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Resumen

El objetivo del trabajo fue estudiar y com-
parar los efectos vasculares de farmacos
empleados en el tratamiento de la osteopo-
rosis: el modulador selectivo del receptor
de estrégenos raloxifeno y el bisfosfonato
alendronato. Se investigaron las acciones in
vitro sobre procesos celulares vitales para la
salud vascular: la biodisponibilidad de éxido
nitrico y la interaccion monocito-plaqueta-
endotelio. Ambos farmacos estimularon la
produccién del vasoactivo en las dosis en-
sayadas (56; 64% sobre control, raloxifeno;
alendronato). Para el estudio del mecanis-
mo de accién se emplearon el antagonista
del receptor de estrogenos ICI 182780 e
inhibidores especificos de las vias MAPK
(PD98059) y PI3K (LY294002). El receptor
de estrégenos y la via PI3K participan en el
mecanismo de accion del raloxifeno, mien-
tras que la via MAPK en la accién vascular
del alendronato. En condiciones de elevado

calcio extracelular, el alendronato mantuvo
su capacidad de estimular la sintesis de 6xi-
do nitrico (80,5% sobre el control, p<0,05),
mientras que el raloxifeno pierde su poten-
cial de accién sobre la produccién del va-
soactivo. En ensayos de agregacién plaque-
taria determinamos que el raloxifeno ejerce
un marcado efecto antiagregante (65; 76%
de inhibicién con respecto al control, raloxi-
feno 1; 10 nM, p<0,05). Al estudiar la inte-
raccion monocito-endotelio, el alendronato
no modificd la adhesién basal de monoci-
tos, pero suprimié parcialmente la adhesién
inducida por el proinflamatorio lipopolisaca-
rido bacteriano. En sintesis, si bien basal-
mente cada farmaco regula positivamente la
funcién vascular con mecanismos de accién
especificos, ante condiciones de estrés solo
el alendronato exhibe una capacidad de
sustentar los efectos beneficiosos.
Palabras clave: calcio; raloxifeno; alendrona-
to; éxido nitrico; calcificaciones vasculares.
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SUMMARY

VASCULAR EFFECTS OF RALOXIFENE
AND ALENDRONATE

The aim of this work was to study and
compare the vascular effects of two drugs fre-
quently used osteoporosis treatment, the es-
trogen receptor modulator raloxifene and the
bisphosphonate alendronate. We investigate
the in vitro actions of raloxifene and alendro-
nate on key cellular processes involved in vas-
cular homeostasis such as the bioavailability
of nitric oxide, and monocyte-platelet-endo-
thelium interactions. Using endothelial cells
cultures we found that, both drugs signifi-
cantly enhanced nitric oxide production (56;
64% over control, raloxifene; alendronate re-
spectively). The mechanism of action evoked
by each drug was studied employing an es-
trogen receptor antagonist (ICI 182780 com-
pound), and specific MAPK (PD98059) y PI3K
(LY294002) inhibitors. The evidence obtained
shows that estrogen receptor and PI3K me-
diated vascular raloxifene actions, meanwhile
the effect of alendronate was dependent on
MAPK signalling transduction pathway. When
endothelial cells were incubated in high extra-
cellular calcium concentrations, only alendro-
nate was able to sustain its stimulatory action
on nitric oxide synthesis. In platelet aggreg-
ation assays, we found that raloxifene exhib-
its a potent antiaggregatory action. To study
monocyte-endothelium interactions, the ef-
fect of alendronate on monocyte adhesion to
endothelial cells was evaluated. The bisphos-
phonate did not affect basal mononuclear ad-
hesion, but significantly prevented monocyte
adhesion induced by inflammatory environ-
ment represented by the presence of bacterial
lipopolysaccharide. In summary, although
both drugs elicited potential beneficial action
on key process involved in vascular health, un-
der stress conditions only alendronate main-
tain its capability to modulate the synthesis of
the main vasoactive factor, nitric oxide.

Rauschemberger y col.: Efectos vasculares
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Keywords: cardiovascular system; raloxifene;
alendronate; nitric oxide; vascular calcifica-
tions.

Introduccién

Teniendo en cuenta la integridad del eje
Oseo-vascular, se considera que drogas uti-
lizadas para el tratamiento de la osteoporo-
sis (bifosfonatos, moduladores selectivos del
receptor de estrogenos o SERMs, calcitriol)’
pueden afectar la salud vascular, y por el
contrario, los farmacos empleados en la tera-
péutica cardiovascular (estatinas, inhibidores
de la enzima convertidora de angiotensina y
antagonistas del receptor de angiotensina
Il) pueden afectar el metabolismo 6seo. La
osteoporosis y las enfermedades cardiovas-
culares (ECV) son patologias prevalentes en
la menopausia, hecho que ha sido atribuido
principalmente a la disminucién de los estré-
genos circulantes. Diversos estudios epide-
miolodgicos y preclinicos han demostrado una
interesante relacién entre osteoporosis, ECV
y mortalidad asociada.??® Aunque tradicional-
mente estas enfermedades se han conside-
rado como procesos independientes rela-
cionados con la edad y status ovarico, cada
vez existe mayor evidencia que confirma que
ambas entidades comparten mecanismos fi-
siopatologicos.

La terapia hormonal de reemplazo (THR) en
base a estrégenos, o combinada (estrogenos
mas progestagenos), surge como alternativa
para prevenir patologias posmenopausicas.*
Si bien a nivel éseo los resultados de ensayos
clinicos aleatorizados sobre el sistema cardio-
vascular han sido satisfactorios, los estudios
HERS (Heart and Estrogen progestin Replace-
ment Study), WHI (Women's Health Initiative)
y ERAS (Estrogen Replacement and Atheros-
clerosis Study) pusieron en duda la utilidad
clinica de la THR para la prevencion de ECV.®
Los SERMs han sido propuestos como alter-
nativa de terapia para minimizar los sintomas
asociados al hipoestrogenismo posmeno-
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pausico. Constituyen compuestos sintéticos
disefiados para interactuar con el receptor
de estrogenos (RE), reproducir selectivamen-
te los efectos beneficiosos y/o antagonizar
los efectos no deseables de los estrégenos.
El raloxifeno (RAL) es un SERM desarrollado
especificamente para mantener los efectos
beneficiosos del 17p-estradiol en hueso y en
el perfil lipidico y comportarse como antago-
nista estrogénico en mama y endometrio. Su
uso clinico fue aprobado para el tratamiento
contra la osteoporosis,® siendo poco claros
sus efectos vasculares. Se propone que ten-
dria un impacto positivo a nivel cardiovascu-
lar; sin embargo, el estudio RUTH (Raloxife-
ne Use for The Heart) no pudo confirmar una
accién beneficiosa en la prevencién de ECV
posmenopausica e incluso alerté sobre un
riesgo incrementado de tromboembolismo
venoso y accidentes cerebrovasculares.” No
obstante ello, algunos estudios recientes re-
fieren una accién protectora del RAL sobre la
funcién endotelial® y proponen que, en muje-
res posmenopausicas, el RAL incrementa la
concentraciéon de osteoprotegerina en el en-
torno vascular,® lo que reduciria el riesgo de
calcificaciones vasculares. Por consiguiente,
el impacto vascular del RAL sigue siendo mo-
tivo de estudio y debate.

Los bifosfonatos (BP) son analogos del pi-
rofosfato con gran afinidad por el tejido 6seo.
Los BP reducen la resorcion 6sea y disminu-
yen el riesgo de fractura, y constituyen uno
de los tratamientos de primera linea para la
osteoporosis. En particular, aquellos com-
puestos que tienen un nitrégeno en su es-
tructura molecular exhiben mayor potencia;
tal es el caso del alendronato (ALN). Existe
poca informacion en la literatura acerca de
los efectos celulares y moleculares de los BP
a nivel vascular. Los datos existentes provie-
nen mayoritariamente de estudios clinicos en
pacientes con patologia renal crénica y dia-
betes, que proponen que los BP reducen el
engrosamiento de la intima arterial'® e inhiben
la calcificacion vascular (CaV). Sin embargo,
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los resultados son contradictorios y no esta
claro aun si actian en forma directa sobre cé-
lulas vasculares o indirectamente a través de
Su accion sobre el sistema 6seo.

La aterosclerosis, principal ECV, es una
patologia crénica inflamatoria que conduce
a una pérdida de la arquitectura vascular y
generacion de una lesion vascular (ateroma)
que ocluye el vaso afectado.’ Se inicia con
una disfuncion endotelial, evento caracteriza-
do por un desequilibrio en la produccion de
factores vasodilatadores y vasoconstrictores.
Se observa una marcada disminucién en la
biodisponibilidad de 6xido nitrico (NO), lo que
conduce a un estado de vasoconstriccion,
pro-oxidante, proinflamatorio y protrombéti-
co.”™ La respuesta inicial al dafio vascular es
el aumento de la permeabilidad endotelial y la
secrecion de citoquinas inflamatorias, lo que
provoca la adhesién de plaquetas al endotelio
activado por la injuria. A su vez, las plaque-
tas activadas promueven el reclutamiento de
monocitos y su activacion a macrofagos. La
adhesién de monocitos cargados de lipidos y
su migracion a través del endotelio constituye
el factor mas importante de aceleracion de la
aterogénesis.™ Producto de la activacion de
células endoteliales (CE) y de monocitos, au-
menta la expresion de moléculas de adhesion
celular en ambos sistemas celulares. La pro-
liferacion y migracion de células musculares
lisas vasculares (CMLV) provoca la formacion
de la neointima y la estenosis del vaso. La le-
sion y muerte del endotelio vascular inducido
por el ambiente inflamatorio contribuye a la
desestabilizacién de la placa y ruptura hemo-
rragica del ateroma. La etapa mas avanzada
de la lesién es la calcificacion aterosclerética
de la intima, consistente en un reemplazo casi
completo del tejido vascular por tejido simil
osteogeénico. Es la forma de vasculopatia cal-
cificante mas comun, resultado de la induc-
cién de una transdiferenciacion osteogéni-
ca de subpoblaciones de células vasculares
como consecuencia del microambiente infla-
matorio. Aproximadamente el 15% de las pla-
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cas ateromatosas humanas desarrollan una
completa calcificaciéon, con una arquitectura
indiferenciable de la estructura histoldgica tra-
becular.™

El objetivo del presente trabajo fue estu-
diar y comparar los efectos vasculares de far-
macos empleados en el tratamiento de la os-
teoporosis. Para ello seleccionamos el SERM
RAL vy el bifosfonato ALN, e investigamos sus
acciones in vitro sobre procesos celulares vi-
tales para la salud vascular como son la bio-
disponibilidad de NO vy la interaccién monoci-
to-plaqueta-endotelio.

Materiales y métodos

Materiales

Los reactivos de Griess fueron adquiri-
dos en Laboratorios Britania (Buenos Aires,
Argentina). Tripsina/EDTA (10x), L-glutamina
(100x), anfotericina-B (0,25 mg/ml), penicili-
na/estreptomicina (100x) y suero fetal bovino
(SFB) fueron obtenidos en Laboratorios GBO.
El medio de cultivo Dulbecco’s Eagle’s mo-
dificado (DMEM), los inhibidores LY294002 y
PD98059, el lipopolisacarido de origen bac-
teriano (LPS), RAL, ALN y demas reactivos
empleados fueron adquiridos en Sigma (St.
Louis, MO, USA). El antagonista del RE ICI
182780 se obtuvo en Bioscience Tocris (Park
Ellisville, USA).

Cultivo de CE de aorta de rata

Se emplearon CE obtenidas por cultivo pri-
mario de explante a partir de anillos de aorta
de ratas Wistar de 4 a 6 semanas de edad, se-
gun lo descripto previamente.'®'” Se cortaron
anillos de 1 a 2 mm de longitud y se sembra-
ron en placas de Petri (NUNC) de 5 cm de dia-
metro, en medio de cultivo DMEM, suplemen-
tado con 10% de SFB, penicilina (100 U/ml),
estreptomicina (100 pg/ml), anfotericina-B (2,5
pg/ml) y L-glutamina (2 mM). Se incubaron a
37 °C en atmosfera de 95% aire y 5% de CO,
durante 5 dias. Transcurrido este tiempo, los
anillos fueron removidos y las CE se cultivaron
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hasta alcanzar un crecimiento confluente. La
identidad de las CE fue determinada por: a) la
observacién en microscopio de contraste de
fase (Nikon Eclipse TS100) de las caracteris-
ticas morfoldgicas tipicas de las CE cuando
crecen en monocapa, b) por la reaccién inmu-
nocitoquimica positiva con Factor VIII, y con
anti-Vimentina, clone V9 usando Sistema En-
Vision DakoCytomation, y c) la capacidad de
sintesis de NO.'® Para todos los ensayos se
emplearon cultivos de CE de pasajes 2 a 4.%8
Los trabajos con animales se llevaron a cabo
en el Bioterio del Departamento de Biologia,
Bioquimica y Farmacia de la Universidad Na-
cional del Sur.

Medicion de la producciéon de NO

Se utiliz6 el método colorimétrico de
Griess, como se describié previamente.'® Las
CE se siembran en una densidad de 3,5x10*
células/pocillo y, luego de alcanzar un 90% de
confluencia, se tratan con RAL o ALN en me-
dio DMEM que contiene 1% de suero fetal bo-
vino (SFB). Se proces6 siempre en paralelo un
grupo control con vehiculo solamente (isopro-
panol para RAL, agua para ALN) adicionados
en concentracién <0,1%. Inmediatamente
después del tratamiento se midié la produc-
cion de nitritos (productos estables y no vola-
tiles del NO liberado) en el medio de incuba-
cién. Cuando se emplearon los compuestos
ICI 182780 (antagonista del RE), LY294002
o PD98059 (inhibidores de vias mensajeras
PIBK 'y MAPK, respectivamente), estos fueron
agregados al medio de cultivo 30 minutos an-
tes del tratamiento con los farmacos. En los
ensayos donde se estudio la contribucion de
altas concentraciones de calcio (5 mM), las
CE se cultivaron en un medio enriquecido en
calcio durante 24 horas previas a la adicion de
RAL o ALN. Alicuotas del sobrenadante fue-
ron mezcladas con el reactivo de Griess y se
incubaron durante 10 minutos a temperatura
ambiente. La absorbancia fue medida a 548
nm en lector de placas multimodo Synergy HT
(Biotek, USA). La concentracién de NO se de-
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termind por referencia a una curva estandar
realizada con nitrito de sodio en la misma ma-
triz. Las células se disolvieron en NaOH 1 M
y se determind contenido proteico por el mé-
todo de Lowry. Los resultados se expresaron
como nmoles de NO/mg de proteina.

Ensayos de agregacion plaquetaria

La agregacioén plaquetaria se evalué em-
pleando un método turbidimétrico de acuer-
do con lo descripto previamente.?® Las CE
se cultivaron en multiplacas de 24 pocillos
(NUNC) en una densidad de 3x10* células/pocillo
en DMEM suplementado con 10% de SFB.
Luego de alcanzar un 90% de confluencia, el
medio de cultivo fue reemplazado por 400 pl
de un pool de plasma rico en plaquetas (PRP,
3x108 plaquetas/ml) y se traté con RAL. Se
proces6 en paralelo un grupo control que
recibié vehiculo solamente (isopropanol
<0,1%). Finalizado el tratamiento, se toma-
ron alicuotas de 285 pl del PRP y se coloca-
ron en la cubeta del agregémetro (CronoLog
430). Se inicié la agregacién plaquetaria con
el agregado de adenosina difosfato (ADP)
2x10®° M. Se registraron los cambios en la
transmision de luz en un intervalo de 5 minutos.
Las CE se disolvieron con NaOH 1 My se toma-
ron alicuotas para la determinacion de las pro-
teinas por el método de Lowry. Los resultados
se expresaron como porcentaje de inhibicion de
la agregacion plaquetaria por mg de proteina.
La agregacion plaguetaria maxima se considerd
aquella inducida por el grupo control.

Ensayo de adhesién de monocitos a CE

El aislamiento de los monocitos se realizd
mediante un gradiente de densidad (Ficoll-
Paque Plus) de acuerdo con lo descripto
previamente por nuestro laboratorio.?’ Una
vez aislados, los monocitos se cultivaron
en medio DMEM con 10% de SFB. Las CE
fueron tratadas con ALN durante 24 horas
en medio DMEM suplementado con 1% de
SFB. Este tratamiento se realiz6é en ausencia
y presencia del agente proinflamatorio LPS
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(1 pg/ml), el cual se agregd durante las ulti-
mas 21 horas de tratamiento con el farmaco.
Finalmente, un numero exacto de monocitos
se sembraron sobre las CE pretratadas y se
incubaron durante 2 horas a 37 °C.22 Se co-
lect6 el medio y el nimero de monocitos ad-
heridos a las CE fue calculado por diferencia
entre el total de monocitos sembrados vy el
total de monocitos no adheridos presentes
en el sobrenadante.

Andlisis estadistico

Cada condicién experimental fue realizada
en tres experimentos independientes hechos
por cuadruplicado. Los datos se expresan como
la media + desvio estandar (SD). Se utilizo el test
t de Student para la comparacién entre dos me-
dias independientes y para las comparaciones
multiples ANOVA de una y dos vias seguido
de la prueba LSD de Fisher. Las diferencias de
p<0,05 se consideraron significativas.

Resultados

Empleando el método de Griess evaluamos
los efectos de RAL y ALN sobre la produccion
de NO en CE. Como se observa en la Figura 1,
ambos farmacos estimulan significativamente
la produccion del vasoactivo en las distintas
dosis ensayadas (56 y 67% sobre su control,
RAL 1 y 10 nM respectivamente, p<0,05; 49
y 64% sobre su control, ALN 1 y 5 pM, res-
pectivamente, p<0,01). Evaluamos la partici-
pacion del RE en la transduccién de la sedal
mediada por el RAL. Se observo que el efecto
estimulatorio de RAL (55% sobre control) se
suprime en presencia del antagonista del RE,
IC1 182780 1 uM (47,2+2,5 vs. 29,0+1,5 nmo-
les NO/mg proteina, RAL vs. RAL+ICI 182780,
respectivamente) (Tabla 1).

Teniendo en cuenta que las vias de sefia-
lizacién intracelular MAPK y PI3K regulan la
actividad de la 6xido nitrico sintasa (NOS) y
la produccion de NO mediada por agonistas
naturales del sistema vascular, estudiamos
la participacion de estas cascadas de sefia-
lizacién en el mecanismo de accion de RAL y
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ALN. Para ello se realizaron ensayos de medi-
cién del vasoactivo en presencia de inhibido-
res de las vias MAPK (PD98059, 5 uM) y PI3K
(LY294002, 1 puM). En presencia del inhibidor
de PI3K se suprimié la sintesis de NO mediada
por el SERM (29,5+1,9 vs. 30,4+2,1 nmoles NO/
mg proteina, C+LY294002 vs. RAL+LY294002,
respectivamente), mientras que en los ensa-
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Figura 1. Efecto de raloxifeno (RAL) y alendronato
(ALN) sobre la produccién de 6xido nitrico (NO) en
células endoteliales.

Las células se incubaron durante 15 minutos con
RAL (1 y 10 nM), ALN (1 y 5 uM) o sus respectivos
vehiculos (isopropanol y H,O, respectivamente).
La produccién de NO se midi6é por el método de
Griess como se describe en Materiales y métodos.
Los resultados representan la media + SD de tres
experimentos independientes (n=4). *p<0,05 vs.
control de RAL, *p<0,01 vs. control de ALN. Test
estadistico: ANOVA seguido de LSD de Fisher.

yos realizados en presencia del inhibidor de
MAPK, el RAL mantuvo su efecto estimulato-
rio sobre la actividad de NOS (Tabla 1). Al eva-
luar las vias de sefializacién involucradas en la
transduccién de sefiales mediadas por ALN, la
supresion del estimulo en la sintesis de NO se
observé en cultivos de CE previamente incu-
bados con PD98059 (67,3 vs. 3,2% sobre el

Tabla 1. Efecto de raloxifeno (RAL) y alendronato (ALN) sobre la produccion de NO en células endoteliales:
participacion del RE y las vias mensajeras de MAPK y PI3K.

Las células endoteliales se preincubaron con ICI 1828780 (1 uM), LY294002 (1 uM) 6 PD98059 (5 uM)
durante 30 minutos e inmediatamente después se trataron con raloxifeno (RAL) 10 nM, alendronato
(ALN) 5 pM 6 vehiculo durante 15 minutos. La produccion de 6xido nitrico (NO) se midié por el método
de Griess como se describe en Materiales y métodos. Los resultados representan la media + SD de tres
experimentos independientes (n=4). Test estadistico: ANOVA seguido de LSD de Fisher.

Tratamiento Vehiculo +ICI 182780 +LY294002 + PD98059

Control 30.3 2.1 28.3 = 1.4 29.5+1.9 31.2+ 16
47.2 +2.5" 50.3 = 1.9*

RAL 10 nM (155.6%) 29.0=1.5 30.4 2.1 (161.2%)
50.7 + 2.3* 487 = 2.0*

ALN 5 M (167.3%) ND (165%) 322%17

*p<0.05 frente a sus respectivos controles.
ND: no determinado.
1: aumento
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control, ALN vs. ALN+PD98059, p<0,05). La
preincubaciéon con LY294002 no afectd el in-
cremento en NO inducido por ALN (67,3 y 65%
sobre control, ALN y ALN+LY294002, respec-
tivamente, p<0,05) (Tabla 1). Estos resultados
sugieren que la via PI3K participa en el meca-
nismo de accién de RAL y la via MAPK en la
accion vascular de ALN.

Mantener la biodisponibilidad de NO por
parte de las CE es uno de los eventos mole-
culares que inhiben la CaV. Considerando esto
evaluamos el efecto de RAL 10 nM y ALN 5 uM
sobre la produccién de NO en CE cultivadas en
condiciones fisiolégicas o de calcificacion (1 o
5 mM calcio en el medio extracelular, respec-
tivamente). Como se aprecia en la Tabla 2, en
condiciones fisiolégicas, los dos farmacos es-
timularon marcadamente la produccion de NO
en CE (23+1,3; 37,0+1,8 y 41,0+1,6* nmoles
NO/mg proteina; control; RAL y ALN; **p<0,01,
*p<0,05, respectivamente). Cuando los ensayos
de producciéon de NO se realizaron en condicio-
nes de CaV (calcio 5 mM en el medio extrace-
lular), el ALN mantuvo su capacidad de estimu-

Rauschemberger y col.: Efectos vasculares
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lar la sintesis del vasoactivo en CE (80,5% de
estimulo sobre el control, p<0,05). En cambio,
en condiciones de elevado calcio extracelular, el
RAL pierde su accién sobre la sintesis de NO.
Se evalu6 el efecto del RAL sobre la agre-
gacion plaquetaria dependiente del endotelio
vascular. Para llevar a cabo el experimento,
las CE se incubaron en PRP y se trataron con
RAL (1 y 10 nM) durante 10 minutos. Finaliza-
do el tratamiento, se midié la agregacién pla-
quetaria inducida por ADP 2x10% M. Como se
aprecia en los registros de agregacién plaque-
taria mostrados en la Figura 2A, el tratamien-
to con RAL 1 y 10 nM indujo una agregacion
plaquetaria marcadamente inferior a la corres-
pondiente al grupo control. La cuantificacion
de este efecto se puede observar en la Figura
2B, donde se grafica el porcentaje de inhi-
biciéon de la agregaciéon plaquetaria con res-
pecto al grupo control. El tratamiento con el
farmaco inhibié significativamente la agrega-
cion plaquetaria (65 y 76% de inhibicion con
respecto al control, RAL 1 y 10 nM, respec-
tivamente, p<0,05). Estos resultados ponen

Tabla 2. Efecto del calcio sobre la produccién de o6xido nitrico (NO) mediada por raloxifeno (RAL) 6

alendronato (ALN).

Cultivos de células endoteliales se incubaron en medio con calcio (1 mM 6 5 mM)durante 24 hs y luego

se trataron con RAL 10 nM, ALN 5 uM 6 sus respectivos vehiculos (isopropanol y H,O respectivamente)

durante 15 minutos. La produccion de 6xido nitrico se midié por el método de Griess como se describe

en Materiales y métodos. Los resultados representan la media + SD de tres experimentos independien-
tes (n=4). Test estadistico: ANOVA seguido de LSD de Fisher.

Tratamiento Calcio 1 mM Calcio 5 mM

Control 23.0+1.3 20.0 + 1.8
37.0 + 1.8**

RAL 10 nM (160.9%) 21.2+1.2
41.0 + 1.6% 36.1 +1.0*

ALN5uM (178.3%) (180.5%)

*p<0.05 frente a su respectivo control;
**p<0.01 frente a su respectivo control.

1: aumento
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Figura 2. Efecto de raloxifeno (RAL) sobre la agregacion plaquetaria.

Se muestran registros representativos de la agregacion plaquetaria (A) y la respectiva cuantificacion (B) de

la inhibicion de la agregacion plaquetaria inducida por raloxifeno. Las CE se incubaron en 400 pyl de PRP

en ausencia (control) o presencia de las concentraciones indicadas de raloxifeno o vehiculo (isopropanol)
durante 10 minutos. Finalizado el tratamiento, el PRP se retird rapidamente y se inicié la agregacion de las
plaguetas por adicion de 2x10° M de ADP. Se midié el aumento en la transmision de luz como se describe

en Materiales y métodos. Los resultados representan la media + SD de tres experimentos independientes
(n=4). *p<0,05 frente al control. Test estadistico: test t de Student.

en evidencia que el SERM ejerce un marcado
efecto antiagregante.

De acuerdo con lo reportado en la literatura,
la adhesién de monocitos al endotelio es uno
de los eventos celulares que promueven la for-
macion de calcificaciones vasculares. Por este
motivo investigamos el efecto de ALN sobre
la adhesion de monocitos a cultivos de CE en
respuesta a un estimulo proinflamatorio induc-
tor de adhesion. Como estimulo de inflamacion
empleamos LPS. Las células se trataron duran-

te 24 horas con el bisfosfonato (5 pM) en au-
sencia o presencia de LPS (1 pg/ml), el cual se
agrego en las Ultimas 21 horas del tratamiento
con ALN. Finalizado este, las células se incu-
baron con la suspension de monocitos durante
2 horas adicionales. En la Figura 3 se muestran
los resultados de la cuantificacion de la adhe-
sion de los mononucleares a las CE. Como se
puede observar, el tratamiento con LPS indu-
jo una mayor adhesion de monocitos a las CE
con respecto al grupo control (23,06+2,53 vs.
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38,12+4,2 células/campo, control vs. LPS, res-
pectivamente, p<0,001). Cuando las CE son
tratadas con ALN no se modifica la adhesion
basal de monocitos. Sin embargo, si las CE
son previamente expuestas al bisfosfonato, se
suprime parcialmente el estimulo inducido por
el agente proinflamatorio (65% vs. 34% sobre
el grupo control, LPS vs. LPS+ALN, respectiva-
mente, p<0,05).

Discusién

Los resultados presentados muestran que
ambos farmacos son activos a nivel vascular,
potenciando la produccion del principal va-
soactivo (NO) e inhibiendo la interaccion de
plaquetas o de monocitos con las células en-
doteliales. En su conjunto, estas representan
acciones saludables sobre la homeostasis de
los vasos sanguineos. Si bien cada farmaco
exhibe un mecanismo de accién especifico, el
analisis estadistico no mostré diferencias sig-
nificativas entre los efectos de cada uno de
ellos, por lo que hasta el presente no pode-
mos establecer si alguno posee un mayor po-
tencial de accién. Si encontramos diferencias

Rauschemberger y col.: Efectos vasculares
de raloxifeno y alendronato

Figura 3. Efecto de alendronato (ALN) sobre la ad-
hesion de monocitos a células endoteliales.

Las células endoteliales fueron tratadas con ALN
(6 M) o su correspondiente vehiculo (H,0) durante
24 horas en presencia o ausencia de LPS (1 ug/ml),
el cual se agreg6 durante las Ultimas 21 horas del
tratamiento con el bisfosfonato. Finalizado este, los
monocitos se sembraron sobre la monocapa de CE
durante 2 horas adicionales. Inmediatamente des-
pués se retird el sobrenadante y se realiz6 el re-
cuento de monocitos adheridos de acuerdo con lo
descripto en Materiales y métodos. Los resultados
representan la media + SD de tres experimentos
independientes (n=4). *p<0,05, **p<0,01 vs. ALN,
***p<0,001 vs. control. Test estadistico: ANOVA se-
guido de LSD de Fisher.

bajo condiciones de estrés (elevado calcio
extracelular), donde solo el ALN conservé su
capacidad de estimular la sintesis de NO aun
en condiciones desfavorables.

El NO es el regulador por excelencia del
metabolismo vascular. Practicamente todas
las funciones vasculares dependen del NO,
por eso se lo conoce como el segundo men-
sajero vascular. Mantener la biodisponibilidad
de NO es indispensable para prevenir la en-
fermedad aterosclerética, y aun en caso de
una lesion establecida actia como inhibidor
de la calcificacién vascular. Ambos farmacos
estimularon significativamente la produccion
de NO. Como era de esperar, siendo el RAL
una droga del grupo de los SERM, su meca-
nismo de accién involucra la participaciéon del
RE. Las concentraciones de RAL empleadas
en este estudio son cercanas a los niveles
circulantes reportados para seres humanos
bajo terapéutica estandar con RAL (1-2 nM).%
Por su parte, los niveles de BP empleados
concuerdan con el rango de concentracion
descripto en la literatura para el cual el ALN
previene la apoptosis osteoblastica y favore-
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ce la viabilidad de osteoblastos osteocitos.?
El mecanismo a través del cual los farmacos
estimulan la sintesis de NO es selectivo. En
el caso del RAL comprende la participaciéon
del RE y de la via PI3K/Akt. Este mecanismo
es similar al empleado por 17p-estradiol en la
activacion de NOS endotelial.?> Para el ALN
la acciéon es mediada por la via MAPK, siste-
ma de sefalizacién intracelular que participa
activamente en el control del tono vascular,
el crecimiento celular y la antiaterogenicidad.
Las células vasculares expresan el sensor de
calcio. En estados de hipoxia o estrés oxida-
tivo es precisamente la via MAPK la respon-
sable de transmitir la sefal de activacién del
sensor de calcio desde la membrana plasma-
tica al interior celular.2

Como se menciond en la introduccion, la
adhesién y agregacion plaquetaria y la adhe-
sion de monocitos al endotelio vascular son
eventos que condicionan fuertemente el pro-
greso de la lesion vascular. Demostramos que
ambos farmacos modulan estos procesos, in-
hibiendo la agregacién plaquetaria en el caso
del RAL y previniendo la adhesion monocitica
inducida por estrés inflamatorio para el ALN.
Estos efectos podrian interpretarse como po-
sitivos y potencialmente beneficiosos para la
homeostasis vascular, ya que ante una injuria
podrian contribuir a inhibir la génesis de la le-
sion ateromatosa.

La calcificacion de la intima arterial consti-
tuye la etapa més avanzada de la lesion vas-
cular. Mantener la capacidad de sintesis de
NO es uno de los eventos clave que inhiben
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