas-
ma). La activacién plaquetaria se midié en un agregé-
metro (Chrono-Log, dos canales) mediante cambios en
la transmisidn de luz. Se utilizé el plasma pobre en pla-
quetas como control del 100% de transmision de luz.
El plasma pobre en plaquetas contenia una cantidad de
neutrdfilos idéntica a la de la muestra para corregir la
posible absorcién de luz producida por la presencia de
la suspension de neutréfilos en el plasma.

Se preincubé el plasma rico en plaquetas (500 pl) a
37 °C durante 10 min en el agregémetro con agitacion
continua (1.000 rpm). Se afiadieron neutréfilos en una
suspension de 20 pl que se incubaron durante 5 min a
37 °C. El ndimero de neutrdfilos que se afiadio estaba
ajustado a una relaciéon de plaqueta:neutréfilo de
(125:1) que es, aproximadamente, la relacién que estas
células tienen en la circulacién sanguinea normal.
La agregacion de las plaquetas se estimulé con ADP
(1073 mol/l).

Para determinar la posible implicacién del NO en
los efectos que los neutréfilos tenian sobre las plaque-
tas, los neutréfilos se preincubaron con un antagonista
de la generacién de NO, Nw-Nitro-L-Arginine methyl
ester (L-NAME,10* mol/l) durante 30 min antes de
realizar el experimento. Los neutréfilos incubados con
L-NAME se lavaron antes de afiadirse a las plaquetas,
de tal forma que s6lo los neutréfilos estuvieron en
presencia de L-NAME. También se realizaron experi-
mentos afiadiendo directamente a la suspensién de
neutréfilos y plaquetas un captador de NO, 2- (4-car-
boxyphenyl)-4,4,5,5 tetramethylimidazoline 1-oxyl 3-
oxide (C-PTIO,3 x 107° mol/l) y otros experimentos en
los que se afiadié un dador exégeno de NO, nitropru-
siato sédico (10 mol/l) sobre las muestras de plasma
rico en plaquetas para estudiar el efecto del NO.

Para estandarizar los resultados, sélo los valores de
turbidimetria obtenidos a los 5 minutos se usaron para
los célculos. Este tiempo corresponde al valor maximo
de la primera onda de agregacién plaquetaria.

Medida de GMPc

Se midié el GMPc de los neutréfilos en las mismas
condiciones que la agregacion. De forma resumida,
después de realizar los experimentos de agregacion se
recogieron las muestras a 4 °C y se centrifugaron para
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separar las células del plasma a 2.500 rpm durante
15 min a 4 °C. Después, se aspiraron los sobrenadan-
tes y las células que quedaban en el pellet se extraje-
ron con una mezcla de etanol y HCI 0,1 mol/l en una
relacion (49:1) (v/v) a 4 °C. Los extractos se evapora-
ron en un evaporador de vacio (Model VR-1/120/240,
Heto Lab-Equipment A/S, Dinamarca). Las concentra-
ciones de GMPc se midieron en muestras acetiladas
utilizando un kit de radioinmunoensayo (Amersham,
Buckinghamshire, UK) como ya se describié anterior-
mente'®. La variabilidad intra e interensayo fue < 8,9 y
< 16%, respectivamente.

Medida de factor transformante
del crecimiento-3

El TGF-B liberado por las plaquetas se determiné en
muestras de plasma rico en plaquetas obtenidas des-
pués de realizar los experimentos de agregacion. Tras
realizar los experimentos de agregacion, las muestras
se recogieron y se centrifugaron a 2.500 rpm durante
15 min a 4 °C. Los sobrenadantes se guardaron a —80
°C hasta su medida.

Las concentraciones de TGF-3 se midieron en estos
sobrenadantes mediante un kit de enzimoinmunoensa-
yo (Promega, Madison, WI). Previamente, el TGF-f3
se transformd en su forma activa mediante acidifica-
cion. La variabilidad intra e interensayo del kit fue de
4,5% y 19,1%, respectivamente.

Métodos estadisticos

Los resultados se expresaron como media + EEM.
Para determinar la significacién estadistica de nuestros
resultados, se utilizé el andlisis de variancia (ANOVA)
con la correccién de Bonferroni para comparaciones
multiples o el test de la t de Student apareado o no
apareado. Un valor de p < 0,05 se consideré estadisti-
camente significativo.

RESULTADOS

Produccion de NO por los neutréfilos:
efecto sobre la agregacion de las plaquetas

Se determind la capacidad de generar NO por los
neutréfilos mediante la acumulacién de [*H]-L-citruli-
na en los neutréfilos marcados con [*H]-L-arginina.
Tras el tratamiento con triflusal, la generacién de [*H]-
L-citrulina por los neutréfilos aumenté de forma signi-
ficativa (fig. 1). La produccién de [*H]-L-citrulina por
los neutrdéfilos fue inhibida con el antagonista de la L-
arginina, L-NAME (10 mol/l) un 87 + 8% antes y
después del tratamiento con triflusal.

Como se observa en la figura 2, el ADP (10~° mol/l)
estimula de forma significativa la agregacién de las
plaquetas (porcentaje de transmision de luz: 65 + 3).
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Fig. 1. Gréfico en la que se observa la sintesis de dxido nitrico medida
como formacion de [*H]-L-citrulina a partir de [*H]-L-arginina como se
describe en la seccion «Material y métodos». Los neutréfilos se extra-
jeron antes (basal) y después del tratamiento con ftriflusal (triflusal)
durante cinco dias (600 mg/dia). Los resultados se presentan como
media + EEM . *p < 0,05 con respecto a los neutréfilos obtenidos an-
tes del tratamiento con triflusal.
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Fig. 2. Gréfico en el que se observa el efecto del triflusal sobre la acti-
vacion plaquetaria inducida por ADP (10 mol/l) en presencia o au-
sencia de neutrdfilos (PMN). La activacion plaquetaria se muestra
como porcentaje de transmision de luz 5 min después de la adicion de
ADP. Los resultados se expresan como media + EEM. *p < 0,05 con
respecto al porcentaje transmision de luz en ausencia de trifusal; ¥p <
0,05 con respecto a la transmision de luz respecto a su correspon-
diente basal.

Antes de la administracion de triflusal, los neutréfilos
ejercieron un pequefo efecto inhibitorio sobre la agre-
gacién inducida por ADP (fig. 2). Después de 5 dias
de tratamiento con triflusal se observé inhibicién de la
agregacion de las plaquetas (fig 2). Este efecto fue sig-
nificativamente potenciado por la presencia de neutré-
filos (fig 2).

Los neutréfilos incubados con L-NAME (10
mol/l) no demostraron capacidad de inhibir la agrega-
cion de las plaquetas ni antes ni después del tratamien-
to con triflusal (porcentaje de transmisién de luz en
presencia de neutréfilos incubados con L-NAME: —
triflusal: 64 + 3, + triflusal: 63 + 3; p = NS). Resulta-
dos similares se obtuvieron en presencia del captador
de NO, C-PTIO (datos no expuestos).

Por otro lado, un dador exégeno de NO, el nitropru-
siato sédico (10~ mol/l), inhibi6 de forma significativa
la agregacion de las plaquetas en respuesta en ADP
(fig. 3).
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Fig. 3. Grafico en el que se observa el efecto del nitroprusiato sodico
(10~ mol/l) sobre la activacion plaquetaria inducida por ADP (10-°
mol/l). La actividad plaquetaria se presenta como porcentaje de trans-
mision de luz 5 min después de la adicién de ADP. Los resultados se
presentan como media + EEM de 6 diferentes experimentos. *p < 0,05
con respecto al porcentaje de transmision de la luz en plasma rico en
plaquetas en ausencia de nitroprusiato sédico.

Se determiné el contenido de GMPc de las plaque-
tas activadas con ADP (tablal). En ausencia de neutro-
filos, el valor basal de GMPc en las plaquetas fue de
7,7 £ 0,5 pmol. El tratamiento con triflusal incrementd
el contenido de GMPc siendo este incremento mayor
en presencia de neutréfilos (porcentaje de incremento
en el contenido de GMPc, después del tratamiento con
triflusal: plaquetas: 20 + 1, plaquetas + neutrdfilos:
40 = 3; p < 0,05). El aumento en el contenido de
GMPc se revirtié por completo (tabla 1) incubando los
neutréfilos con L-NAME (10~ mol/l) o en presencia
del captador de NO, C-PTIO (3 x 107° mol/l).

Liberacion de TGF-} en plasma
rico en plaquetas

Los resultados obtenidos demostraron que antes del
tratamiento con triflusal no habia diferencias significa-
tivas en el TGF- liberado por las plaquetas en presen-
cia o ausencia de neutréfilos. La administracién de tri-
flusal durante cinco dias no modificé la capacidad de
las plaquetas de liberar TGF-3 en respuesta al ADP
(fig. 4). Sin embargo, tras el tratamiento con triflusal
la presencia de neutréfilos redujo de forma significati-
va la liberacién de TGF-f (fig. 4). Para analizar si el
NO desempefiaba algtin papel en el efecto de los neu-
tréfilos sobre la liberacién de TGF-B, los neutréfilos
se incubaron con L-NAME (10 mol/l). El L-NAME
no modifico la inhibicién de los neutréfilos sobre la li-
beracion de TGF-f por las plaquetas tras el tratamien-
to con triflusal (liberacién de TGF-3 en presencia de
neutréfilos incubados con L-NAME: antes de tomar
triflusal: 402 + 23 ng/ml, después del tratamiento con
triflusal: 342 + 17 ng/ml; p = NS).

Finalmente, para comprobar el papel del 6xido nitri-
co en el efecto de los neutrdfilos sobre la secrecion
plaquetaria tras el tratamiento con triflusal se realizan
experimentos adicionales con el dador de NO, nitro-
prusiato sédico (10™* mol/l). Como se expone en la
figura 5, la liberacién de TGF-J por las plaquetas acti-
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Fig. 4. Gréfico en el que se aprecian los valores de factor transfor-
mante de crecimiento-8 (TGF-B) por plaquetas activadas con ADP en
presencia o ausencia de neutrofilos (PMN). Los resultados se presen-
tan como media + EEM. *p < 0,05 con respecto a los valores de TGF-8
obtenidos con plaquetas activadas antes del tratamiento con triflusal.

Fig. 5. Gréfico que demuestra los efectos del nitroprusiato sddico so-
bre la liberacion de factor transformante del crecimiento-beta (TGF-B)
por plaquetas activadas con ADP (10-° mol/l). Los resultados se pre-
sentan como media + EEM de 6 experimentos diferentes.

TABLA 1. Produccién de GMPc (pmol) en la incubacién de plaquetas con neutréfilos antes y después

del tratamiento con triflusal

Basal Triflusal Triflusal + L-NAME Triflusal + C-PTIO
-PMN +PMN -PMN +PMN -PMN +PMN -PMN +PMN
GMPc (pmol) 19+3 24 £ 2~ 18+4 337" 182 154 19+4 16+3

El papel del NO en el contenido de GMPc de la coincubacion plagueta-neutréfilos (PMN) se analizé incubando los neutréfilos con L-NAME (10~ mol/l) o afiadiendo
al medio el captador de NO, C-PTIO (10-° mol/l). Los resultados representan la media + EEM de 12 experimentos diferentes. *p < 0,05 con respecto al experimento

correspondiente en ausencia de neutréfilos (PMN).

vadas con ADP no se modific6 en presencia o en au-
sencia del dador de NO, nitroprusiato sédico.

DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran
que en el efecto antiagregante plaquetario del triflusal
estan implicados los neutréfilos. En este trabajo se de-
muestra que, si bien los neutréfilos disminuyen por si
mismos la agregacion plaquetaria, después de una do-
sis diaria de triflusal de 600 mg durante cinco dias ad-
ministrada a voluntarios sanos también se estimulé la
capacidad de los neutr6filos de liberar NO inhibiendo
la agregacion plaquetaria en respuesta al ADP.

La homeostasis celular en la sangre incluye tanto
interacciones homotipicas (plaqueta-plaqueta) como
heterotipicas (la relacion de las plaquetas con otras cé-
lulas)'S. La capacidad del triflusal de inhibir las rela-
ciones homotipicas (la agregacién de las plaquetas) en
respuesta a distintos agonistas como el ADP habia sido
previamente establecida!’. No obstante, hoy dia la
agregacion plaquetaria no puede considerarse una rela-
cién exclusivamente homotipica, ya que otras células
como los neutrdlifos intervienen en su regulacién!®!,
En este sentido, De la Cruz et al'! han demostrado que
los leucocitos potencian el efecto antiagregante pla-
quetario del triflusal. Posteriormente, nuestro laborato-
rio demostré en un estudio in vitro en presencia de tri-

flusal que el efecto antiagregante plaquetario de los
neutréfilos estaba mediado por el NO'2,

En la primera parte del estudio determinamos que el
tratamiento con triflusal estimula la capacidad de los
neutréfilos de producir NO. Este resultado confirmé
los hallazgos anteriormente mencionados que se ha-
bian realizado en experimentos in vitro'. Tras el trata-
miento con triflusal los neutréfilos demostraron una
mayor capacidad inhibidora de la agregacién de las
plaquetas. El mecanismo por el cual los neutréfilos
ejercerian este efecto se relaciond con la liberacién de
NO, ya que cuando los neutréfilos fueron tratados con
L-NAME se revirtié la inhibicion de la agregacion
plaquetaria producida por los neutréfilos. Ademds, el
aumento del contenido de GMPc en la coincubacién
plaqueta-neutréfilo tras el tratamiento con triflusal fue
inhibido tanto por el captador de NO, CPTIO, como
incubando los neutréfilos con L-NAME. Estos resulta-
dos apoyan la implicacién del NO en el efecto anti-
agregante plaquetario de los neutrdfilos tras el trata-
miento con triflusal. Ademads, cuando se incubaron las
plaquetas con un dador exégeno de NO, nitroprusiato
sodico, éste inhibid la agregacion de las plaquetas en
respuesta al ADP confirmando que el NO es capaz de
inhibir la agregacién plaquetaria.

En un segundo grupo de experimentos se analizé el
efecto del triflusal sobre la secrecion de los granulos
alfa determinando los valores de TGF- en las mues-
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tras de plasma rico en plaquetas antes y después del
tratamiento con triflusal.

El TGF-P se encuentra en los granulos alfa y se se-
creta después de la activacién plaquetaria®*?*. Por lo
tanto, podemos correlacionar los valores de TGF-B3 en
el sobrenadante de las plaquetas incubadas con ADP
con la activacién de la secrecion de estos granulos por
las plaquetas.

Los estudios publicados, la mayoria de ellos reali-
zados in vitro, habian demostrado que los inhibidores
de la ciclooxigenasa no modificaban la capacidad de
las plaquetas per se, para liberar TGF-B!°. En este
sentido, Knight y Scrutton® han demostrado que pla-
quetas sometidas a un alto voltaje eléctrico secretan
serotonina de forma independiente a la sintesis de los
endoperdxidos de las prostaglandinas. Tras el trata-
miento con triflusal, los neutréfilos redujeron signifi-
cativamente la liberaciéon de TGF-B. Sin embargo, a
diferencia de los resultados observados en los experi-
mentos de agregacion, la inhibicién de la produccién
de NO por los neutréfilos no modificé su efecto sobre
la liberacién de TGF-B por las plaquetas. La falta de
implicacién del NO sobre la desgranulacién de las
plaquetas fue, ademds, sugerida por el hecho de que
un dador exdgeno de NO, nitroprusiato sodico, no
modificé la liberacion de TGF- por las plaquetas ac-
tivadas con ADP.

Un aspecto interesante de estos resultados es la dife-
rente regulacion que los neutréfilos ejercen sobre la
secrecion y la agregacion de las plaquetas, sugiriendo
la independencia entre estos dos mecanismos de acti-
vacion plaquetaria. En este sentido, Gerrard y White?*
han demostrado que puede incluso ocurrir la secrecién
plaquetaria en ausencia de agregacion.

Durante la isquemia miocdrdica existe una disminu-
cion de los valores de NO liberados por las células en-
doteliales®. Se han hecho diferentes intentos de incre-
mentar los valores de NO con el fin de atenuar el dafo
miocardico. En modelos animales, la infusion de da-
dores orgdnicos de NO o del sustrato de formacion del
mismo, la L-arginina, ha producido un efecto cardio-
protector contra la isquemia®?’. Por lo tanto, los fér-
macos capaces de incrementar la formacién endégena
de NO podrian tener efectos beneficiosos adicionales,
en este caso de sus propiedades antitrombdticas.

En resumen, nuestro estudio demuestra que el trata-
miento in vivo con triflusal (600 mg/dia/5 dias) esti-
mula la produccién de NO por los neutrdfilos. Ade-
mds, tras el tratamiento con triflusal los neutrdfilos
inhiben tanto la agregacién como la secrecion de las
plaquetas. Mientras que el efecto antiagregante pla-
quetario demostrado por los neutréfilos fue dependien-
te del NO, la inhibicién de la desgranulacién de los
granulos-o fue independiente del NO. Finalmente, es-
tos resultados demuestran como la desgranulacién y la
agregacion de las plaquetas pueden estar reguladas por
mecanismos celulares diferentes.
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