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1.1 TROMBOSIS VASCULARES 

     Durante muchos años la enfermedad tromboembólica venosa (ETV) y 

la enfermedad vascular arterial se han considerado enfermedades 

diferentes. Las diferencias se justificaban en cuanto a la interpretación de 

su fisiopatología, de los factores epidemiológicos que intervienen en su 

aparición, y del planteamiento terapéutico.    

   La trombosis venosa se ha considerado una patología donde el 

protagonismo lo ejercía casi en exclusiva la coagulación sanguínea, con 

muy poca participación del elemento celular del sistema hemostático, 

endotelio y plaquetas. Por el contrario, en la patología arterial se ha 

considerado que el sistema de la coagulación sanguínea jugaba un papel 

menor y participaba de forma casi exclusiva la pared del vaso y plaquetas 

junto a la respuesta inflamatoria.  

   El sistema hemostático es hoy en día concebido como la expresión de 

una intensa interacción dinámica de los compartimentos celulares, 

plasmáticos, factores reológicos, etc. El conocimiento de aspectos más 

básicos del sistema hemostático ha demostrado que las supuestas 

“diferencias” entre hemostasia primaria y coagulación sanguínea, o vías 

de activación “extrínseca” o “intrínseca”, han tenido un indudable valor 

académico para poder entender de forma más sencilla este sistema, pero 

están lejanas de lo que acontece in vivo, donde no existen 

compartimentos estancos. Desde hace tiempo ha quedado de manifiesto 

la importante interacción bidireccional del sistema hemostático con otros 

mecanismos de defensa del organismo, como son el de la respuesta 

inflamatoria o el de la inmunidad innata, asociándose a la trombosis 

venosa, al igual que a la ateroesclerosis, un importante componente 

inflamatorio. En este sentido, numerosos estudios realizados en la última 

década evidencian una interrelación entre arteriosclerosis (AE) y/o 
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enfermedad arterial y trombosis venosa, siendo posible una etiopatogenia 

común entre ambas patologías. 

1.1.1  La enfermedad tromboembólica venosa. Factores de riesgo  

     La enfermedad tromboembólica venosa se define como a la formación 

de un trombo en el sistema venoso profundo (TVP) y su posible 

desplazamiento al pulmón, dando lugar a una embolia pulmonar (EP). 

Ambas entidades podemos encontrarlas en la práctica médica tanto 

aislada como conjuntamente (1). La mortalidad es elevada en los 

primeros momentos de la EP y las secuelas de ambas manifestaciones, la 

hipertensión pulmonar y el síndrome postrombótico, generan una 

morbilidad elevada con amplia repercusión socioeconómica (2). 

   A nivel de la población general de los países occidentales, se estima 

que se producen al año entre 70 y 180 nuevos casos de ETV sintomática 

por cada 100.000 habitantes. Esta variabilidad en la incidencia se debe a 

los diferentes métodos diagnósticos utilizados, así como al diferente 

grado de sospecha diagnóstica en las poblaciones estudiadas (2, 3). El 

estudio VITAE estima para la Unión Europea una incidencia anual para 

la TVP y EP de 148/100.000 y 95/100.000 habitantes, respectivamente. 

De acuerdo con este estudio, en el año 2004 se produjeron en los seis 

países participantes (300 millones de habitantes), entre los que figuraba 

España, más de 460.000 nuevos casos de TVP y 290.000 de EP, de los 

que fallecieron 26.000 a pesar de recibir tratamiento (4). 

   En 1884 Rudolph Virchow enunció como etiopatogenia de la ETV la 

siguiente triada fisiopatológica: lesión de la pared vascular, estasis 

sanguíneo y estado de hipercoagulabilidad. Esta triada está vigente en la 

actualidad, ampliada y perfeccionada con los avances científicos y 

técnicos que continuamente dan a conocer nuevos perfiles de la misma. 

Dentro de estos tres factores, el estasis sanguíneo y el estado de 
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hipercoagulabilidad, han tenido especial protagonismo como 

desencadenantes de una alteración de la hemostasia y formación de un 

trombo venoso. La hemostasia sanguínea depende de un equilibrio 

dinámico derivado de la existencia de factores procoagulantes, 

inhibidores de la coagulación y fibrinolíticos. Cuando existe predominio 

de los primeros o disminución de los segundos, surge el estado de 

hipercoagulabilidad o trombofilia que conlleva el desarrollo de un 

trombo en el sistema venoso.  

   En los últimos años se han identificado polimorfismos genéticos de 

algunos factores de la coagulación, así como distintos elementos 

orgánicos que pueden favorecer el desencadenamiento de fenómenos 

trombóticos. Esto ha llevado a clasificar los factores de riesgo venosos en 

congénitos, adquiridos y mixtos. La denominación de trombosis 

idiopática se atribuye a aquellos pacientes en los que no se encuentra 

ninguno de éstos factores, siendo un 30% del total de los casos (5). 

   Entre los factores de riesgo congénitos que predisponen al desarrollo 

de un evento tromboembólico se conocen clásicamente el déficit de 

antitrombina III (6), el déficit de proteína S y C (7, 8), la presencia del 

factor V de Leiden (9) y la mutación de la protrombina G20210A (10). 

Continuos trabajos de investigación tratan de encontrar nuevas 

mutaciones que favorezcan una hipercoagulabilidad. Se consideran 

factores mixtos los anticuerpos antifosfolipídicos y la 

hiperhomocisteinemia, dado que su origen puede ser tanto congénito 

como adquirido (11, 12). 

   De forma similar a las enfermedades cardiovasculares la incidencia 

anual de ETV aumenta con la edad (13), pero independientemente 

diferentes situaciones representan un factor de riesgo adquirido para el 

desarrollo de trombosis. La inmovilización o el sedentarismo, situaciones 
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en las que la musculatura de los miembros inferiores pierde la capacidad 

de bombeo, pueden aumentar su riesgo de aparición hasta cinco veces 

(14), habiéndose descrito incluso el “síndrome de la clase turista” o lo 

que es lo mismo, la aparición de  TVP o EP en los pacientes que realizan 

vuelos de larga duración con poca movilidad en los miembros inferiores 

(15). La obesidad también es considerada un factor de riesgo ya que 

supone una dificultad para el retorno venoso y se asocia a un aumento en 

la formación de trombina y disminución de la fibrinólisis (16-19). Otros 

autores consideran que el paciente obeso se encuentra en un estado de 

inflamación crónica que puede aumentar los factores de coagulación, así 

han descrito la relación entre el índice de masa corporal y el aumento del 

factor VIII (20). Son factores de riesgo también la cirugía o el 

traumatismo mayor (21), el embarazo (22) y la terapia estrogénica (23), 

donde diferentes estudios le atribuyen el riesgo a una disminución de la 

proteína C activa circulante. Finalmente, es bien conocida la asociación 

entre el cáncer y la presencia de ETV, principalmente debido a la 

producción de factores procoagulantes por el propio tumor, 

presentándose hasta en un 4-10% de los casos de ETV una neoplasia 

oculta en el momento del diagnóstico (24, 25).  

    Recientemente la inflamación ha sido considerada de gran interés en el 

desencadenamiento de las trombosis venosas. Durante el proceso 

inflamatorio se produce una alteración en el equilibrio hemostásico que 

puede condicionar la formación del trombo. Por un lado, las diferentes 

citoquinas inflamatorias son capaces de activar la coagulación. Así, se ha 

visto que el factor de necrosis tumoral α (TNFα) y otros mediadores de la 

inflamación pueden disminuir la regulación del receptor de la proteína C, 

y en modelos animales se ha visto también como la Interleukina-6 (IL-6) 

disminuye los niveles de proteína S, cofactor de la proteína C en la 
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inactivación de los factores Va y VIIIa, incluso puede aumentar la 

capacidad de respuesta de las plaquetas y por tanto, el potencial 

trombogénico (26). Diversos estudios hasta el momento han medido 

algunos de estos marcadores, como la proteína C reactiva, TNFα, IL-6, 

IL-8, monocyte chemoattractant/chemotactic protein-1 (MCP-1), P-

selectina o el Factor von Willebrand (FvW), y han observado un 

incremento de los mismos en aquellos pacientes con trombosis venosa 

respecto a los que no la presentan (27-29). Algunos de estos marcadores 

además, como el TNFα, IL-6 e IL-8, han sido estudiados tanto en el 

episodio agudo trombótico como posteriormente, observándose un 

descenso posterior al episodio, lo que para algunos autores podría ser 

debido a las propiedades antiinflamatorias del tratamiento anticoagulante 

iniciado. En el caso de la IL-8, se ha observado que sus niveles 

plasmáticos se mantienen elevados (30), lo que ha llevado a plantear el 

valor tanto pronóstico como diagnóstico de algunos de estos marcadores 

(28). Se han medido también citoquinas antiinflamatorias como IL-4, IL-

10, IL-13, o el factor de crecimiento transformante  (TGF), 

observándose un descenso de las mismas en pacientes con trombosis 

venosa, principalmente de la  IL-10 (31). 

   Por otro lado, en el proceso inflamatorio hay una disminución del 

inhibidor del activador del plasminógeno (PAI-1) (32) y disminuye la 

actividad de las vías que inhiben la coagulación. Estas vías son tres 

fundamentalmente (33-35):  

     -El sistema trombina-trombomodulina. La trombomodulina es una 

glicoproteína que se encuentra en el endotelio vascular, actúa como un 

anticoagulante al unirse a la trombina, impidiendo que convierta el 

fibrinógeno en fibrina, y por tanto, la formación del coágulo, activación 

de las plaquetas y de factores de coagulación Va y VIIIa.  
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     -El sistema de inhibición del factor tisular o tromboplastina. Evita la 

formación de trombina y por tanto la cascada de coagulación.  

     -El sistema de la proteína C. Esta vía juega un papel principal en la 

prevención de las trombosis en la microvascularización y proporciona un 

modelo del impacto de la inflamación en la coagulación y en la 

regulación de la misma. La proteína C activada inactiva los cofactores Va 

y VIIIa con lo cual inhibe el proceso de coagulación y reduce también la 

expresión de factor tisular. La vía se inicia cuando la trombina se une a la 

trombomodulina en la superficie endotelial, complejo que activa el  

receptor de la proteína C, que se encuentra también en la superficie del 

endotelio, activando a la proteína C. Posteriormente es desprendida del 

endotelio por los mediadores de la inflamación uniéndose a los 

neutrófilos activados e inhibiendo la extravasación leucocitaria. Puede 

incluso regular su expresión y de la proteína C activada, mediando, por 

tanto, en la respuesta inflamatoria en el endotelio vascular.  

1.1.2  La ateroesclerosis y trombosis arterial. Factores de riesgo 

     La ateroesclerosis es un proceso complejo que se caracteriza 

histológicamente por una lesión focal, placa ateroesclerótica, en arterias 

de mediano y gran calibre. Dicha placa esta constituida por un cúmulo de 

células, material extracelular y lípidos en el espacio comprendido entre el 

endotelio (íntima) y las células de la musculatura lisa (media). La 

trombosis arterial o aterotrombosis se produce por la rotura de la placa de 

ateroma y acumulo de plaquetas y leucocitos hasta ocluir el flujo arterial. 

Cuando parte de esta placa es desprendida a distancia se produce la 

embolia arterial periférica. Estos eventos se traducen clínicamente en 

infartos de miocardio, ictus y enfermedad vascular arterial periférica, y 

pueden a su vez aumentar la morbimortalidad de maniobras diagnostico 

terapéutica como angioplastias coronarias o arteriografías (36). 
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   Se estima que la enfermedad cardiovascular (ECV) causa 4 millones de 

fallecimientos en Europa, lo que supone un 47% de todas las muertes. En 

España, también las ECV son la primera causa de muerte para el 

conjunto de la población, siendo la enfermedad arterial coronaria y el 

ictus los principales responsables de las defunciones, predominando la 

primera en hombres y la segunda en mujeres (37). La tasa bruta de 

mortalidad por ECV actual es de 285/100.000 habitantes, 239 en varones 

y 282 en mujeres (Instituto Nacional de Estadística). 

   Anteriormente se consideraba que el proceso de aterogénesis consistía 

básicamente en la acumulación pasiva de lípidos en el interior de las 

paredes arteriales, sin embargo los avances científicos atribuyen un papel 

central a la inflamación, la cual participa en todas las fases de la 

ateroesclerosis hasta su progresión hacía las complicaciones de la 

trombosis aguda (38). 

   Los factores de riego arteriales clásicos son la hipertensión arterial, la 

dislipemia y la diabetes mellitus, así como la obesidad, lo que constituye 

el llamado síndrome metabólico que se asocia a un alto riesgo 

cardiovascular (39-43). También el tabaquismo está identificado como un 

claro factor de riesgo que favorece la presencia de arterioesclerosis (44), 

así como la propia edad, asociada al aumento de rigidez y pérdida de 

elasticidad en la pared arterial (45).   

1.1.3 Trombosis arterial y venosa. Evidencia clínica y mecanismos 

comunes 

     En los últimos años, en diferentes estudios, se ha observado que los 

factores de riesgo que parecen exclusivos para el desarrollo de 

ateroesclerosis están asociados también al desarrollo de trombosis venosa 

(14, 46-50). En el metanálisis llevado a cabo por Ageno y col., y que 

recoge la literatura publicada hasta el año 2007, se pone de manifiesto 
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dicha asociación (46). La edad es reconocida como un factor de riesgo 

independiente para el desarrollo tanto de trombosis y ateroesclerosis (51, 

52), observándose un incremento de ambas patologías conforme el 

paciente es más anciano. El síndrome metabólico, claramente inductor de 

arterioesclerosis, se ha relacionado con una mayor incidencia de 

trombosis venosa sobre todo idiopática (53-55). La diabetes mellitus se 

asocia a niveles elevados de factores procoagulantes y a la inhibición de 

la fibrinolisis endógena (56-61), habiéndose demostrado mayor riesgo de 

trombosis venosa en pacientes diabéticos (62-64). Del mismo modo, se 

ha observado que presentan trombosis venosas con más frecuencia los 

pacientes hipertensos que los que no lo son, aunque para algunos autores 

el factor edad juega un importante papel en esta asociación (46, 64). 

También la dislipemia se asocia con estados de hipercoagulabilidad, 

disfunción endotelial y agregación plaquetaria. El aumento de LDLc y de 

lipoproteína a, se ha visto relacionado recientemente con la presencia de 

trombosis idiopática (65, 66), de igual modo que los niveles bajos de 

HDLc y la hipertrigliceridemia (67-69). En el estudio MEGA (Multiple 

Environmental and Genetic Assessment) de los factores de riesgo de 

trombosis venosa, se observó un riesgo mayor de trombosis también en 

fumadores respecto a los no fumadores. Esta relación era mayor cuanto 

más cantidad y más tiempo se fumaba, lo que supone un relación dosis 

dependiente, relación que ha sido corroborada posteriormente por otros 

autores (70-73). 

   De forma similar, estudios epidemiológicos han identificado gran 

número de factores considerados clásicamente propios de la ETV que 

pueden originar daño endotelial o desequilibrio hemostásico 

predisponiendo a la trombosis arterial como son la 

hiperhomocisteinemia, el aumento de la proteína C reactiva, la presencia 
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de anticuerpos antifosfolípidos, la hiperfibrinogenemia, el aumento del 

factor VIII de la coagulación o del inhibidor 1 del activador del 

plasminógeno (PAI-1) y trombofilias congénitas. 

   Prandoni y col. en 1996, fueron los primeros en observar una alta 

prevalencia de eventos cardiovasculares en una cohorte de pacientes con 

trombosis venosa profunda (74). Posteriormente, en el año 2003 (75), 

estos mismo autores valoraron la presencia de ateroesclerosis carotídea 

en pacientes con trombosis venosa y sin ella, observando una prevalencia 

significativamente superior en los pacientes, sobre todo si ésta había sido 

idiopática. Becattini y col. en el año 2005 (76), también observaron una 

mayor incidencia de eventos cardiovasculares en pacientes con trombosis 

venosa idiopática, corroborando posteriores estudios la mayor 

prevalencia de arterioesclerosis subclínica cuando las trombosis son de 

origen idiopático, con una incidencia superior a la de la población 

general (75-78). 

   Posteriormente, se han publicado diversos estudios en los que se 

muestra una afectación arterial en presencia de estados trombóticos 

venosos. Así, se ha demostrado la  presencia de un mayor grosor de la 

íntima media carotídea y de la arteria femoral en pacientes con trombosis 

venosa, observando placas de ateroma en un 70% de los pacientes frente 

al 30% en los sujetos sin trombosis (79), así como calcificaciones en las 

arterias coronarias (51) y afectación arterial periférica (80), hechos que 

aumentan la evidencia de una asociación entre ambas patologías.  

   Todas estas experiencias han desencadenado gran interés en el estudio 

de una posible etiopatogenia común entre la patología venosa y arterial, 

cuya base estaría en la inflamación y disfunción del endotelio vascular.  
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1.2.  LA INFLAMACIÓN COMO NEXO ENTRE LA PATOLOGÍA 

ARTERIAL Y VENOSA 

1.2.1  EL PROCESO INFLAMATORIO 

     La inflamación es una reacción que se caracteriza por el movimiento 

de fluido y leucocitos desde el torrente sanguíneo hacia el tejido 

extravascular. Se inicia, normalmente, con un daño tisular causado por un 

agente agresor donde el organismo reconoce el daño y pone en marcha 

los mecanismos responsables de la localización y eliminación del agente 

extraño. Después se activan tanto mediadores solubles como 

componentes celulares de la inflamación que producen la amplificación 

de la respuesta inflamatoria. En condiciones normales, el agente agresor 

es destruido, se inhiben los mediadores inflamatorios, y se regenera el 

tejido dañado recuperando sus funciones fisiológicas. En algunas 

circunstancias, la inflamación puede no cumplir adecuadamente su 

función de defensa o los mecanismos reguladores se alteran, dando lugar 

a una respuesta inflamatoria exagerada que agrava el daño tisular (81, 

82). 

1.2.1.1 Mediadores de la respuesta inflamatoria 

     Los fenómenos básicos de la inflamación son regulados por los 

sustratos conocidos como mediadores de la inflamación. Estos 

mediadores, son de naturaleza diversa y se clasifican: 

a) Según su origen:  

 De origen plasmático: sistema del complemento, cininas, sistema 

de la coagulación y fibrinolítico. Son los que desencadenan la 

reacción inflamatoria al reconocer toxinas y células dañadas y 

también contribuyen a amplificar la respuesta inflamatoria. 
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 De origen celular (mediadores preformados y almacenados en 

gránulos citoplásmicos o rápidamente sintetizados ante un estímulo 

inflamatorio): péptidos y aminas, el óxido nítrico (NO), citocinas 

proinflamatorias como el TNFα, mediadores lipídicos como las 

prostaglandinas, leucotrienos (LTs), factor activador de plaquetas 

(PAF) y quimiocinas, entre otros. Son, en parte, responsables de la 

amplificación de la respuesta inflamatoria. 

 Derivados de los microorganismos invasores: péptidos formilados 

quimiotácticos y endotoxinas. Entre ellos encontramos a las 

moléculas vasoactivas, que actúan directamente sobre la 

vasculatura para aumentar la permeabilidad vascular, y los factores 

quimiotácticos, que promueven la extravasación de leucocitos 

desde el torrente sanguíneo hasta el foco inflamatorio.  

b) Según su función quimiotáctica: 

Los factores quimiotácticos son mediadores químicos solubles 

generados localmente en los sitios de daño tisular. Actúan como señales 

que atraen más leucocitos circulantes al foco inflamado, además de 

controlar la expresión de algunas moléculas de adhesión (83); los 

podemos clasificar en: 

 Agentes quimiotácticos clásicos o inespecíficos, que atraen a 

todos los leucocitos en general: fragmentos C5a y C3a del 

complemento, moléculas lipídicas (LTB4, PAF), etc. 

 Quimiocinas, que atraen determinados subtipos de leucocitos de 

forma selectiva: por ejemplo, la interleucina-8 (IL-8), la 

monocyte chemoattractant/chemotactic protein-1(MCP-1), la 

eotaxina, etc. 

 Citocinas, que promueven la migración leucocitaria sin ser 

propiamente quimiotácticas, es decir, no actúan directamente 
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sobre los leucocitos sino que hacen a las células endoteliales más 

adhesivas para éstos o inducen en diversos tipos celulares la 

liberación de otros mediadores. Entre ellas destacan las citocinas 

proinflamatorias como el TNFα o la IL-1.  

     c)  Mediadores celulares: 

     En el proceso inflamatorio participan diversos componentes o 

mediadores celulares como (84):  

 Leucocitos: además de liberar mediadores inflamatorios, son 

capaces de adherirse al endotelio, de migrar a su través y, en 

general, de fagocitar y destruir a los agentes patógenos.  

 Plaquetas: liberan mediadores inflamatorios, pueden agruparse con 

leucocitos y activarlos participando en la resolución de la 

inflamación. 

 Células endoteliales: sintetizan y liberan numerosos mediadores 

inflamatorios e interactúan con los leucocitos en la infiltración 

leucocitaria. 

   Una característica común además de su capacidad para liberar 

mediadores inflamatorios, es que presentan en su superficie las llamadas 

moléculas de adhesión celular (MAC), moléculas que facilitan las 

interacciones entre estos tres tipos celulares (83, 84). 

d) Moléculas de adhesión celular (MAC): 

     Las moléculas de adhesión celular son glicoproteínas de membrana 

que participan en las etapas que se suceden en el proceso inflamatorio y 

se coordinan perfectamente para asegurar la secuencia ordenada de 

interacciones celulares que supone este proceso (85, 86). Se clasifican en 

tres familias: 
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   1- Familia de las selectinas 

Las selectinas son glicoproteínas que se caracterizan por la presencia 

de un dominio de tipo lecitina en la porción amino-terminal (N-terminal) 

y que pueden o no expresarse en la superficie celular (87). Median 

interacciones intercelulares temporales, siendo responsables de la 

adhesión primaria o laxa que permite el rodamiento de los leucocitos 

sobre el endotelio (84). Hasta el momento se han identificado tres 

selectinas:  

 L-selectina: se expresa de forma constitutiva en los leucocitos en 

reposo y es cortada de la membrana plasmática tras la activación de 

los mismos. 

 E-selectina: está en la superficie celular del endotelio. La 

E-selectina es inducida por distintos mediadores inflamatorios 

como citocinas, toxinas bacterianas, etc. 

 P-selectina: se almacena preformada en gránulos intracelulares 

específicos en las plaquetas (gránulos α) y también en las células 

endoteliales (cuerpos de Weibel-Palade); desde éstos puede 

movilizarse rápidamente a la superficie por diversos estímulos. La 

P-selectina se expresa constitutivamente pero queda almacenada 

para ser rápidamente translocada a la membrana plasmática por 

oxidantes, histamina, trombina, etc., y además, su expresión puede 

aumentar por algunas citosinas. La E- y la P-selectina de endotelio 

o plaquetas se unen a los leucocitos a través de su ligando PSGL-1 

(87-90).   

     2- Familia de las integrinas 

Las integrinas son glicoproteínas de membrana heterodiméricas, 

constituidas por una subunidad α y una β que se unen entre sí mediante 

enlaces no covalentes. Se expresan sobre todo en leucocitos 
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constitutivamente (86) pero además, en muchos casos, su expresión o su 

afinidad por su respectivo ligando puede incrementarse por distintos 

factores quimiotácticos u otros mediadores (91). Los ligandos de estas 

MAC son otras MAC o moléculas solubles (fibrinógeno, Factor de von 

Willebrand) (85). Participan en interacciones célula-célula y célula-

matriz extracelular, mediando fundamentalmente la adhesión firme de los 

leucocitos a las células endoteliales activadas, la migración y la 

quimiotaxis de los leucocitos hacia los sitios de inflamación (92); 

interaccionan a nivel intracelular con proteínas del citoesqueleto (como la 

actina) para integrar la información del medio extracelular con la 

actividad de la célula, acción de la cual deriva su  nombre. 

3- Superfamilia de las inmunoglobulinas 

Estas MAC son proteínas transmembrana que tienen uno o más 

dominios extracelulares homólogos a las Igs. Entre ellas se encuentran 

moléculas como intercellular adhesion molecule ICAM-1, ICAM-2, 

vascular cell adhesion molecule-1 VCAM-1, MAdCAM y platelet 

endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-1). Se localizan sobre 

todo en el endotelio y algunas, además, en plaquetas, leucocitos y otras 

células (85).   

En general, son los ligandos endoteliales complementarios de otras 

MAC leucocitarias, sobre todo integrinas, y también se unen a proteínas 

de la matriz extracelular o a moléculas solubles (91). Están involucradas, 

como las integrinas, en los mecanismos de adhesión célula-célula y 

célula-matriz extracelular que determinan la firme adhesión y 

transmigración de los leucocitos (93) 

1.2.1.2 Etapas de la infiltración leucocitaria 

En el proceso inflamatorio, y también en condiciones fisiológicas 

como parte de su función de vigilancia, los leucocitos deben abandonar el
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torrente circulatorio, mediante un proceso que se denomina infiltración 

leucocitaria. Los leucocitos deben atravesar la monocapa de células 

endoteliales que recubre la pared interna de los vasos sanguíneos para 

pasar al espacio extravascular, donde realizarán sus funciones biológicas. 

Las MAC y los factores quimiotácticos son los principales mediadores en 

el proceso de infiltración leucocitaria, ya que, actuando directamente 

sobre los leucocitos, provocan la interacción de éstos con el endotelio 

vascular. Las MAC, como se explica anteriormente, promueven la 

interacción entre leucocitos y células endoteliales y matriz extracelular 

(93). 

El proceso de infiltración leucocitaria, que abarca, pues, desde el 

contacto inicial de los leucocitos con el endotelio hasta que alcanzan el 

espacio extracelular, se ha simplificado en un modelo que predice tres 

etapas sucesivas y coordinadas: rodamiento, adhesión y migración. Se 

define como una cascada puesto que la interrupción de la etapa inicial 

impide las siguientes (83, 84, 93, 94): 

1.2.1.2.1- Adhesión primaria y rodamiento 

En primer lugar, las células endoteliales activadas aumentan su 

adherencia a los leucocitos (“los reconocen”). Este contacto inicial no es 

aleatorio, sino que constituye la adhesión primaria o laxa que enlentece el 

tránsito leucocitario y aumenta la posibilidad de una interacción más 

estrecha entre los leucocitos y el endotelio. Esta fase se denomina 

rodamiento leucocitario y es el paso limitante para las siguientes fases. 

   El proceso se inicia con la liberación de mediadores generados por el 

tejido dañado (histamina, trombina, PAF, TNFα, IL-1, etc.) que producen 

una rápida activación de las células endoteliales. En consecuencia, se 

producen sustancias quimiotácticas, y aumenta la expresión de 

determinadas MAC; principalmente las selectinas, que determinan la 
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interacción inicial leucocito-endotelio y el rodamiento leucocitario. 

Dicha interacción es reversible, si no se desencadenan los mecanismos de 

adhesión firme, los leucocitos volverán al torrente circulatorio (83, 95) 

1.2.1.2.2- Activación y adhesión firme 

Si el estímulo persiste, se produce la activación de los leucocitos en 

rodamiento, fenómeno aparentemente muy rápido que da lugar a la 

detención de los mismos de manera estable, produciéndose su adhesión 

firme al endotelio vascular. Median en esta etapa: 

-Las sustancias originadas en el foco infamatorio que, por la menor 

velocidad de los leucocitos en rodamiento, pueden interaccionar con ellos 

y activarlos: pueden ser exógenas (fMLP) o endógenas (C5a, PAF, 

LTB4, y otros agentes quimiotácticos). 

-MAC: integrinas de las membrana leucocitaria (como las β2) cuya 

expresión aumenta como consecuencia de la activación, y sus ligandos, 

las inmunoglobulinas (Igs) (93, 96). 

1.2.1.2.3- Migración y quimiotaxis 

     Finalmente, se inicia la migración a través del endotelio 

(transmigración, migración transendotelial, diapédesis o extravasación) y 

la quimiotaxis, que es el movimiento unidireccional de los leucocitos a 

través del tejido hacia el foco inflamado, atraídos por concentraciones 

crecientes de agentes quimiotácticos originados en el foco. Este proceso 

lo regulan: 

-MAC, tanto integrinas como Igs, que hacen posible la diapédesis. 

-Los agentes quimiotácticos y determinadas quimiocinas, que forman 

un gradiente quimiotáctico que dirige la diapédesis y la migración a 

través del tejido (84). 
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1.2.3 La disfunción endotelial  

      El endotelio vascular, es un órgano estructuralmente simple y 

funcionalmente complejo. Es una capa unicelular que recubre la 

superficie interna de los vasos y que interviene en una gran variedad de 

procesos fisiológicos como el mantenimiento de la hemostasia vascular, 

la permeabilidad de los vasos y el control de la presión del flujo 

sanguíneo (97).   

   Las células endoteliales liberan diferentes mediadores que intervienen 

en la regulación hemostásica y en el mantenimiento de la integridad 

vascular (Tabla 1) (98, 99).  

 

Moléculas liberadas por  

células endoteliales 

                  Función 

Prostaciclina y óxido nítrico Vasodilatación,  inhibición  de la 

adhesión y agregación plaquetaria 

Activador tisular del plasminógeno Regulación de la fibrinolísis 

Trombomodulina Anticoagulante 

Tromboplastina Promueve la coagulación 

Factor Von Willebrand Promueve la adhesión plaquetaria  

y activación de la coagulación. 

Endotelina Vasoconstricción 

Factor tisular Promueve la coagulación 

Receptor de la proteína C Hemostasia 

MAC: E-selectina, ICAM, 

VCAM.. 

Adhesión y migración leucocitaria 

 
Tabla 1.Moléculas liberadas por las células endoteliales y su función (100). 

   Tras el daño o disfunción en la pared vascular y ante un estímulo 

inflamatorio, se desencadena todo un proceso por el cual las plaquetas se 

adhieren al endotelio vascular y se agregan entre sí para finalmente
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formar un coágulo. De igual modo, en presencia de un endotelio 

disfuncionante se observa un aumento de expresión de las moléculas de 

adhesión celular (MAC) las cuales, cooperando con las moléculas 

quimiotácticas, son esenciales mediadores de las complejas interacciones 

celulares que facilitan la aproximación de leucocitos a la pared vascular 

contribuyendo al proceso trombótico y aterogénico. 

   En el proceso de ateroesclerosis el primer paso consiste en la 

disfunción del endotelio desencadenada por diferentes factores (aumento 

de lipoproteínas de baja densidad, radicales libres producidos por el 

humo del tabaco, diabetes mellitus, etc.) que desencadenan una respuesta 

inflamatoria que implica la participación de monocitos/macrófagos y 

plaquetas (81). La aterogénesis, por tanto, resulta de la interacción entre 

la biología de la pared arterial y varios estímulos estresantes presentes en 

la circulación sanguínea. Los cambios más tempranos que tiene lugar en 

el endotelio suponen el comienzo de la acumulación de leucocitos 

mononucleares (monocitos, sobre todo, y linfocitos T) y de lípidos en el 

espacio subendotelial. El endotelio se hace más permeable a las LDL, 

que son oxidadas en el espacio subendotelial por las células endoteliales, 

las células de la musculatura lisa y los macrófagos. Las LDL oxidadas 

activan el endotelio que se vuelve procoagulante y pasa a expresar 

diferentes MAC, que junto con otros factores quimiotácticos atraen más 

leucocitos. Por otro lado, en el espacio subendotelial los monocitos 

transformados en macrófagos también atraen más leucocitos al foco 

ateroesclerótico amplificando la respuesta inflamatoria (101). La lesión 

ateroesclerótica precoz o estría grasa es por tanto, una lesión inflamatoria 

que consiste en un cúmulo de macrófagos cargados de lípidos (células 

espumosas) y linfocitos T en la íntima, que se acompaña de proliferación 

de células musculares lisas. La progresión de la estría grasa da lugar a la 
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típica lesión neoíntima denominada placa fibrosa. A medida que progresa 

se introduce en el lumen lo que provoca el estrechamiento del vaso dando 

lugar a procesos isquémicos, o bien si se produce su rotura, puede ocluir 

otros vasos de menor calibre.   

   Del mismo modo, en las trombosis venosas, cuya fisiopatología se ha 

atribuido tradicionalmente a la triada de Virchow, el bajo flujo y el 

estasis venoso que se presenta especialmente cerca de las válvulas 

venosas, pueden provocar hipoxia y estrés oxidativo desencadenando la 

disfunción endotelial. Por tanto, si el endotelio intacto expresa en su 

superficie potentes antiagregantes plaquetarios, cuando es activado por el 

estrés oxidativo pasa a expresar diferentes receptores de adhesión de 

leucocitos y plaquetas por un lado, activando por otro lado, la cascada de 

la coagulación a través del factor tisular expuesto en la superficie 

endotelial y por diferentes leucocitos principalmente (102, 103).  

1.2.2.  LAS PLAQUETAS  

1.2.2.1 Características generales 

     Las plaquetas son pequeñas células anucleadas provenientes de la 

fragmentación del citoplasma de los megacariocitos medulares. Tienen 

forma discoide biconvexa, de 2-4 m de diámetro, que se adapta a las 

diferentes funciones que van a desempeñar (104). En sangre periférica de 

sujetos sanos, su número oscila entre 1,5-4x108 céls./ml con una tasa de 

producción diaria de 5,5x107 céls./ml día, y una vida media de 7-9 días, 

cuando desaparecen por envejecimiento o consumo en procesos 

fisiopatológicos. Circulan por el torrente sanguíneo ejerciendo un papel 

esencial en el mantenimiento de la hemostasia e integridad del endotelio 

vascular, pero además participan en los procesos inflamatorios, 

inmunitarios y en la metástasis tumoral (105, 106). Circulan de forma no 
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activa y al activarse expresan en su superficie diferentes moléculas que 

van a facilitar su interacción con otras plaquetas y/o leucocitos y su 

adhesión al endotelio vascular. Estas moléculas se almacenan en gránulos 

intraplaquetarios, que son principalmente:  

1.1 Lisosomas. Contienen elastasas y otras proteasas que facilitan 

la degradación de la matriz extracelular. 

1.2 Gránulos α. Contienen diferentes citoquinas (RANTES, IL-8, 

etc.), factores de crecimiento (PDGF, VEGF, etc.), factores de 

coagulación (factor V, VII, etc.), de fibrinolísis (PAI-1) y del 

sistema inmune, así como moléculas de adhesión como P-

selectina, trombospondina, fibronectina, PECAM.-1 y  

glicoproteínas (GP) Ib y αIIβ3 (GIIb/IIa) entre otras (107). 

1.3 Cuerpos densos. Contienen difosfato de adenosina (ADP), 

trifosfato de adenosisna (ATP), serotonina y calcio entre otros, 

los cuales inducen la activación y agregación plaquetaria, 

vasoconstricción y liberación de citoquinas (108). 

   La membrana plaquetaria esta dividida en tres capas: una cubierta 

exterior o glicocálix, que contiene los diferentes receptores 

glicoproteicos; una segunda capa o bicapa fosfolipídica, esencial soporte 

de los factores de coagulación, y la capa más interna submembranosa, 

que está unida a las porciones transmembranosa de algunas 

glicoproteínas y contiene filamentos que forman parte del citoesqueleto. 

Las principales glicoproteínas (GP) de membrana son: 

- GP IIb/IIIa (αIIb/β3 o CD41/CD61). Es el más abundante en la 

membrana plaquetaria, y la única integrina exclusiva de la plaqueta 

(109). Es el lugar de unión de diferentes proteínas de adhesión: 

fibrinógeno, fibronectina, factor de Von Willebrand, vitronectina,  
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trombospondina y colágeno. Su papel es esencial en la agregación 

plaquetaria, actuando como receptor del fibrinógeno (110). 

- GP Ia/IIa (α2β1). Es la segunda integrina más abundante en la 

plaqueta. Juega un papel crucial en la adhesión plaquetaria al ser 

receptor para el colágeno de la superficie endotelial (111). 

- GP Ib/V/IX. Está compuesta por dos subunidades, α y β, unidas 

por puentes disulfuro. Forma complejos con otras GP de 

membrana y desempeña un papel fundamental en la hemostasia 

primaria, actuando como receptor de contacto de las plaquetas con 

el endotelio a través del factor de Von Willebrand. También esta 

descrita su participación en la interacción de las plaquetas con la 

trombina, ya que se ha visto que algunos anticuerpos antiGPIb 

inhiben la agregación y secreción plaquetaria inducida por 

trombina (112). 

- GP IV (IIIb o CD36). Se encuentra en la superficie también de 

otras células y es receptor para varios ligandos como el colágeno, 

actuando en el proceso de adhesión (113). 

- GP Ic-IIA. Puede actuar como receptor de la laminina, proteína de 

la estructura subendotelial del vaso (113). 

   En condiciones normales, el endotelio vascular libera potentes 

inhibidores de la adhesión y agregación plaquetaria como son el óxido 

nítrico (NO) y prostaciclinas (PGI2). Además las células endoteliales 

producen trombomodulina, una molécula con actividad heparina, ADP-

asa (que hidroliza la ADP) y componentes del sistema fibrinolítico, como 

el activador tisular del plasminógeno, la urocinasa y PAI-1) (114). Tras el 

daño en la pared vascular, y ante un estímulo inflamatorio, se 

desencadena todo un proceso por el cual las plaquetas sufren un cambio 

en su estructura se desgranulan y se adhieren al endotelio vascular 
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dañado agregándose a otras plaquetas, para finalmente formar un coágulo 

(115).  

1.2.2.2  Las plaquetas en la hemostasia primaria 

   La adhesión al endotelio es la primera etapa de la hemostasia primaria. 

Esta mediada por distintos receptores que se expresan tanto en la 

superficie de las plaquetas como en el endotelio vascular, así como por 

diferentes proteínas de adhesión expresadas en la superficie endotelial 

tras el daño vascular, como son el factor de von Willebrand, el colágeno, 

fibronectina o laminina (116). El factor de von Willebrand es una 

glicoproteína de adhesión sintetizada por las plaquetas y células del 

endotelio (almacenada en los gránulos α y cuerpos de Weibel-Palade 

respectivamente) (117) y es, junto al colágeno, la principal proteína de 

adhesión entre las plaquetas y el endotelio (118). La GPIbα expresada de 

forma constitutiva en la superficie de las plaquetas inicia el proceso de 

adhesión plaquetario uniéndose al FvW y al colágeno (112). Inicialmente 

hay una interacción transitoria entre la GPIb y el FvW que permite el 

contacto y rodamiento inicial de la plaqueta sobre el endotelio 

disfuncionante, para posteriormente, el colágeno expresado en su 

superficie, inducir la activación de la plaqueta y su adhesión firme 

mediante la unión con la glicoproteína mayoritaria en la superficie 

plaquetar (GPIIb/IIIa) y la GPVI (119, 120). La fibronectina y 

trombospondina interaccionan con las GPIc y IV respectivamente (121). 

Esta activación de las plaquetas permite una firma adhesión y la 

secreción de sustancias procoagulantes y proinflamatorias, lo que hace 

que el trombo crezca y se consolide su formación. Además, a la unión de 

las plaquetas al colágeno sigue la expresión de fosfatidilserina sobre la 

membrana plaquetaria que proporciona actividad protrombinasa, que 

aumenta la formación de trombina (122).  
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   Todo este proceso ocurre gracias a la acumulación local de agonistas de 

la activación plaquetaria que son secretados desde las propias plaquetas 

adheridas al endotelio vascular, y que van a favorecer el reclutamiento de 

un mayor número de éstas. Entre estos agonistas de la activación se 

encuentran el ADP, el troboxano A2, la epinefrina y la trombina (122). 

La liberación de ADP, liberado también por células endoteliales y 

eritrocitos, es esencial como cofactor de la agregación plaquetaria y actúa 

mediante su interacción con receptores específicos localizados en la 

superficie de la plaqueta; uno acoplado a la proteína Gq (el P2Y1) y otro 

acoplado a Gi (P2Y12). Ambos receptores actúan de modo sinérgico en su 

activación. Mediante su unión al receptor P2Y12 inhiben la adenilato 

ciclasa y reducen la formación de adenosinmonofosfato cíclico (AMPc) 

en la plaqueta, lo que facilita su activación (123, 124).  

   La etapa final del proceso es la activación de los receptores αIIbβ3, lo 

que va a posibilitar la unión del fibrinógeno y también del FvW, 

permitiendo el establecimiento de puentes estables entre las plaquetas a 

través de αIIbβ3 (125, 126). De forma simultánea a todo este proceso, el 

factor tisular expuesto en la superficie endotelial inicia la cascada de 

coagulación (Figura 1), lo que dará lugar a la formación de trombina, 

otro importante inductor plaquetario, que contribuirá a la formación del 

trombo y de fibrina, y que facilitará la consolidación del mismo. 
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Figura 1. Cascada de la coagulación. El factor tisular se une al factor VII y lo activa 

para formar el complejo FT- VIIa, éste a su vez activa a sus sustratos, los factores X y 

IX. El factor Xa se une a su cofactor Va, y genera trombina que activa a los factores 

VIII, V, XI, XII y las plaquetas. 

   La activación de la plaqueta, por tanto, favorece la agregación 

plaquetaria a través de puentes de fibrinógeno, la liberación de 

mediadores tromboinflamatorios y la interacción de las plaquetas con el 

endotelio, el sistema de coagulación y los leucocitos (127). 

1.2.2.3 Las plaquetas en la inflamación  

     Cuando el endotelio vascular se inflama, existe una disminución de la 

actividad antiplaquetaria de las prostaglandinas y las células endoteliales 

expresan en su superficie moléculas de adhesión plaquetaria tales como 

fibronectina, P-selectina, FvW, etc (128). La P-selectina (CD62), es de 

las primeras que se expresa rápidamente en la superficie endotelial tras el 

estímulo inflamatorio, siendo el mediador inicial en la interacción de las 

plaquetas y leucocitos con el endotelio a través del receptor de la P-

selectina (PSGL-1).  Durante el proceso de adhesión de las plaquetas 

activadas al endotelio vascular éstas interactúan con los leucocitos 

circulantes y los atraen hasta el foco de la lesión, aumentando además la 

capacidad de las células endoteliales para ello, para finalmente, llevarse a 
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cabo la infiltración leucocitaria detallada anteriormente (93). Tras la 

activación de las plaquetas, la P-selectina (CD62P) es traslocada desde 

los gránulos α a la membrana plaquetaria permitiendo la interacción con 

sus ligandos en las células endoteliales, leucocitos y otras células del 

sistema inmune. Así, las plaquetas forman agregados con los leucocitos 

promoviendo su reclutamiento, y lo hacen bien activando sus receptores 

de adhesión través del ligando de la P-selectina de la superficie 

leucocitaria (PSGL-1), o bien directamente siendo un puente de unión 

entre los leucocitos y el endotelio vascular (129). Se unen principalmente 

los leucocitos a las plaquetas porque la densidad de P-selectina en ellas 

es mayor que en la superficie endotelial (130). Esta unión entre P-

selectina con su ligando leucocitario conlleva una serie de cambios 

conformacionales y señales intracelulares en el leucocito, que pasa a 

expresar en su superficie la proteína MAC-1 (integrina M2, 

CD11b/CD18) y el FT, que aumenta su expresión en monocitos y células 

endoteliales en los estados inflamatorios (131). La proteína MAC-1 

activada se une al factor Xa de la coagulación y al fibrinógeno, y 

favorece la diferenciación de los macrófagos, su quimiotaxis y su mayor 

adhesión endotelial (132). La GPIbα, como se ha descrito anteriormente, 

inicia el proceso de adhesión plaquetario, pero es también el receptor más 

conocido para la proteína MAC-1 (133). Los leucocitos, por tanto, se 

adhieren a las plaquetas a través del ligando de la P-selectina, pero se 

adhieren firmemente a través de la proteína MAC-1 al receptor GP1bα y 

a otros receptores presentes en la superficie de la plaqueta cono JAM-3, 

ICAM-2, o bien a través de puentes con fibrinógeno (Figura 2). 
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Figura 2. Unión de las plaquetas activadas a los leucocitos. Las plaquetas 

activadas se unen a los leucocitos a través de PSGL1 vía P-selectina y a través de 

MAC1 vía GP αIIbβ3. Se inicia entonces por parte de los monocitos la liberación de 

quimiocinas y citoquinas proinflamatorias, factor tisular y su diferenciación a 

macrófagos (134). 

   La IL-1, liberada por las plaquetas (135, 136), se ha identificado como 

el mayor activador inducido por plaquetas de las células endoteliales. 

Favorece la secreción de la proteína quimiotáctica de monocitos-1 (MCP-

1), clave en la regulación del reclutamiento de monocitos en el tejido 

inflamado y en la ateroesclerosis (137, 138), y que puede aumentar la 

expresión endotelial de moléculas como ICAM-1, VCAM-1 o V3 que 

promueven la adhesión de monocitos y neutrófilos (139). RANTES 

(regulated on activation normal T cell expressed and secreted) es otra 

quimiocina liberada por las plaquetas que induce el reclutamiento de 

monocitos mediados por la P-selectina (140, 141). De igual modo, el 

factor de necrosis tumoral (TNF), producido por monocitos/macrófagos 

activados, ayuda a amplificar la respuesta inflamatoria, favoreciendo 

también la activación y adhesión plaquetaria (142). Otra quimiocina 
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liberada por las plaquetas, y la más abundante, es el factor plaquetario-4 

(PF-4/CXCL4). Esta quimiocina es liberada en altas concentraciones tras 

la activación plaquetaria, siendo expresada también por monocitos. Está 

implicada en múltiples procesos biológicos como la megacariopoyesis, 

angiogénesis, metástasis tumoral, las respuestas inmunitarias y la 

trombosis (143). Los mecanismos por lo que interviene en la trombosis 

no están del todo elucidados, pero se sabe que juega un doble papel en la 

coagulación, con un efecto dual pro- y anti- coagulante (144), siendo su 

acción protrombótica la que predomina (145). Por un lado, neutraliza la 

acción de moléculas heparin-like inhibiendo la actividad de la 

antitrombina III y favoreciendo la trombosis, y por otro lado, promueve 

la activación de la proteína C, potente anticoagulante (145). Esta 

característica para muchos se ha atribuido a los niveles de PF-4, sin que 

haya estudios concluyentes en los cuales se determine un rango 

normalidad. En combinación con RANTES induce el reclutamiento de 

monocitos. PF-4 también se ha visto que promueve la estimulación de 

monocitos y su diferenciación a macrófagos, y además favorece la 

aterogénesis por su capacidad para retener lipoproteínas (146, 147).  

   Las plaquetas también expresan en superficie el ligando soluble de 

CD40 (CD40L, CD154). CD40L es una GP almacenada en los gránulos 

 que tras la desgranulación plaquetaria se transloca a la superficie e 

incluso puede liberarse a plasma mediante la escisión proteolítica por la 

acción de la metaloproteasa-2 (MMP-2). Ambas formas, tanto la adherida 

como la soluble, interaccionan con CD40 expresado en linfocitos, 

neutrófilos, monocitos, células endoteliales, dendríticas, fibroblastos y 

otras plaquetas (148). La unión de CD40 de la superficie endotelial con 

CD40L expuesto en la superficie de las plaquetas activadas, promueve la 

expresión y liberación de moléculas implicadas en el proceso 
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inflamatorio como IL-8 y MCP-1 (149), y aumenta de la expresión en el 

endotelio de moléculas de adhesión celular tales como la E-selectina, 

VCAM-1 e ICAM-1, favoreciendo por tanto la adhesión leucocitaria al 

endotelio. Por otro lado, existen dos proteínas que regulan la interacción 

de las plaquetas con el endotelio, platelet-endothelial-cell adhesión 

molecule-1 (PECAM-1) y von Willebrand factor cleaving protease 

(ADAMTS13) (150, 151).  

   Algunas de estas moléculas descritas han servido de marcadores de la 

activación plaquetaria y han sido medidas en diferentes  patologías. Así, 

se han detectado niveles elevados de P-selectina en la cardiopatía 

isquémica (152, 153), diabetes (154), arteriopatía periférica (155), etc. e 

incluso se ha utilizado como marcador pronóstico en el infarto agudo de 

miocardio (156). De igual manera, también se han detectado niveles 

elevados de CD40L en la cardiopatía isquémica (149), y el receptor 

GPIIb/IIIa y el anticuerpo monoclonal PAC-1 que se le une tras su 

activación, también han sido objeto de estudio en patología 

cardiovascular y síndrome metabólico (157, 158).  Existen además otros 

marcadores de activación plaquetaria tales como el CD63 (LAMP-3) 

producido en cuerpos densos y lisosomas, micropartículas derivadas de 

las plaquetas (PMPs), el factor XIII de la coagulación o la fosfatidilserina 

entre otros (159).  

   La endoglina, también llamada CD105, es una glicoproteína de 

membrana que forma parte del complejo receptor TGF-. Aunque 

expresada por macrófagos, precursores eritroides, sinciotrofoblastos de la 

placenta terminal y células del estroma, su expresión principal es en las 

células endoteliales de la vasculatura, por lo que es considerada un 

marcador endotelial (160, 161). La endoglina juega un papel muy 
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importante en la función y hemostasis del endotelio, siendo esencial en 

los procesos de angiogénesis y fibrogénesis (162).  

1.2.3. QUIMIOCINAS 

1.2.3.1  Consideraciones generales  

     La acumulación local de leucocitos, es un proceso complejo que 

requiere la interacción entre los leucocitos y las células endoteliales de la 

microvasculatura. Está controlado fundamentalmente por las MAC, como 

se detalla en apartados anteriores, y por los factores quimiotácticos, 

capaces de dirigir el movimiento de los leucocitos al foco inflamado; 

entre estos factores quimiotácticos destacan las quimiocinas. 

   La palabra quimiocina es la abreviación con la que se designa a las 

“citocinas quimiotácticas” (en inglés, chemokine, de chemotactic 

cytokine), por su capacidad de inducir la migración selectiva de un 

determinado tipo de células. Por tanto, son capaces de atraer 

específicamente a diferentes tipos de leucocitos, tanto en fenómenos de 

inmunidad como en reacciones inflamatorias (163). 

   Las quimiocinas, como las citocinas, son proteínas de secreción 

producidas por leucocitos y células tisulares, bien de forma constitutiva 

o bien por inducción ante diferentes estímulos (citocinas, irritantes, 

antígenos y otros); sin embargo, son más pequeñas aún (8-17-kDa) y 

actúan a través de receptores acoplados a la proteína G (G-protein-

coupled receptors o GPCR), típicos de agentes quimiotácticos 

leucocitarios (164). 

1.2.3.2  Características estructurales  

     Las quimiocinas son proteínas pequeñas, de unos 70-130 aminoácidos 

(aa), glicosiladas o no y, en su mayoría, son secretadas. A medida que se 
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han ido encontrando nuevas moléculas, se ha hecho necesaria una 

nomenclatura sistemática para las quimiocinas y sus receptores. Consiste 

en el acrónimo relativo a la estructura (por ejemplo, “CXC”) seguido o 

bien de “L”, por ligando, en el caso de las quimiocinas, o bien de “R”, en 

el caso de los receptores.  

   En general, presentan cuatro residuos cisteína (cys) (165) en la porción 

N-terminal, a excepción de las linfotactinas-α y -, que únicamente 

presentan dos, característica que es la base para su clasificación, unidas 

entre sí por dos puentes disulfuro (Cys 1¾ Cys 3 y Cys 2¾ Cys 4), lo que 

confiere a las quimiocinas su característico plegamiento tridimensional. 

Así, aunque tienen una identidad relativamente pequeña en su secuencia 

de aa, su estructura tridimensional muestra una marcada homología. Los 

puentes disulfuro son esenciales para su reconocimiento por el receptor y 

su actividad biológica (164, 166). De acuerdo con la posición relativa de 

las dos primeras cisteínas N-terminales, las quimiocinas se clasifican en 

cuatro subfamilias:  

 Subfamilia de las quimiocinas CXC (subfamilia α): 

Presentan las dos Cys separadas por un aminoácido variable. Su 

prototipo es la IL-8. 

 Subfamilia de las quimiocinas CC (subfamilia ): 

Tienen las dos Cys adyacentes, sin aminoácido intermedio. Su 

prototipo es la MCP-1. 

Las quimiocinas C y CX3C constituyen las dos subfamilias 

“menores”: 

 Subfamilia de las quimiocinas C (subfamilia γ): 

Presentan una sola Cys N-terminal (faltan la primera y la
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tercera de las cuatro Cys). Las linfotactinas-α y - son los dos 

únicos miembros de la subfamilia. 

 Subfamilia de las quimiocinas CX3C (subfamilia δ): 

Las dos primeras Cys N-terminales están separadas por tres aa. 

La fractalquina o neurotactina o CX3CL1 es el único 

representante de la subfamilia 

     Sólo dos quimiocinas, la CXCL16 y la fractalquina (CX3CL1) son 

proteínas de membrana. La fractalquina/ CX3CL1 es una de las pocas 

quimiocinas que, además de comportarse como factor quimiotáctico de 

células que expresan su receptor CX3CR1 tales como monocitos, células 

NK o células T, actúa como molécula de adhesión, ya que es una 

glicoproteína de tipo mucina anclada en la membrana. Por otro lado, 

CXCL16 es otra quimiocina, con características semejantes a fractalquina 

ya que también es una quimiocina transmembrana, y se expresa en 

células endoteliales, células del músculo liso vascular, así como en 

macrófagos y células dendríticas (167, 168).  

   Como parte del objeto de estudio de esta Tesis haremos una 

descripción más detallada de la fractalquina y CXCL16. 

1.2.4  FRACTALQUINA/ (CX3CL1) 

1.2.4.1  Consideraciones generales 

La fractalquina (FRN) conjuntamente con CXCL16, son las únicas 

quimiocinas transmembrana. El gen que codifica la FRN se encuentra en 

el cromosoma 16q13, con genes de quimiocinas que pertenecen a la 

familia CC (169). Estructuralmente la fractalquina contiene múltiples 

dominios que la hacen diferente a otras quimiocinas (Figura 3). 
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Figura 3. Estructura de la fractalquina. Es una proteína con 373 aa, distribuidos en 

múltiples dominios. Comenzando en el péptido señal que contiene el extremo N-

terminal de la quimiocina (resíduos 1 a 76), el cual cuenta con tres aa entre los 

residuos de cisteína (CX3C), el brazo tipo mucina (resíduos 77 a 317) que contiene 

repeticiones de resíduos serina y treonina O-glicosados, el dominio transmembrana 

que abarca de los resíduos 318 al 336, y el dominio intracelular con los resíduos 337 

al 373 (170).  

   La expresión de fractalquina aumenta en las células endoteliales por la 

acción de citocinas inflamatorias, como TNF, IL-1 e INFγ. La 

conversión de proteína trasmembrana a fracción soluble de la 

fractalquina (sFRN), resulta de la acción enzimática ejercida por la 

enzima convertidora de TNF (TACE o ADAM17) y ADAM10 (171, 

172) (Figura 4). 
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Figura 4. La formación de la fracción soluble de la fractalquina. Resulta de la 

acción enzimática ejercida por ADAM10 y ADAM17 (la enzima convertidora de 

TNF) (171) 

   En las células vasculares, los mediadores proinflamatorios estimulan la 

expresión de CX3CL1, mientras que las ADAM10 y ADAM17 participan 

en el reciclaje de la fractalquina en la superficie celular. Es posible que 

en procesos inflamatorios severos, la expresión de las quimiocinas 

exceda a la producida en condiciones fisiológicas (constitutiva), 

aumentando la presentación de ligandos de quimiocinas en la pared 

vascular. En el primer paso del reclutamiento leucocitario, la acción de 

las metaloproteinasas incrementa la adhesión de leucocitos. 

Posteriormente, el corte proteolítico de la fractalquina mediado por las 

ADAM, termina con la unión celular, separación necesaria para que los 

leucocitos reclutados puedan iniciar el proceso de diapédesis y su 

posterior migración a través del endotelio (172). También el corte 

ejercido por ADAM10 y ADAM17, permite generar cantidades 

crecientes de quimiocinas, que crean el gradiente de concentración 

necesario para la migración leucocitaria hacia el sitio de inflamación. 

Una vez que se libera la fracción soluble, el segmento transmembrana 

sufre un proceso de proteólisis por la acción de -secretasas, dando 
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origen a fragmentos implicados en la señalización intracelular (173).  Sin 

embargo, no se descarta la posibilidad de formación fractalquina soluble 

en el compartimiento intracelular. 

1.2.4.2  Fractalquina como agente quimiotáctico 

La fractalquina soluble es un agente quimiotáctico de monocitos, 

células NK y células T (174). Como el endotelio constituye la primera 

barrera para la migración leucocitaria, las propiedades de la fractalquina 

en las células endoteliales hacen pensar que pueda ser una importante vía 

de control para la extravasación leucocitaria en el foco inflamatorio 

(Figura 5a).  

   Su dominio tipo quimiocina presente en el extremo del brazo 

extracelular, le permite actuar como molécula de adhesión sin la 

necesidad de asociación con los proteoglicanos o de la actuación de otras 

moléculas de adhesión. Las células que expresan el receptor CX3CR1 

(monocitos, macrófagos, células T y NK) (167) se unen rápidamente y 

con gran afinidad a la fractalquina inmovilizada, o a las células que 

expresan fractalquina, tanto en condiciones estáticas como en 

condiciones fisiológicas de flujo (Figura 5b). Adicionalmente a su efecto 

en la adhesión, la fractalquina al interactuar con su receptor activa 

señales de transducción dependientes de proteína G, que aumentan la 

avidez de las integrinas por sus ligandos. 
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Figura 5. Modelo clásico y vías de la fractalquina en la cascada de adhesión. La 

migración leucocitaria desde la circulación hacia los tejidos sigue una serie de pasos: 

a) La vía clásica se inicia con la adhesión débil y el rodamiento mediado por 

selectinas. Los leucocitos activados por quimiocinas expresan integrinas que 

conducen a la adhesión firme, por último los leucocitos migran siguiendo el gradiente 

quimiotáctico. En la vía alternativa (b), la fractalquina unida a la membrana de las 

células endoteliales captura leucocitos, sin la participación de selectinas o integrinas. 

La interacción de la fractalquina con su receptor CX3CR1 incrementa la expresión de 

integrinas, y por tanto la adhesión firme. Los leucocitos migran siguiendo el gradiente 

quimiotáctico (170). 

1.2.4.3  Fractalquina y plaquetas  

     La fractalquina unida a la membrana de las células endoteliales 

captura leucocitos a través de su receptor CX3CR1. De igual modo, 

interactúa con las plaquetas que expresan su receptor favoreciendo su 

adhesión al endotelio y su desgranulación con la expresión de P-

selectina. La P-selectina expresada en la superficie de la plaqueta, 

dependiente de fractalquina, es fundamental para la adhesión del 

leucocito al endotelio inflamado, pero no es esencial para la adhesión 
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plaquetaria y su desgranulación per sé, ya que cuando se inhibe la acción 

de la fractalquina no hay efectos relevantes en la adhesión plaquetaria. 

En cambio, el rolling y adhesión leucocitaria al endotelio activado si 

ocurre principalmente en sitios con gran acúmulo plaquetario, de hecho 

la inhibición de la adhesión plaquetaria sí se acompaña de una reducción 

de leucocitos adheridos (175).  

1.2.5.  CXCL16 

1.2.5.1  Consideraciones generales  

La quimiocina CXCL16, es una quimiocina perteneciente a la 

subfamilia de “CXC” que posee 254 aminoácidos. El gen que la codifica 

se encuentra en el cromosoma 17 (168). Inicialmente fue descrita como 

receptor para lipoproteínas de baja densidad (LDL), fosfatidilserina, 

sulfadextrano o bacterias, bajo el nombre SRPOX (scavenger receptor 

that binds phosphaatidylserine and oxidized lipoprotein) por su 

capacidad para unirse especificamente, internalizar y degradar las LDL 

oxidadas (176). Se le atribuye un papel importante en la ateroesclerosis al 

encontrarse niveles elevados de CXCL16 en las placas ateroescleróticas 

(177-180).   

   Se expresa, al igual que la fractalquina, como molécula trasmembrana y 

en forma soluble. La forma trasmembrana está compuesta por un 

dominio CXC, un dominio transmembrana y una porción citoplasmática. 

Actúa como molécula de adhesión celular para células que expresan su 

receptor CXCR6 (también denominado BONZO, STRL33 y TYMSTR), 

como las células T CD8 activadas y células NK, macrófagos, células 

dendríticas y células del musculo liso (172,181). La forma soluble, que 

representa el dominio extracelular de la quimiocina transmembrana, la 

cual es escindida por acción de las metaloproteasas ADAM 10 y ADAM 
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17 (182, 183) actúa en cambio, induciendo la quimiotaxis de las células 

leucocitarias que expresan CXCR6, promoviendo así la infiltración 

leucocitaria detallada anteriormente (184). 

   La quimiocina CXCL16 se expresa en diferentes células inflamatorias 

como en linfocitos, macrófagos células dendríticas, células endoteliales y 

células musculo liso vascular (185-188) y su expresión, al igual que 

fractalquina, es inducida por citoquinas inflamatorias como INF y  

TNF (183).  

 1.2.5.2  CXCL16 como agente quimiotáctico 

     La interacción de CXCL16 y su receptor CXCR6 está implicada en 

múltiples procesos biológicos como el tráfico leucocitario, la adhesión 

celular, la supervivencia celular, la regeneración muscular, el desarrollo 

cerebral, la inflamación crónica y la inmunidad antitumoral (189, 190). 

Es importante el papel que ejerce en la progresión y metástasis tumoral 

habiéndose encontrado niveles aumentados de CXCL16 en pacientes con 

cáncer (191, 192).  

   Estudios recientes describen a esta quimiocina como un marcador 

asociado a la inflamación y a la progresión de la ateroesclerosis coronaria 

(193-195) observándose en diferentes publicaciones la relevancia de la 

expresión endotelial de CXCL16 en las zonas propensas al desarrollo de 

la lesión ateroesclerótica (196). Como mediador en la repuesta 

inflamatoria ejerce de factor quimotáctico de leucocitos hacia el foco 

inflamatorio, al igual que fractalquina. Actúa reclutando células del 

sistema inmune que expresan CXCR6 como células T, monocitos y 

fibroblastos, observándose además como en ausencia de su receptor se ve 

reducida la infiltración leucocitaria (197). 
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1.2.5.3  CXCL16 y  plaquetas 

    Las plaquetas intervienen en la adhesión leucocitaria al endotelio 

expresando en su superficie diferentes receptores para quimiocinas (198). 

Estudios recientes han observado que CXCL16 y su receptor CXCR6 se 

expresan en la superficie de las plaquetas favoreciendo la activación y 

adhesión plaquetaria al endotelio (199, 200) y promoviendo la liberación 

por parte de las plaquetas de mediadores de la inflamación (200).  Por 

tanto, hay un mayor reclutamiento de leucocitos a través de la activación 

plaquetaria y por la unión de CXCL16 a su receptor CXCR6 leucocitario 

(201). Además, la expresión de CXCL16 se incrementa tras la activación 

plaquetaria mediada por agonistas de la activación como es el ADP 

(202).  

 

   Hasta la fecha, son escasos los estudios en los cuales se realice una 

caracterización exhaustiva de los niveles circulantes de quimiocinas y de 

sus receptores en los pacientes con trombosis venosa y que correlacionen 

estos marcadores inflamatorios con parámetros clínicos, así como del 

papel que puedan desempeñan las plaquetas en la amplificación de la 

respuesta inflamatoria en estos pacientes.  
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Hipótesis 

 

     La hipótesis del presente estudio considera que la asociación entre 

patología arterial y venosa podría ser consecuencia de una disfunción 

endotelial que contribuya a un estado proinflamatorio en estos pacientes. 

 

 

Objetivo 
 

1. Estudiar la presencia de arteriosclerosis subclínica en los pacientes 

con antecedentes de TVP mediante la medida del grosor de la 

íntima-media carotídea. 

2. Determinar los niveles de diferentes quimiocinas y marcadores de 

inflamación en el plasma en los pacientes con antecedentes de 

TVP. 

3. Estudiar in vitro bajo condiciones dinámicas de flujo la 

adhesividad al endotelio arterial y venoso de los leucocitos de los 

pacientes con antecedentes de TVP.  

4. Investigar  el papel de la fractalquina y de su receptor CX3CR1 en 

la adhesividad de los leucocitos al endotelio vascular en los 

pacientes con antecedentes de TVP. 

5. Analizar la posible implicación de las plaquetas en la adhesividad 

de los leucocitos al endotelio vascular en los pacientes con 

antecedentes de TVP. 

6. Investigar el papel de CXCL16 y de su receptor CXCR6 en la 

adhesividad de los leucocitos al endotelio vascular en los pacientes 

con antecedentes de TVP. 
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   Los siguientes estudios se han llevado a cabo siguiendo los acuerdos de 

la Declaración de Helsinki, además fueron aprobados por el Comité Ético 

Institucional del Hospital Clínico Universitario de Valencia y cada 

paciente firmó el consentimiento  informado para su realización. 

3.1 SUJETOS DEL ESTUDIO 

3.1.1 Criterios de inclusión y exclusión  

     Se definió la población en estudio trazando como criterios de 

inclusión a los sujetos con edad comprendida entre los 18 y 50 años que 

hubieran presentado un episodio de trombosis venosa profunda 

(confirmada mediante eco-Doppler) en los últimos 5 años, siendo criterio 

de exclusión: 

- Negativa a participar en el estudio. 

- Presencia de enfermedad maligna o crónica. 

- Estudio de trombofilia congénita y/o anticuerpos antifosfolípido 

positivo.  

- Tratamiento anticoagulante o antiagregante en el momento de la 

selección o retirado en un periodo inferior a los 6 meses. 

- Presencia de embolia de pulmón confirmada mediante TAC 

helicoidal o gammagrafía pulmonar. 

- Presencia de factores de riesgo cardiovascular (hipertensión 

arterial, diabetes mellitus y dislipemia) 

- Disfunción grave de algún órgano incluyendo: Insuficiencia 

cardiaca, EPOC o neumopatía severa, insuficiencia renal 

moderada-severa (aclaramiento de creatinina inferior a 50 ml/min); 

Disfunción cognitiva grave o secuelas graves de accidente cerebro-

vascular previo; Enfermedad arterial periférica estadios III/IV de 
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Leriche-Fontaine; Insuficiencia hepática moderada-severa (Child-

Pugh B o C). 

- Antecedentes personales de eventos cardiovasculares incluyendo: 

síndrome coronario agudo o angina de pecho, accidente cerebro-

vascular isquémico o hemorrágico, claudicación intermitente. 

- Trastornos psiquiátricos que dificulten la adherencia al tratamiento 

y la participación en el estudio. 

- Embarazo y lactancia. 

- Obesidad (IMC≥30 kg/m2) 

   Se seleccionó una población control de sujetos sanos (n=23) con edad 

igualmente comprendida entre los 18 y 50 años sin antecedentes de 

episodio trombótico y mismos criterios de exclusión. Los sujetos fueron 

reclutados entre los trabajadores sanitarios que fueron a realizarse un 

exámen de salud en el Servicio de Asuntos laborales del Hospital Clínico 

Universitario de Valencia y médicos internos residentes voluntarios del 

mismo Hospital.   

3.2 DETERMINACIÓN DE LOS PARÁMETROS CLÍNICOS Y 

BIOQUÍMICOS 

     3.2.1 Medida antropométricas de índice de masa corporal (IMC) 

(peso (Kg)/ talla (m2)) y de circunferencia de cintura y cadera 

     La medición se llevó a cabo con el sujeto sin ropa o con una 

vestimenta ligera, de pie con los pies juntos y los brazos en los costados, 

estando la cinta métrica horizontal y alrededor de toda la circunferencia. 

En la zona de la cintura más estrecha, es decir, debajo de la caja torácica 

y por encima del ombligo al final de una respiración normal, para la 

medición de la cintura y en el  nivel de máxima extensión de las nalgas y 

a nivel de los trocánteres para la medición de la cadera.  
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   Se consideró obesidad un IMC ≥30 kg/m2 y sobrepeso un 25≤IMC<30 

kg/m2 y obesidad abdominal un perímetro abdominal igual o superior a 

102 cm en varones y a 88 cm en mujeres de acuerdo con los criterios 

ATPIII (203). 

     3.2.2 Medición clínica de presión arterial 

     Llevada a cabo mediante un dispositivo semiautomático (OMRON 

M6) utilizando un manguito apropiado según la circunferencia del brazo. 

La medida de la presión arterial se realizó siguiendo las recomendaciones 

de la Sociedad Europea de Hipertensión (ESH) (204). Se clasificaron 

como hipertensos o normotensos de acuerdo a las guías de la sociedad 

europea de hipertensión arterial (204).  

     3.2.3 Determinación del grosor de la íntima-media carotídea 

     De forma manual mediante ecografía-Doppler utilizando una sonda 

lineal de alta frecuencia (12 Mhz) y utilizando el ecógrafo Pro-Sound 

Alpha-10 de Aloka (6-22-1, Mure, Mitaka-shi, Tokyo 181-8622 Japan), 

siendo realizada de acuerdo con el consenso de Manheim (205).  

   Se realizó la medición en la pared posterior de la arteria carótida común 

a 1.5 cm de la bifurcación carotidea, tomándose tres mediciones: 

anterolateral, mediolateral y posterolateral, y estudiándose la bifurcación 

carotídea y el inicio de la carótida interna y externa en busca de placas.  

     3.2.4 Echo-tracking carotídeo 

     Por medio de un sistema de radiofrecuencia se determinó en tiempo 

real la distensibilidad de la arteria carótida a 1.5 cm de la bifurcación, 

valorándose los siguientes parámetros de rigidez arterial: módulo de 

elasticidad-deformación (Ep); parámetro de rigidez β; Compliance 

arterial (AC); índice de aumento del pulso local (AIx carotídeo); 

Velocidad de onda de pulso local (PWVlocal). También se registraron el 

diámetro máximo y el diámetro mínimo del vaso.
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    3.2.5 Determinación de los parámetros bioquímicos 

     Se extrajo sangre venosa tras un mínimo de 8 horas de ayuno. Las 

determinaciones analíticas incluían: hemograma, coagulación y 

bioquímica completa con perfil renal, perfil lipídico, perfil glucémico con 

HbA1c, y bioquímica básica con urea, creatinina y electrolitos, reactantes 

de fase aguda (proteína C reactiva, velocidad de sedimentación globular, 

ferritina) y factores conocidos de riesgo trombótico (homocisteína, 

estudio de trombofilia congénita, anticuerpos antifosfolípido). El 

aclaramiento de creatinina ha sido medido mediante la fórmula de 

Crockoft-Gault y el filtrado glomerular estimado mediante la fórmula 

MDRD4.  

3.3 ESTUDIOS EN CULTIVOS CELULARES HUMANOS  

3.3.1 Obtención de cultivos de células endoteliales humanas 

     Para la obtención de células endoteliales de arteria o de vena de 

cordón umbilical humano (HUAECs o HUVECs), se emplearon cordones 

umbilicales siendo indispensable no haber transcurrido más de 12 horas 

desde el parto. Se empleó el método de la colagenasa (Jaffe y col., 1973). 

El cordón se limpió por fuera y por dentro con PBS a 37ºC, y se 

perfundió la vena o la arteria con colagenasa (1 mg/ml a 37ºC). 

Transcurridos 20 minutos, se recogió el contenido, se lavó de nuevo el 

vaso del cordón con medio (con suero fetal bovino) y se centrifugó a 

1100 rpm, 7 minutos a 20ºC. Se eliminó el sobrenadante y las células se 

resuspendieron en medio específico EBM-2 suplementado con EGM-2 y 

10% de suero fetal bovino (FBS). Las células obtenidas se cultivaron en 

un frasco de cultivos celulares de 25 cm2, hasta llegar a confluencia. 

Posteriormente, las células fueron tripsinizadas y cultivadas en las 

correspondientes placas o frascos de cultivos para realizar cada 



                                                                                                             METODOLOGÍA 

 71

experimento. Antes de la realización de cada experimento, las células se 

incubaron durante 16 horas con medio EBM-2 con 1% de FBS, que se 

mantuvo durante los distintos tratamientos. 

3.3.2 Estudios con la cámara de flujo   

     Para este estudio se empleó la técnica de la cámara de flujo, ya que 

permite la visualización de la adhesión celular bajo condiciones 

dinámicas de flujo y así mimetiza las condiciones fisiológicas. Para ello, 

se sembraron HUAEC y HUVEC en placas de 35mm de diámetro 

recubiertas de fibronectina (concentración 5,5 µg/ml). Una vez alcanzada 

la confluencia y tras el tratamiento correspondiente de las células, las 

placas se colocaron en una cámara de flujo paralelo (Dynamic flow assay 

in a paralel plate flow chamber, GlycoTech flow, EEUU). 

   El sistema de la cámara de flujo consiste en una cámara que se acopla a 

las placas de cultivo de 35 mm de diámetro. Esta cámara tiene tres puntos 

de inserción. Dos de estos puntos están enfrentados, de modo que se les 

inserta una goma de silicona y forman un canal cerrado, por el que se 

hace pasar la suspensión que contiene las células sanguíneas o la sangre 

entera. El tercer punto de inserción se acopla a una bomba de vacío. De 

este modo, en la cámara se crea un canal de flujo sobre la monocapa 

endotelial, y mediante la bomba de succión se establecen las condiciones 

experimentales de velocidad de perfusión. Se consigue, por tanto, emular 

las condiciones humanas de flujo sanguíneo sobre el endotelio.  

   La visualización de los eventos de adhesión celular, se realiza a través 

de un microscopio invertido de contraste de fases donde las interacciones 

se observan utilizando un objetivo 20x y un ocular 10x (Microscopio 

Axio Observer A1 Zeiss, Thornwood, NY).  

   Antes de comenzar cada ensayo se perfunde una solución de HBSS 

(Lonza Ibérica, España) sin calcio y magnesio, atemperada a 37ºC, para 
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ajustar el flujo a 0,156 ml/min (que corresponde a un estrés de 

rozamiento de 1 dina/cm2). A continuación, se perfunde la solución de 

sangre entera de pacientes jóvenes con antecedentes de TVP o sujetos 

control, diluida 1/10 en HBSS con calcio y magnesio, durante 5 minutos. 

A continuación, se graban al menos 5 campos durante 10 segundos cada 

uno, para su posterior análisis. Aquellos leucocitos que establecen un 

contacto estable con la monocapa endotelial durante al menos 10 

segundos se consideran como adheridos. Se contabilizan las células 

adheridas mientras el medio de perfusión sigue en continua perfusión. 

 

 
 

Figura 6.  Sistema de la cámara de flujo paralelo. 

3.3.3 Procedimiento experimental del estudio  

     Para la determinación de las interacciones leucocito-endotelio se 

incubaron HUAEC y HUVEC con TNF (20 ng/mL) durante 4 h. 

     - En un primer estudio se perfundió la sangre sobre la monocapa de 

células endoteliales durante 5 minutos, a una velocidad de 1 dina/cm2 y 

posteriormente se tomaron las medidas de adhesión leucocitaria. 

      - En el segundo estudio, el procedimiento fue similar, pero con el fin 

de estudiar la implicación de fractalquina y CXCL16 en la acumulación 
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leucocitaria inducida por TNF, diez minutos antes de realizar el 

experimento las células HUVEC y HUAEC se pretrataron con:  

 anticuerpo MOPC-21 (5 µg/ml, Sigma-Aldrich, EEUU), 

empleado como control.  

 anticuerpo monoclonal neutralizante de la función 

fractalquina (5 µg/ml, clon 81506, IgG1, R&D Systems, 

EEUU), para bloquear el dominio extracelular de la misma.  

 anticuerpo monoclonal neutralizante de  la función de 

CXCL16 (5 µg/ml,IgG1, R&D Systems, EEUU). 

Posteriormente se perfundió la sangre de los pacientes/controles, diluida 

1/10 con HBSS con calcio y magnesio, durante 5 minutos a la presión de 

1 dina/cm2 para realizar a continuación las medidas de adhesión 

leucocitaria. 

   A continuación, se repitieron los experimentos con sangre tratada con 

EDTA, con el fin de ver la implicación de las plaquetas en la interacción 

leucocito- endotelio. Para ello, parte de la sangre de cada paciente o 

control, fue pretratada con ácido etildiaminotetraacético (EDTA) 10mM, 

durante 15 min a 37º C previo al experimento.   

3.4 ESTUDIOS DE CITOMETRÍA DE FLUJO 

     La citometría de flujo es una técnica que permite obtener información 

sobre poblaciones celulares a partir de un estudio individualizado de un 

gran número de células. Una de las aplicaciones más comunes es la 

separación celular según el subtipo o el marcador de expresión. Este 

proceso es conocido como análisis FACS (Fluorescence-activated cell 

sorting) (206). La suspensión de células se hace pasar por el citómetro 

(BD FACSVerseTM, BD Biosciences, EE.UU) a través de un pequeño 

orificio, de modo que cuando las células salen lo hacen de forma 
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alineada por un sistema de fluido formando parte de una corriente 

continua. Sobre esta corriente se hace incidir un haz de luz láser cuya 

dispersión y reflexión son analizados en duración, intensidad y espectro 

permitiendo analizar las células de manera individualizada. 

   Un primer análisis básico determina dos parámetros: el Forward 

Scatter Channel o detector de Dispersión Frontal (FSC), que  

proporciona información sobre el tamaño de las partículas, y el Side 

Scatter Channel o detector de Dispersión Lateral (SSC), que analiza la 

complejidad celular o contenido granular. Si además las partículas están 

asociadas a diferentes fluorocromos se puede llevar a cabo un análisis 

cuantitativo e identificativo mayor al irradiar una longitud de onda 

mayor, todo ello recogido en un detector (Figura 7). 

 

Figura 7. Esquema citómetro de flujo. Una vez las partículas pasan por el sistema 

de fluido, el láser las excita. La radiación de cada molécula pasa por diversos filtros 

para eliminar las longitudes de onda no deseadas y es enviada a detectores.  

3.4.1 Procedimiento experimental del estudio  

     Para los estudios de citometría de flujo, se extrajo una muestra de 

sangre de los pacientes con antecedente de trombosis venosa y del grupo 

control. Las muestras de sangre fueron recogidas con citrato sódico 
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(3.5%) como agente anticoagulante (BD Vacutainer, Beckton Dickinson 

and Company, EE.UU). 

   Se diluyeron las muestras con tampón PBS. Una vez elaboradas las 

diluciones, se añadió a cada tubo los anticuerpos conjugados con 

diferentes fluorocromos correspondientes. A continuación, se agitaron 

suavemente y se incubaron 30 min a temperatura ambiente y en 

oscuridad. Tras el periodo de incubación, se añadió tampón de lisis 1X 

(BD FACS Lysing Solution 10X, BD Bioscience, EE.UU) a cada tubo 

para lisar los eritrocitos y fijar las células. Posteriormente se analizaron 

por citometría de flujo. En el caso del experimento plaquetario, no es 

necesario incubar con el tampón de lisis puesto que las plaquetas son 

elementos que se activan con gran rapidez. 

   Para analizar los resultados obtenidos se utilizó el programa analítico 

FlowJo (FlowJo Enterprise, EE.UU). 

3.4.2 Estudio de las plaquetas   

3.4.2.1- Determinación de la activación plaquetaria 

     En primer lugar se llevó a cabo la identificación de las plaquetas 

mediante la determinación de su morfología según tamaño y complejidad 

(FSC vs SSC), seleccionándose poblaciones CD41+, siendo las plaquetas 

los elementos formes sanguíneos de menor tamaño. 

    

 

 

 

 

Anticuerpo Células 

CD41+ Plaquetas 

CD41- Restos  
celulares 
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  Plaquetas 

 

Figura 8. Estrategia de “gating” para las plaquetas. Las plaquetas fueron 

seleccionadas por un SSC y FSC en escala logarítmica (A). Posteriormente se utilizó 

el marcador CD41, positivo en población plaquetaria (B). 

   Tras la identificación de las plaquetas se determinó el grado de 

activación plaquetaria mediante análisis de los marcadores P-selectina 

(CD62-P) y PAC-1. En primer lugar, se diluyeron 100 µl de sangre 

citratada en 900 µl de tampón glucosa  (1 mg/ml glucosa en 0,35% 

PBS/BSA). Posteriormente se incubaron, en dos tubos de 1,5 ml, 20 µL 

de la sangre diluida con: 

- 2,5 µL de un anticuerpo frente a PAC-1 conjugado con 

Isotiocianato de fluoresceína (FITC) (Clon PAC-1, IgM, BD 

Bioscenses, EEUU) y 1,25 µL de anticuerpo frente a CD41 

conjugado con Pacific Blue (Clon HIP8, IgG 1, Inmunostep, 

España) por un lado,  

- 1,25 µL de anticuerpo frente CD62P conjugado con aloficocianina 

(APC) (Clon P.seK02.22, IgG2b, Inmunostep, España) y 1,25 µL 

de anticuerpo frente a CD41 conjugado con Pacific Blue, por otro. 

A B 
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Posteriormente las muestras se incubaron a temperatura ambiente (TA) 

durante 30 min, transcurrido el cual, se diluyeron con 500 µL de tampón 

glucosa y se procedió a su análisis. Las muestras fueron analizadas con el 

citómetro BD FACSVerse (BD Beckman-Coulte) utilizando el software 

Flow Jo v.10. Se adquirieron 100.000 eventos, compensándose las 

muestras utilizando la herramienta del citómetro de compensación 

automatizada. La estrategia de gating para la determinación plaquetaria 

fue la descrita anteriormente mediante la determinación morfológica 

según su tamaño y complejidad (FS vs SS) en escala logarítmica y 

seleccionándose poblaciones CD41+, determinándose los niveles de 

CD62P y PAC-1. 

3.4.2.2- Determinación de la expresión plaquetaria de CXCR6 y 

CXCL16 

      Para la determinación de la expresión de CXCR6 y CXCL16 en la 

superficie de las plaquetas, se incubaron 10 µl de sangre citratada con: 

- 1 µL de anticuerpo frente a CD18 (CXCR6) marcado con 

ficoeritrina (PE) (clon 56811, IgG2B, R&D Systems) y 1 µL de 

anticuerpo frente a  CD41 Pacific Blue (Clon HIP8, IgG1, 

Inmunostep) por un lado,  

- 1 µL de anticuerpo frente a CXCL16 marcado con PE (clon 

256213, IgG2A, R&D Systems) y 1 µL de anticuerpo frente a 

CD41, por otro. 

   Las muestras con la sangre citratada y con los anticuerpos descritos 

anteriormente, se incubaron durante 30 min a TA y en oscuridad.  

Posteriormente, se lisaron los eritrocitos con 200 mL de  la solución 

comercial BD FACS LYSING SOLUTION  a TA durante 15 minutos. A 

continuación, se analizaron en el citómetro BD FACSVerse (BD 

Beckman-Coulte) utilizando el software Flow Jo v.10. Se adquirieron 
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100.000 eventos, compensándose las muestras utilizando la herramienta 

del citómetro de compensación automatizada. Una  vez transcurrido el 

periodo de incubación se determinó la morfología con FS versus 

granularidad (SS) en escala logarítmica y se seleccionaron poblaciones 

CD41+ y se determinaron los niveles de CD186 (CXCR6)  y CXCL16. 

3.4.2.3- Determinación de la expresión plaquetaria de CX3CR1 

     Para la determinación de la expresión de CX3CR1 en la superficie de 

las plaquetas de la misma población de sujetos seleccionados, se 

incubaron 10 µl de sangre anticoagulada con citrato con anticuerpo frente 

CX3CR1 marcado con FITC (clon 528728, IgG1, R&D Systems, EEUU) 

y 1 µL de anticuerpo frente a CD41 Pacific Blue (Clon HIP8, IgG1, 

Inmunostep). 

    Se siguió el mismo procedimiento descrito anteriormente, 

adquiriéndose 100.000 eventos. Una vez transcurrido el periodo de 

incubación, para la estrategia de gating se determinó igualmente la 

morfología con FS versus SS en escala logarítmica y se seleccionaron 

poblaciones CD41+ y se determinaron los niveles de CX3CR1. 

3.4.3 Estudio de las poblaciones leucocitarias  

3.4.3.1-Determinación de la expresión leucocitaria de CD186 

(CXCR6),    CXCL16 y CX3CR1    

En primer lugar se determinaron las diferentes poblaciones 

leucocitarias presente en las muestras de sangre utilizando los siguientes 

anticuerpos.  
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Anticuerpo Población celular 

CD14+ Monocitos 

CD3+ Linfocitos T 

CD14+CD41+ Monocitos + Plaquetas 

CD3+CD41+ Linfocitos T + Plaquetas 

 

Tabla 2. Anticuerpos para la detección de células polimorfonucleares 

   Monocitos 

 
Figura 9. Estrategia de "gating" de monocitos. Los monocitos fueron 

seleccionados por un SSC y FSC en escala logarítmica (A). Para su determinación se 

utilizó el marcaje CD14. En sangre tratada con EDTA, la población no unida a 

plaquetas se seleccionó como CD14+/CD41- (B). En sangre heparinizada, los 

monocitos asociados a plaquetas fueron CD14+/CD41+ (C). 

 

 

 

 

 

 

C

A

B 
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   Linfocitos  

 
Figura 10. Estrategia de "gating" de linfocitos. Los linfocitos fueron seleccionados 

por un SSC y FSC en escala logarítmica (A). Para la determinación de monocitos se 

utilizó el marcador CD3, siendo la población de linfocitos CD3+. En sangre tratada 

con EDTA, la población no unida a plaquetas se seleccionó como CD3+/CD41- (B). 

En sangre heparinizada, los monocitos asociados a plaquetas fueron CD3+/CD41+(C). 

 

   Para la determinación de la expresión de CD186 (CXCR6), CXCL16 y 

CX3CR1 en las distintas poblaciones leucocitarias, se hizo un 

experimento con sangre heparinizada, observándose los leucocitos unidos 

a plaquetas, y paralelamente, otro en sangre tratada con ácido 

etilendiaminotetraacético (EDTA 10 mM, durante 15 min a 37 ºC), y por 

lo tanto, sin plaquetas adheridas. Para ello, se incubaron 10 µl de sangre 

anticoagulada con heparina, y paralelamente con EDTA, con el 

anticuerpo correspondiente frente CX3CR1 marcado con FITC (clon 

528728, IgG1, R&D Systems, EEUU), frente a CXCR6 marcado con PE 

(RD Systems)  y frente a CXCL16 marcado con PE (RD Systems). 

Posteriormente, se añadió 1L de anticuerpo frente a las diferentes 

integrinas; CD16 marcada con APC (Inmunostep), frente CD14 APC 

B

A
a 

C
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(Inmunostep), frente a CD3 APC  (Inmunostep) y frente a CD41 CFTM 

Blue (Inmunostep). 

    Las muestras se incubaron durante 30 min, a TA y en oscuridad, con 

los anticuerpos correspondientes descritos anteriormente. Posteriormente 

se lisaron los eritrocitos con 200 L de la solución comercial BD FACS 

LYSING SOLUTION a TA durante 15 minutos. A continuación, se 

analizaron en el citómetro BD FACSVerse (BD Beckman-Coulte) 

utilizando el software Flow Jo v.10. Se adquirieron 10.000 eventos, 

compensándose las muestras utilizando la herramienta del citómetro de 

compensación automatizada. Las diferentes poblaciones leucocitarias se 

identificaron por su tamaño (FS) y granularidad (SS) para poder 

determinar la media de la intensidad de fluorescencia en cada una de 

ellas, seleccionándose poblaciones de linfocitos unidos a plaquetas 

(CD3+ CD41+) y monocitos unidos a plaquetas (CD14+ CD41+) en 

muestras heparinizadas, y paralelamente en muestras con EDTA. En 

estas dos poblaciones leucocitarias se determinaron los niveles de CD186 

(CXCR6), CXC16 y CX3CR1.  

3.5 DETERMINACIÓN EN PLASMA DE QUIMIOCINAS 

CIRCULANTES  

    Para determinar los niveles de quimiocinas circulantes se recogió una 

muestra de 3 ml de sangre de cada paciente del estudio y se le añadió 100 

UI de heparina/ml para promover la liberación de las quimiocinas unidas 

a los eritrocitos. Se dejó reposar la sangre con la heparina durante 10 

minutos y por centrifugación se obtuvo el plasma. Las muestras de 

plasma obtenidas se guardaron en el congelador a – 80 ºC hasta la 

cuantificación de las quimiocinas mediante la técnica de ELISA (Enzyme 

like Immunosorbent Analysis). Los resultados fueron expresados en 

concentración pM de la quimiocina. 
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   En concreto, se midieron los niveles de P-selectina, PF-4/CXCL14, 

Endoglina/CD105, fractalquina/CX3CL1 y CXCL16. Para ello se 

utilizaron kits comerciales DUOSET de la casa comercial R&D y se 

siguieron las recomendaciones indicadas por el laboratorio comercial 

para cada quimiocina. Tras la incubación de las placas de 96 pocillos 

toda la noche con los anticuerpo primarios para las diferentes 

quimiocinas, los sitios de unión no específicos fueron bloqueados con 3% 

BSA durante 1 h.  Los sobrenadantes de las células y estándares para 

cada quimiocina fueron diluidos PBS/BSA 0,5% y añadidos a cada 

pocillo (100L). La placa se incubó durante 2h a temperatura ambiente. 

Transcurrido este tiempo de incubación, se añadió el anticuerpo detector 

biotinilado para las diferentes quimiocinas durante 2h, seguido del 

enzima (NA/HRP, NeutrAvidin Horseradish Peroxidase Conjugated), y 

se dejó incubando durante 1h. Los lavados llevados a cabo entre las 

distintas incubaciones se realizaron en ciclos de 3 repeticiones con 

tampón de lavado (PBS/Tween 20 0,2 %). Por último, el sustrato (1-

STEP ULTRA TMB-ELISA) fue añadido durante 30 min, transcurrida la 

hora de incubación con el enzima. Los valores de absorbancia se 

determinaron en un espectrofotómetro (=450 nm) y los datos fueron 

procesados mediante el software ‘Prisma GraphPad’. 

 

 3.6   ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

      Todos los resultados se analizaron mediante el programa informático 

GraphPad Prism (Prism G. Graphpad software, EE.UU, 1994) y se 

expresaron como la media ± el error estándar de la media (ESM). Se 

comprobó que no hubieran diferencias en edad entre grupos por medio 

del t-test y en cuanto a sexo por medio de chi2. Se realizó un ANCOVA 
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para la comparación de medias ajustadas para todos aquellos factores 

susceptibles de interferir con los resultados. Las diferencias entre los dos 

grupos experimentales fueron determinadas mediante el test de la t de 

Student utilizando el programa estadístico Stata 11.2 (Stadistics/Data 

Analysis). La significación estadística es establecida a una p<0,05.  
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 4. RESULTADOS  
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4.1.- DETERMINACIÓN DE LOS PARÁMETROS CLÍNICOS Y 

BIOQUÍMICOS EN LOS SUJETOS DEL ESTUDIO 

4.1.1 Características generales  

     Tal y como muestra la Tabla 3, no se observaron diferencias en los 

parámetros correspondientes a la edad, sexo, peso, índice de masa 

corporal (IMC) y circunferencia de cintura y de cadera.  

 Controles 
N=23 

Trombosis venosa 
N=22 

Edad (años) 34 ± 7.84 37.5 ± 8.21 
Sexo 
     Mujeres 
     Hombres 

 
16 (69.57%) 
7 (30.43%) 

 
16 (72.73%) 
6 (27.27%) 

IMC (kg/cm2) 23.66 ± 3.49 25.41 ± 3.93 
PA sistólica (mmHg) 
PA diastólica(mmHg) 

106.6 ± 10.31 
73.09 ± 7.0 

111.54 ± 10.7 
70.18 ± 8.31 

Cintura (cm) 80.73 ± 118.18 81.9 ± 14.08 
Cadera (cm) 96.304 ± 12.0 98.36 ± 11.24 

 

Tabla 3. Características generales de los pacientes con antecedentes de TVP y 

controles. Las variables cuantitativas se expresan como media ± ESM. Las variables 

cualitativas se expresan en valor absoluto (porcentaje). Índice de masa corporal 

(IMC); Presión arterial (PA).  

     Los pacientes con antecedentes de trombosis venosa presentaron los 

niveles de LDL colesterol superiores a los del grupo control, siendo esta 

diferencia estadísticamente significativa (pacientes; 133.27±20.84 vs 

controles; 115.13 ± 28.39 mg/dL; p<0,05). Respecto al resto de la 

analítica de los parámetros bioquímicos, no se encontraron diferencias 

significativas en la mayoría de los parámetros entre los grupos de 

estudio. Sin embargo, se observó una tendencia a un incremento en los 

valores de triglicéridos (pacientes; 114.13 ± 113.3 vs controles; 76.2 ± 

44.86 mg/dL), microalbuminuria (pacientes; 27.74 ± 72.78 vs controles; 
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9.11 ± 9.64 mg/L), VSG (pacientes;11.85 ± 10.6 vs controles; 9.13 ± 

7.65 mm) y Dímero D (pacientes;189.73 ± 164.75 vs controles;172.73 ± 

75.35 ng/mL) y menor para HDLc (pacientes; 55.5 ± 12.37 vs controles; 

62.53 ± 8.83 mg/dL) en los sujetos con antecedentes de TVP respecto a 

los controles, aunque dichas diferencias no alcanzaron la significatividad 

estadística.  

   Para los valores de microalbuminuria y triglicéridos se realizó una 

transformación logarítmica comprobando la normalidad de la variable, 

observando posteriormente que no existían diferencias entre ambos 

grupos con o sin exclusión de outliers. Las diferencias observadas en la 

variable normal de microalbuminuria son debidas en los casos a dos 

valores extremos y en la variable normal de triglicéridos son debidas a 

dos valores extremos también.  

   En ambos grupos la determinación de trombofilia congénita fue 

negativa, así como el estudio de los anticuerpos antifosfolípido. 
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 Valores normales Controles 
N=23 

Trombosis venosa 
N=22 

Glucosa (64-106 mg/dL) 90.8 ± 11.24 93 ± 10.12 
Urea (20-50 mg/dL) 34 ± 8.41 30.59 ± 7.09 
Creatinina (0,51-0,95 mg/dL) 0.73 ± 0.13 0.76 ± 0.15 
Ác.Úrico (2,6-6 mg/dL) 4.83 ± 1.5 5.01 ± 1.49 
Colesterol        
   HDL 
   LDL 

 
(>35 mg/dL) 
(<130 mg/dL) 

187.4 ± 28.85 
62.53 ± 8.83 

115.13 ± 28.39 

202 ± 28.5 
55.5 ± 12.37 

133.27 ± 20.84* 
Triglicéridos (40-160 mg/dL) 

(logaritmo) 
76.2 ± 44.86 

4,2353 
114.13 ± 113.3 

4,5029 
Ferritina (10-120 ng/mL) 63.6 ± 60.06 63.54 ± 68.42 
Microalbuminuria (0-30 mg/L) 

(logaritmo) 
9.11 ± 9.64 

1,67217 
27.74 ± 72.78 

 1,67809 
Leucocitos 
   Neutrófilos 
   Linfocitos   
   Monocitos 

 
(35-80%) 
(15-55%) 
(2-8%) 

6460 ± 1371.5 
56.5 ± 9.03 

32.67 ± 7.87 
5.83 ± 1.9 

8185.9 ± 9815 
59.2 ± 11.57 
29.06 ± 9.9 
5.33 ± 1.97 

Hemoglobina (11,2-15,5 g/dL) 13.68 ± 0.83 13.64 ± 1.45 
Plaquetas (130-140 x109 /L) 257066 ± 49467.8 221091 ± 36651.4 
VSG (1-20 mm) 9.13 ± 7.65 11.85 ± 10.6 
TP (8-13,8 seg.) 10.5 ± 0.74 10.7 ± 0.81 
IQ (75-110%) 99.2 ± 3.09 99.23 ± 2.48 
TTPA (seg.) 30.2 ± 2.06 29.87 ± 3.09 
Fibrinógeno (1,55-5,55 g/L) 3.45 ± 0.34 3.58 ± 0.46 
Dimero D (0-250 ng/mL) 172.73 ± 75.35 189.73 ± 164.75 
HbA1c (4-6,1 %) 5.30 ± 0.34 5.28 ± 0.24 
Homocisteína (5-15 µmol/L) 10.6 ± 5.8 9.95 ± 2.05 
ANA (0-1Ratio/cociente) 0.78 ± 1.0 0.94 ± 2.01 
TSH (0,27-4,2µU/mL) 2.51 ± 1.5 2.24 ± 1.23 
 
Tabla 4. Valores de los parámetros bioquímicos en pacientes con antecedentes de 

TVP y controles. Lipoproteína de alta densidad (HDL); Lipoproteína de baja 

densidad (LDL); Velocidad de sedimentación globular (VSG); Tiempo de 

protrombina (TP); Índice de Quick (IQ); Anticuerpos antinucleares (ANA); Hormona 

estimuladora del tiroides (TSH). Las variables cuantitativas se expresan como la 

media ± ESM. Las variables cualitativas se expresan en valor absoluto (porcentaje). 

*p< 0,05 relativo a los valores de los controles. 

     En la determinación del grosor íntima-media de la arteria carótida por 

ecografía se observaron diferencias entre los pacientes con antecedentes 

de TVP y los controles. Como se puede observar en la Tabla 5, en la 

carótida derecha a nivel antero-lateral se detectó un grosor superior en los 

pacientes respecto a los controles (pacientes; 0.43 ± 0.07 mm vs 
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controles; 0.33 ± 0.03 mm; p= 0,003). De manera similar, la carótida 

izquierda de los pacientes a nivel antero-lateral presentó un mayor grosor 

(pacientes; 0.44 ± 0.08 mm vs controles; 0.36 ± 0.05 mm; p= 0,03) y 

también a nivel medio-lateral (pacientes; 0.42 ± 0.04 mm vs  controles: 

0.36 ± 0.05 mm; p= 0,01). En los parámetros que determinan la rigidez 

arterial (ß, Ep, AC, AI, PWV) no se  observaron diferencias entre ambos 

grupos. Al comparar los resultados de todas las mediciones de grosor de 

la íntima-media carotídea, tanto en carótida derecha como izquierda, las 

diferencias fueron significativas, siendo superiores en el grupo de 

pacientes (pacientes: 0.5 ± 0.07 mm vs controles: 0.42  ±  0.04 mm;  

p=0.04).  
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 Controles 
N=23 

Trombosis venosa 
N=22 

Carótida derecha    

Antero-lateral (mm) 
Medio-lateral (mm) 
Postero-lateral (mm) 
ß 
Ep 
AC 
AI 
PWV 

0.33 ± 0.03 
0.37 ± 0.04 
0.37 ± 0.06 
5.12 ± 1.45 

61.33 ± 20.21 
1.2 ± 0.31 
6.41 ± 6.58 
4.8 ± 0.80 

0.43± 0.07** 
0.42± 0.08 
0.46 ± 0.11 
5.21 ± 1.32 

64.25 ± 17.10 
1.33 ± 0.31 

14.86 ± 15.07 
4.97 ± 0.67 

Carótida Izquierda    

Antero-lateral (mm) 
Medio-lateral (mm) 
Postero-lateral (mm) 
ß 
Ep 
AC 
AI 
PWV 

0.36 ± 0.05 
0.36 ± 0.05 
0.37 ± 0.05 
5.95 ± 2.48 

71.22 ± 31.88 
1.20 ± 0.35 
8.78 ± 6.8 
5.13 ± 1.14 

0.44 ± 0.08* 
0.42 ± 0.04** 
0.43 ± 0.08 
5.38 ± 1.19 

66.37 ± 16.56 
1.16 ± 0.28 
8.02 ± 13.72 
5.07 ± 0.61 

Tabla 5. Valores del grosor de la íntima media carotídea derecha e izquierda por 

ecografía, a nivel antero-lateral, medio-lateral y postero-lateral, en pacientes con 

antecedentes de TVP y controles. Determinación de los parámetros de rigidez 

arterial por echo-traking: módulo de elasticidad-deformación (Ep); parámetro de 

rigidez (β); Compliance arterial (AC); índice de aumento del pulso local (AI); 

Velocidad de onda de pulso local (PWV). Las variables cuantitativas se expresan 

como media ± ESM. * p< 0,05 **p<0,01 relativo a los valores de los controles. 

 

4.2.- DETERMINACION DE LAS QUIMIOCINAS 

CIRCULANTES FRACTALQUINA (CX3CL1), CXCL16, Y PF-

4/CXCL4, P- SELECTINA Y ENDOGLINA/CD105  
 

   Tal y como se observa en la Figura 11, mediante la técnica de ELISA, 

se detectaron aumentos significativos en los niveles de fractalquina en el 

plasma de los pacientes con antecedentes de TVP comparado con los 

controles (pacientes; 10.10 ± 3.24 ng/mL vs controles; 4.61 ± 0.54ng/mL; 

p<0,05) (Figura 11).  
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Figura 11. Niveles de la quimiocina fractalquina en plasma de pacientes con 

antecedentes de TVP y controles. Los niveles circulantes se detectaron mediante la 

técnica de ELISA. Los resultados se muestran como las medias ± ESM de n=22-23 

experimentos.  *p<0,05 relativo a los valores del grupo control. 

   Con el fin de evaluar los niveles de CXCL16 circulantes, se 

determinaron los niveles plasmáticos mediante la técnica de ELISA. Tal 

y como se aprecia en la Figura 12, se detectaron aumentos significativos 

en el plasma de los pacientes con TVP con respecto a los controles 

(pacientes 1290 ± 195.7 pg/mL vs controles; 839.4 ± 108.5 pg/mL;  p= 

0,04).

 
 
Figura 12. Niveles de la quimiocina CXCL16 en plasma de pacientes con TVP y 

controles. Los resultados se muestran como las medias ± ESM de n=22-23 

experimentos.  *p<0,05 relativo a los valores del grupo de pacientes con antecedente 

de trombosis.    
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   La P-selectina es una glicoproteína expresada en la superficie del 

endotelio dañado así como en las plaquetas activadas, que se une a su 

receptor PSGL-1(130). En la Figura 13, se muestra como su análisis por 

ELISA detectó aumentos significativos en los niveles de P-selectina en 

los pacientes con antecedentes de TVP con respecto al grupo control 

(pacientes; 3348 ± 161,8 pg/mL vs controles; 2678 ± 113,6 pg/mL; 

p=0,001). 
 

 
 

Figura 13. Niveles de P-selectina en plasma de pacientes con antecedentes de 

TVP y controles. Los niveles plasmáticos de P-selectina se midieron por ELISA. Los 

resultados (pg/mL en el plasma) se muestran como las medias ± ESM de n=22-23 

experimentos.  *p<0.01 relativo a los valores del grupo control. 

   El PF-4/CXCL4, al igual que la P-selectina, es una de las principales 

quimiocinas liberadas durante la activación plaquetaria e implicada en la 

infiltración leucocitaria (146, 147). En la Figura 14, se muestra como su 

análisis por ELISA detectó aumentos significativos en los pacientes con 

antecedentes de TVP con respecto al grupo control (pacientes; 517.9 ± 

15.55 pg/mL vs controles; 458.8 ± 13.84 pg/mL; p<0.05).  
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Figura 14. Niveles de PF-4/CXCL4 en plasma de pacientes con antecedentes de 

TVP y controles. Los niveles plasmáticos de PF4/CXCL4 se midieron por ELISA. 

Los resultados (pg/mL en el plasma) se muestran como las medias ± ESM de n=22-

23 experimentos.  *p<0,05 relativo a los valores del grupo control. 

   La endoglina/CD105, es una glicoproteína de membrana tipo I 

expresada principalmente por las células endoteliales (207). En la Figura 

15, se muestra como su análisis por ELISA detectó aumentos 

significativos en los pacientes con antecedentes de TVP con respecto al 

grupo control (pacientes; 3568 ± 159.6 pg/mL vs controles; 3181 ± 108.1 

pg/mL; p= 0,03). 
 

 
 

Figura 15. Niveles de Endoglina/CD105 en plasma de pacientes con antecedentes 

de TVP y controles. Los niveles plasmáticos de Endoglina/CD105 se midieron por 

ELISA. Los resultados (pg/mL en el plasma) se muestran como las medias ± ESM de 

n=22-23 experimentos.  *p<0.05 relativo a los valores del grupo control. 
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4.3.- ESTUDIO DE LA ADHESIVIDAD LEUCOCITARIA AL 

ENDOTELIO VASCULAR  
 

   Con el fin de estudiar las interacciones leucocito-endotelio in vitro, 

iniciamos los estudios con la cámara de flujo. Para ello se perfundió 

sangre entera de los pacientes con antecedentes de TVP y de los 

controles sobre HUAEC y HUVEC que habían sido estimuladas 

previamente durante 4 horas con TNFα (20 ng/mL) a una presión de 1 

dina/cm2 durante 5 min.  

   En la Figura 16, se muestra como tras la estimulación con TNFα hay un 

aumento significativo en la adhesión leucocitaria en HUAEC y en 

HUVEC en ambos grupos (p<0,05). Sin embargo, cabe destacar una 

mayor adhesividad de los leucocitos al territorio arterial con respecto al 

venoso en el grupo de pacientes (92.36 ± 20.256 vs 50.25 ± 9.571 

células/mm2, p<0,01) (Figuras 16A -16B) comparado con los controles 

en respuesta a TNFα. 
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Figura 16. Acumulación leucocitaria en HUAEC y HUVEC estimuladas con 

TNFα mediante el empleo de sangre entera de pacientes con antecedentes de 

TVP y controles. (A) HUAEC y (B) HUVEC se estimularon con TNFα (20 ng/mL) 

durante 4 h. La sangre entera de los pacientes y controles se perfundió sobre la 

monocapa de células endoteliales durante 5 min a una presión de 1 dina/cm2. Se 

cuantificó la adhesión leucocitaria. Los resultados se muestran como las medias ± 

ESM de n=22-23 experimentos. *p<0,05 relativo a los valores del vehículo++ p<0.01 

relativo a los valores del grupo estimulado con TNFα en los controles. 

4.4.- ESTUDIO DEL PAPEL DE LA FRACTALQUINA EN LA 

INFLAMACIÓN VASCULAR  

   Estudios previos han demostrado que TNFα induce la expresión en el 

endotelio vascular de la fractalquina (208). Además, se ha observado que 

dicha quimiocina participa en el reclutamiento de los leucocitos en el 

endotelio vascular en diferentes patologías cardiovasculares tales como la 

EPOC (209) y coronariopatías (210). Por ello, con el fin de evaluar el 

papel funcional de fractalquina en la interacción leucocito-endotelio en 

pacientes con antecedentes de TVP, 10 minutos antes de realizar el 

experimento, algunas placas estimuladas con TNFα (20 ng/mL) se 

incubaron con un anticuerpo neutralizante frente a fractalquina o con un 

B A 
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anticuerpo irrelevante control (MOPC-21). En la Figura 17, se muestra 

como el bloqueo de la función de la fractalquina disminuyó de forma 

significativa la adhesión leucocitaria inducida por TNFα en HUAEC en 

un 49 % en los pacientes (Figura 17A), mientras que en el grupo control 

no produjo ningún efecto. Por otro lado, la neutralización de la 

fractalquina en HUVEC no afectó significativamente la adhesión 

leucocitaria en ningún grupo de estudio (Figura 17B). 

 

                
Figura 17. Efecto de un anticuerpo neutralizante de fractalquina sobre la 

adhesión de leucocitos mononucleares humanos a HUAEC y HUVEC inducida 

por TNFα. (A) HUAEC y (B) HUVEC se estimularon con TNFα (20 ng/mL) durante 

4 h. Algunas células se pretrataron con un anticuerpo frente a fractalquina 10 min 

antes de la perfusión de la sangre. La sangre entera de los pacientes y controles se 

perfundió sobre la monocapa de células endoteliales durante 5 min a una presión de 1 

dina/cm2, y se cuantificó la adhesión leucocitaria. Los resultados se muestran como la 

media ± ESM de n= 22-23 experimentos. *p<0,05 relativo a los valores del vehículo. 

++ p<0.01 relativo a los valores del grupo estimulado con TNFα en los controles. 

p<0,05 relativo a los valores del grupo estimulado con TNFα en pacientes. 

   Se investigó en las células mononucleares circulantes la expresión del 

receptor de fractalquina CX3CR1. Sorprendentemente, en la población 

A B 
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de monocitos se detectó un aumento significativo en la expresión del 

receptor CX3CR1 en los pacientes respecto a los controles, que se 

evidenció en la intensidad media de fluorescencia (pacientes; 685.2 ± 

37.05 vs controles; 847 ± 62.4; p<0,05). Sin embargo, tras tratar las 

muestras con EDTA y provocar la disociación de plaquetas a los 

monocitos, no se observaron diferencias en la expresión de CX3CR1 

entre ambos grupos (pacientes; 415.7 ± 23.35 vs controles; 429.7 ± 

18.8; p= 0,64) (Figura 18).  

 

Figura 18. Expresión de CX3CR1 en monocitos de pacientes con antecedentes de 

TVP y controles analizados por citometría de flujo. El gráfico representa los 

valores de la media de intensidad de fluorescencia (MIF) de CX3CR1 en monocitos  

humanos. Se representa el valor medio ± ESM de n=22-23 experimentos. *p<0,05 

relativo a los valores en controles. 

   La expresión del receptor de fractalquina CX3CR1 en la población 

linfocitaria en sangre heparinizada fue similar en ambos grupos  

(pacientes 754.6 ± 98.72 vs controles; 655 ± 48.31; p= 0,34). Además, la 

expresión de CX3CR1 en linfocitos fue similar en ambos grupos cuando 

se incubó con EDTA (pacientes; 359.6 ± 44.47 vs controles; 318.7 ± 

9.83; p= 0,342) (Figura 19). 
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Figura 19. Expresión de CX3CR1 en linfocitos de pacientes con antecedentes de 

TVP y controles analizados por citometría de flujo. El gráfico representa los 

valores de la media de intensidad de fluorescencia (MIF) de CX3CR1 linfocitos 

humanos. Se representa el valor medio ± ESM de n=22-23 experimentos. *p<0,05 

relativo a los valores en controles. 

   Por otro lado, mediante análisis por citometría de flujo en sangre 

heparinizada se detectó un ligero aumento en la expresión del receptor de 

fractalquina (CX3CR1) en las plaquetas de pacientes con antecedentes de 

TVP respecto al grupo control sin alcanzar la significatividad estadística 

(pacientes; 344.7 ± 71.13 vs controles; 304.3 ± 41.73; p>0,05) (Figura 

20). 

 

Figura 20. Expresión de CX3CR1 en plaquetas de pacientes con antecedentes 

de TVP y controles analizados por citometría de flujo. El gráfico representa los 

valores de la media de intensidad de fluorescencia (MIF) de CX3CR1 en plaquetas 

humanas. Los resultados se muestran como la media ± ESM de n= 22-23 

experimentos.  
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4.5.- ESTUDIO DEL PAPEL DE LAS PLAQUETAS EN LA 

INFLAMACIÓN VASCULAR  
 

   Las plaquetas participan en la adhesión y reclutamiento de leucocitos al 

endotelio en diferentes patologías cardiovasculares (211). En nuestro 

estudio, el siguiente objetivo fue investigar la posible implicación de las 

plaquetas en la interacción leucocito-endotelio en los pacientes con 

antecedentes de TVP. Mediante el sistema de la cámara de flujo, se hizo 

pasar la sangre de pacientes o controles, pero en este caso había sido 

tratada con EDTA -ver metodología apartado 3.3.3- sobre las placas de 

HUAEC y HUVEC que habían sido estimuladas previamente durante 4 h 

con TNFα (el EDTA disocia la unión de plaquetas a leucocitos). En estas 

condiciones experimentales, en los pacientes se pudo detectar que el 

pretratamiento de la sangre con EDTA disminuyó drásticamente la 

adhesión leucocitaria al endotelio arterial (71,38% de inhibición) (Figura 

21A), comparado con la sangre no tratada (Figura 16 A), mientras que en 

los controles apenas se vio afectada. Por otro lado, en el endotelio venoso 

(HUVEC) no se observaron diferencias (Figura 21B).  
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Figura 21. Efecto de la disociación de la unión de plaquetas a leucocitos sobre la 

adhesión de leucocitaria en HUAEC y HUVEC inducida por TNFα en pacientes 

con antecedentes de TVP y controles. (A) HUAEC y (B) HUVEC se estimularon 

con TNFα (20 ng/mL) durante 4 h. Parte de la sangre de los pacientes y controles fue 

pretratada con EDTA (10 mM) y posteriormente se perfundió sobre la monocapa de 

células endoteliales durante 5 min. a una presión de 1 dina/cm2, y se cuantificó la 

adhesión leucocitaria. Los resultados se muestran como la media ± ESM de n=22-23 

experimentos. *p<0,05 relativo a los valores del vehículo. 

   A continuación, se analizaron las plaquetas con el fin de investigar el 

grado de activación plaquetaria en la sangre de los pacientes jóvenes con 

antecedentes de TVP mediante citometría de flujo. Tal y como se 

muestra la Figura 22, aunque no se alcanzó la significatividad estadística, 

se detecto una clara tendencia al aumento de la expresión por las 

plaquetas, del marcador PAC-1 (pacientes; 192.2 ± 43.7 vs controles; 

128.2 ± 32.29; p= 0,102) (Figura 22A), así como de P-selectina (CD62P) 

en pacientes con respecto al grupo control (pacientes; 174.2 ± 59.2 vs 

controles; 71.80 ± 13.94; p=0,1194) (Figura 22B). 
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Figura 22. Incremento de la expresión de  PAC-1 y de P-selectina en plaquetas 

de pacientes con antecedentes de TVP y controles analizados por citometría de 

flujo. Los resultados se muestran como la media ± ESM de n= 22-23 experimentos 

para PAC-1 (A) y P-selectina (CD62) (B).   

4.6.- ESTUDIO DEL PAPEL DE CXCL16 EN LA INFLAMACIÓN 

VASCULAR  
 

   Al igual que fractalquina, CXCL16 parece tener un papel dual como 

molécula de adhesión y factor quimiotáctico de leucocitos (172). 

Además, estudios recientes han demostrado que esta quimiocina esta 

implicada en la infiltración leucocitaria en diferentes enfermedades 

cardiovasculares (212). Sin embargo, su papel en la trombosis venosa no 

ha sido investigado hasta el momento. Por lo tanto, nuestro siguiente 

objetivo fue evaluar el posible papel funcional de CXCL16 en pacientes 

con antecedente trombótico llevando a cabo una aproximación 

experimental similar a la realizada anteriormente con la fractalquina.   

Mediante los estudios con la cámara de flujo, y con el fin de evaluar el 

papel de CXCL16 en la interacción leucocito-endotelio en los pacientes, 

10 minutos antes de realizar el experimento, algunas placas estimuladas 

con TNFα (20 ng/mL), se incubaron con un anticuerpo frente a CXCL16 
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y/o control (anticuerpo MOPC-21). En la Figura 23, se muestra como la 

estimulación con TNFα induce en ambos territorios un aumento 

significativo en la adhesión leucocitaria (p<0,05), observándose de nuevo 

un mayor aumento en dichas interacciones en HUAEC en el grupo de 

pacientes. En estos pacientes, el bloqueo de la función de CXCL16 no 

disminuyó de manera significativa la adhesión leucocitaria inducida por 

TNFα a nivel del territorio arterial (Figura 23A, p>0,05). La 

neutralización de CXCL16 en HUVEC tampoco afectó de forma 

significativa la adhesión leucocitaria en pacientes con TVP (Figura 23B, 

p>0,05).  
 

              
Figura 23. Efecto de un anticuerpo neutralizante de CXCL16 sobre la adhesión 

de leucocitos mononucleares humanos a HUAEC y HUVEC inducida por TNFα. 

(A) HUAEC y (B) HUVEC se estimularon con TNFα (20 ng/mL) durante 4 h. 

Algunas células se pretrataron con un anticuerpo frente a CXCL16 10 min antes de la 

perfusión de la sangre. La sangre entera de los pacientes y controles se perfundió 

sobre la monocapa de células endoteliales durante 5 min, a una presión de 1 dina/cm2, 

y se cuantificó la adhesión leucocitaria. Los resultados se muestran como la media ± 

ESM de n=22-23 experimentos. *p<0,05 ++p<0,01 relativo a los valores de vehículo. 

   El análisis por citometría de flujo de la población plaquetaria en sangre 

heparinizada, no detectó diferencias en la expresión de CXCL16 en los 

B A 
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individuos con antecedentes de TVP con respecto a los controles 

(pacientes; 99.29 ± 21.33 vs controles; 99,33 ± 17,41; p= 0,99) (Figura 

24A). Tampoco se observaron diferencias en la expresión de CXCR6 

entre pacientes respecto al grupo control (pacientes; 115.4 ± 20.13 vs 

controles; 91.65 ± 8.46; p= 0,25) (Figura 24B). 

 

                
Figura 24. Expresión de CXCL16 y CXCR6 en plaquetas de pacientes con 

antecedentes de TVP y controles por citometría de flujo. El gráfico representa los 

valores de  la media de intensidad de fluorescencia (MIF) de CXCL16 (A) y CXCR6 

(B). Se representa el valor medio ± ESM de n=22-23 experimentos.  

   Al realizar los estudios con cámara de flujo, de nuevo se observa que al 

pretratar la sangre con EDTA las interacciones inducidas por TNFα eran 

revertidas o disminuidas en HUAEC y HUVEC, y de manera más 

marcada en el grupo de pacientes con antecedentes de TVP con respecto 

al grupo control (Figura 25). Hay que destacar que cuando las células 

fueron incubadas con un anticuerpo neutralizante de la función de 

CXCL16 se observó una tendencia a la disminución en las interacciones 

leucocito-endotelio inducidas por TNFα en HUAEC (Figura 25A) y 

HUVEC (Figura 25B), sin embargo no se alcanzó la significatividad 

estadística en ningún grupo de estudio (p>0,05).  
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Figura 25. Efecto de la disociación de la unión de plaquetas a leucocitos sobre la 

adhesión de leucocitaria en HUAEC y HUVEC inducida por TNFα y tras la 

neutralización de CXCL16. (A) HUAEC y (B) HUVEC se estimularon con TNFα 

(20 ng/mL) durante 4 h. Algunas células se pretrataron con un anticuerpo frente a 

CXCL16 10 min antes de la perfusión de la sangre. Parte de la sangre  de los 

pacientes y controles fue pretratada con EDTA (10mM) y posteriormente se 

perfundió sobre la monocapa de células endoteliales durante 5 min, a una presión de 1 

dina/cm2, y se cuantificó la adhesión leucocitaria. Los resultados se muestran como la 

media ± ESM de n=22-23 experimentos. *p<0,05  relativo a los valores del vehículo. 

   El análisis por citometría de flujo de la población monocítica circulante 

no detectó diferencias significativas en la expresión CXCL16 entre los 

dos grupos en sangre heparinizada, si bien se observó un leve aumento en 

los pacientes aunque estadísticamente no fue significativo (pacientes; 

1839 ± 131.8 vs controles; 1699 ± 119.7; p= 0,435). Tras el tratamiento 

de las muestras con EDTA, la expresión disminuyó en ambos grupos 

(pacientes; 1457 ± 181.9 vs controles; 1182 ± 69.87; p= 0,15) (Figura 

26A). 

   En sangre heparinizada, la expresión de CXCR6 en monocitos fue 

similar en pacientes y controles (pacientes; 912 ± 89.08 vs controles; 

766.8 ± 78.43; p= 0,225). Tras el tratamiento con EDTA no se 

A B 



                                                                                                                   RESULTADOS  

 106 

observaron diferencias en la expresión de CXCR6 entre ambos grupos 

(Figura 26B). 

 

 
Figura 26. Expresión de CXCL16 y CXCR6 en monocitos de pacientes con 

antecedentes de TVP y controles analizados por citometría de flujo. El gráfico 

representa los valores de la media de intensidad de fluorescencia (MIF) CXCL16 (A)  

y CXCR6 (B) Se representa el valor medio ± ESM de n=22-23 experimentos.   

   El análisis por citometría de flujo de la población linfocitaria, en este 

caso no detectó diferencias en la expresión CXCL16 entre los individuos 

con antecedentes de TVP con respecto a los controles sanos en sangre 

heparinizada (pacientes; 619.9 ± 66.82 vs controles; 539.7 ± 61.52, p= 

0.43) (Figura 27A). No se observaron tampoco diferencias en la 

expresión de CXCR6 en los linfocitos entre ambos grupos (pacientes; 

475.8 ± 58.50 vs controles; 477.5 ± 59.8,  p= 0.98) (Figura 27B). 

   Al tratar las muestras con EDTA, hay una disminución más drástica en 

la expresión tanto de CXCL16 (pacientes; 211.9 ± 37.52 vs controles; 

186.6 ± 18.03 p= 0.528) (Figura 27A) como de su receptor CXCR6 

(pacientes; 224.4 ± 54.96 vs controles; 192.9 ± 27.51, p=0.586) (Figura 

27B) para ambos grupos. 
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Figura 27. Expresión de CXCL16 y CXCR6 en linfocitos de pacientes con 

antecedentes de TVP y controles analizado por citometría de flujo El gráfico 

representa los valores de la media de intensidad de fluorescencia (MIF) de CXCL16 

(A)  y CXCR6 (B). Se representa el valor medio ± ESM de n=22-23 experimentos.   
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   La enfermedad tromboembólica venosa es la patología vascular más 

frecuente en gente joven, con 70 casos por cada 100.000 habitantes/año 

(3). En los últimos años se ha visto asociada al desarrollo de patología 

arterial, lo que aumenta aún más su morbimortalidad con una amplia 

repercusión socioeconómica (2). Este hecho ha sido objeto de diferentes 

estudios, sin que los mecanismos por los cuales se produce esta 

asociación entre patología venosa y arterial hayan sido del todo 

elucidados, sugiriéndose una etiopatogenia común principalmente basada 

en el estado inflamatorio que subyace en ambas patologías. Por ello, el 

objetivo del presente trabajo lo ha constituido el estudio de la 

inflamación vascular asociada a la trombosis venosa, centrándonos en 

diferentes mecanismos que hasta la fecha no han sido investigados; el 

papel de las quimiocinas fractalquina/CX3CL1, CXCL16 y la posible 

implicación de las plaquetas.  

     Para llevar a cabo el presente trabajo de Tesis doctoral se han 

seleccionado pacientes jóvenes que hubieran presentado un episodio de 

trombosis venosa profunda en los últimos cinco años y que además, no 

estuvieran bajo terapia anticoagulante ni antiagregante en el momento del 

estudio o en un periodo previo de seis meses. Esta selección de pacientes 

es novedosa en cuanto a la relación arterio-venosa, ya que en los estudios 

publicados siempre se han valorado pacientes de mayor edad y con 

factores de riesgo arteriales. Así mismo, la causa de la trombosis debía 

ser idiopática, para evitar la repercusión de comorbilidades y otros 

factores secundarios en la reactividad endotelial. Por lo tanto, se 

excluyeron aquellos pacientes que presentaban trombofília congénita y/o 

anticuerpos antifosfolípido positivos, enfermedades malignas, mujeres 

embarazadas, mujeres con tratamiento anovulatorio, o bien sujetos 
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obesos. Paralelamente, se ha estudiado un grupo control de voluntarios 

sanos con en el mismo rango de edad y género que los pacientes. 

     En primer lugar, con el fin de determinar el grado de afectación 

arterial subclínica, a los sujetos del estudio se les realizó una ecografía 

carotídea. La ecografía carotídea (determinación del grosor íntima-media 

carotídea mayor de 0,8 mm e identificación de placas de ateroma) es una 

técnica validada para evaluar la ateroesclerosis sistémica, donde los 

hallazgos asociados a un aumento de grosor de la íntima-media carotídea 

se correlacionan con ateroesclerosis coronaria valorada por angiografía y 

por ecografía intravascular (213). Es por tanto, una técnica que nos 

aporta amplia información del daño arterial precoz en estos pacientes 

jóvenes. 

     Se han determinado los niveles plasmáticos de nuevos marcadores de 

inflamación asociados al proceso de disfunción endotelial en estos 

pacientes, con el fin de conocer si existe un estado proinflamatorio en 

ellos y un mayor riesgo asociado de sufrir eventos cardiovasculares. En 

el presente estudio, nos hemos centrado principalmente en dos 

quimiocinas que participan y tienen un papel esencial en el proceso de 

reclutamiento e infiltración leucocitaria en el endotelio vascular, la 

fractalquina/CX3CL1 y CXCL16. Estos marcadores, han sido objeto de 

estudio en diferentes patologías cardiovasculares en investigaciones 

previas, sin embargo, hasta la fecha no han sido investigados en la 

trombosis venosa idiopática en pacientes jóvenes. Ambas quimiocinas 

presentan características semejantes ya que tienen un papel dual actuando 

como quimioatrayentes y moléculas de adhesión de células que  expresan 

su receptor, CX3CR1 y CXCR6 respectivamente. La quimiocina 

fractalquina, ha demostrado desempeñar un papel importante en el 

proceso de ateroesclerosis y fisiopatología cardiovascular (170, 172). Del 
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mismo modo, la quimiocina CXCL16 actúa también como receptor de 

lipoproteínas de baja densidad (214), por lo que algunos estudios la 

describen como un posible marcador asociado a la inflamación y a la 

progresión de la aterosclerosis coronaria (179, 212). Por otro lado, 

teniendo en cuenta el importante papel que ejercen las plaquetas en la 

respuesta inflamatoria, se han medido dos moléculas liberadas durante su 

activación, la P-selectina y el factor plaquetar-4 (PF-4/CXCL4) (215). La 

P-selectina es una molécula de adhesión celular expuesta en la superficie 

del endotelio y de las plaquetas activadas, que se une a su ligando PSGL-

1 (P-selectinglycoprotein ligand-1) (216, 217), a través del cual, tienen 

lugar las interacciones leucocito-plaqueta durante la inflamación. Ejerce 

un papel importante durante la aterogénesis, donde el reclutamiento 

leucocitario en el trombo arterial es dependiente de la expresión de P-

selectina por la plaqueta (218). El PF-4/CXCL4 además de desempeñar 

una función quimiotáctica sobre los leucocitos, es capaz de inducir la 

diferenciación de monocitos a macrófagos debido a su capacidad para 

captar lipoproteínas favoreciendo así la aterogénesis (146, 147). Esta 

quimiocina induce un fenotipo de macrófago denominado “M4” los 

cuales se han visto asociados recientemente a la presencia de placas de 

ateroma inestables (219). También se han analizado los niveles 

circulantes de endoglina/CD105, que es expresada principalmente en la 

superficie de las células endotaliales de la vasculatura. Esta implicada en 

procesos tales como la angiogénesis y remodelación vascular (220, 221), 

además de ser capaz de regular la infiltración leucocitaria durante la 

respuesta inflamatoria (222).  

     Tras determinar los niveles de los diferentes marcadores de 

inflamación, se han realizado estudios funcionales mediante el empleo de 

la cámara de flujo o “flow chamber” in vitro. Esta técnica presenta la 
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ventaja de que nos permite visualizar la adhesión de las células 

sanguíneas al endotelio vascular bajo condiciones dinámicas de flujo. 

Además, se pueden cuantificar estos eventos al poder procesar las 

imágenes detenidamente. En estos estudio se hace pasar la sangre de los 

sujetos sobre una monocapa de células endoteliales que han sido 

estimuladas previamente con un factor proinflamatorio, en este caso 

TNFα, permitiéndonos evaluar las interacciones de los leucocitos con las 

células endoteliales humanas y por tanto, el grado de respuesta 

inflamatoria. Otra ventaja de esta técnica es que nos permite mimetizar 

las condiciones dinámicas de flujo fisiológicas, de hecho, las condiciones 

de flujo empleadas durante el experimento (1 dina/cm2) se asemejan en 

mayor medida al flujo arterial enlentecido que se da en ramificaciones y 

curvaturas donde tienen lugar los procesos de adhesión leucocitaria y por 

consiguiente, existe mayor predisposición al desarrollo de lesiones 

ateroscleróticas. También nos permite estudiar la implicación de las 

plaquetas y mediante el empleo de anticuerpos monoclonales, estudiar 

los mecanismos por los cuales ocurren estas interacciones. Para analizar 

la expresión de los diferentes marcadores de inflamación en las plaquetas 

y en las diferentes subpoblaciones leucocitarias, se ha utilizado la 

citometría de flujo, investigando, por tanto, la implicación de los 

diferentes elementos celulares en la respuesta inflamatoria (223). Las 

ventajas que proporciona la citometría de flujo frente a otros métodos 

incluyen la objetividad, elevada sensibilidad y velocidad de análisis, así 

como la posibilidad de realizar mediciones simultáneas sobre una sola 

célula.  
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     En el estudio comparativo de las características antropométricas de los 

pacientes y los controles, se observó que a pesar de ser sujetos con 

edades similares y sin comorbilidades ni factores de riesgo conocidos, los 

pacientes con antecedente trombótico presentan un discreto aumento del 

peso, IMC, circunferencia de cintura y cadera y presión arterial. Aunque 

estos resultados no alcanzaron la significatividad estadística, sí que 

indican una tendencia al desarrollo de factores de riesgo cardiovascular 

clásicos como ya se ha demostrado en anteriores trabajos, donde se han 

relacionado con la presencia de enfermedad tromboembólica venosa (46). 

Esta asociación entre ambas patologías ha quedado manifiesta en 

diferentes estudios que demuestran una mayor prevalencia de 

ateroesclerosis subclínica en pacientes con trombosis venosa (75, 79, 

224, 225). Prandoni y col. en el año 2003, fueron los primeros en 

observar esta asociación al realizar en una cohorte de 299 pacientes con 

diagnóstico de TVP y 150 controles una ecografía carotídea que 

mostraba la presencia de placas de ateroma en más de 112 pacientes 

frente a 48 en el grupo control. Además, dentro del grupo de pacientes el 

número de placas era superior cuando las trombosis eran de origen 

idiopático. Jezovnik y col. años más tarde (2010), y con un número 

menor de pacientes, 47 frente a 44 controles, observan de nuevo un 

mayor grosor de la íntima-media carotídea en los pacientes con 

antecedente trombótico, lo que coincide con nuestras observaciones. 

Recientemente, todos estos estudios han sido corroborados por Milan y 

col. (2014), concluyendo de nuevo una fuerte asociación entre ambas 

patologías, principalmente para las trombosis de origen idiopático. Así 

también, se han detectado más calcificaciones a nivel de las arterias 

coronarias (51) y afectación arterial periférica (80) en estos pacientes. Sin 

embargo, cabe destacar, que estos trabajos caso-control realizados hasta 
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la fecha incluyen pacientes de mayor edad no exentos de factores de 

riesgo cardiovascular, lo que justificaría, en parte, la presencia de un 

mayor grosor de la íntima-media carotídea observado, así como de placas 

de ateroma (79). Por tanto, en el presente estudio por primera vez se 

demuestra que los sujetos con antecedentes de TVP idiopática presentan 

un mayor grosor de la íntima-media carotídea, aunque éste no llegue a ser 

significativa de ateroesclerosis subclínica.  

     Estas diferencias observadas a nivel carotídeo podrían estar 

relacionadas con el leve aumento en el perfil lipídico observado en los 

pacientes, principalmente relacionado con los niveles de LDL, 

significativamente superiores en los pacientes con respecto a los 

controles. Los resultados obtenidos en nuestro estudio podrían estar en 

línea con investigaciones previas, donde se ha demostrado la presencia de 

dislipemia con el desarrollo de trombosis idiopática (65, 66, 226), 

demostrándose un aumento en los niveles de LDL (227). En este sentido, 

en un estudio retrospectivo descriptivo realizado en 313 pacientes con 

historia de enfermedad tromboembólica, los niveles elevados de LDL (> 

180 mg/dL) se asociaban a una mayor recurrencia de trombosis y así 

mismo, a un mayor desarrollo de síndrome postrombótico y de patología 

arterioesclerótica (228). Por lo tanto, estos hallazgos nos indican que 

podría existir una afectación arterial temprana la cual puede predisponer 

al desarrollo de eventos cardiovasculares en los pacientes jóvenes con 

antecedentes de TVP.  

     Otro hallazgo importante en este estudio fue el incremento de los 

niveles plasmáticos de la quimiocina fractalquina/ CX3CL1  así como de 

su receptor CX3CR1 en los pacientes con antecedentes de TVP 

idiopática. Este aumento en los niveles de fractalquina también ha sido 

observado en otras enfermedades que comparten disfunción endotelial e 
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inflamación vascular tales como la esclerosis sistémica (229), 

coronariopatías (210, 230, 231), enfermedades autoinmunes como el 

lupus eritematoso sistémico o la artritis reumatoide, y las vasculitis 

sistémicas (232-234). Además, en las enfermedades coronarias los 

niveles plasmáticos de fractalquina se han relacionado con un peor 

pronóstico (230), siendo para algunos autores un marcador de 

vulnerabilidad de rotura de la placa ateroesclerótica (235). Otros trabajos 

han demostrado que  la mutación en el receptor de la fractalquina 

(CX3CR1-M280), se traduce en un defecto de adhesión y actividad 

quimiotáctica (236, 237).  A partir de nuestros resultados, el incremento 

del eje fractalquina/CX3CR1 que observamos podría indicar un cierto 

grado de inflamación sistémica y relacionarse con el mayor desarrollo de 

eventos cardiovasculares en los pacientes con antecedentes de TVP. Esta 

asociación plausible la corroboramos al analizar otros parámetros de 

activación leucocitaria, plaquetaria y endotelial.  

     De manera similar, los niveles de CXCL16 están elevados en los 

pacientes con antecedentes de trombosis venosa profunda. Esta 

quimiocina se ha detectado en las placas ateroescleróticas (177-180, 238) 

y en el plasma de pacientes con patologías coronarias, con un peor 

pronóstico de la enfermedad (239, 240). Además, en otras enfermedades 

sistémicas con base inflamatoria tales como el lupus eritematoso 

sistémico, elevadas concentraciones plasmáticas de CXCL16 se han 

relacionado con la progresión de la enfermedad y la aparición de 

complicaciones cardiovasculares (241). 

     La P-selectina soluble se ha propuesto no solo como un marcador de 

inflamación o activación plaquetaria, sino como un inductor directo de la 

actividad procoagulante asociada con la enfermedad vascular y 

trombótica (242). Se encuentra elevada en diferentes patologías 
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cardiovasculares (243-245), demostrándose en modelos animales que 

participa en la formación y desarrollo de la placa ateroesclerótica (201, 

246). En estudios previos se han detectado niveles elevados de P-

selectina en pacientes con antecedentes de trombosis venosa (247-253). 

En dichos trabajos, la P-selectina era medida tras el episodio agudo de 

trombosis, en cambio en el presente estudio se detecta elevada incluso 

años después, lo cual corrobora el estado inflamatorio que presentan 

estos pacientes. Cabe destacar, que elevados niveles de P-selectina 

soluble se han relacionado con la recurrencia de trombosis (254, 255) y 

con una mayor presencia de eventos trombóticos en pacientes con cáncer 

(255, 256).  

    El PF-4/CXCL4 es una quimiocina que se libera de forma abundante 

tras la activación plaquetaria desde los gránulos α, al igual que la P-

selectina (215), contribuyendo a la atracción de monocitos al foco 

inflamatorio. Se han descrito niveles elevados en placas ateroescleróticas 

(257) y en plasma de pacientes con infarto agudo de miocardio (258). 

Teniendo en cuenta el papel aterogénico de PF4/CXCL4, y que sus 

niveles están aumentados en los pacientes con antecedentes de TVP,  

dicha quimiocinas podría establecerse como un posible marcador de 

riesgo cardiovascular asociado a estos pacientes.  

     La endoglina/CD105 se expresa principalmente en la superficie de 

células endoteliales que integran la vasculatura, siendo considerada un 

marcador de disfunción endotelial (160). En nuestro estudio se detectan 

niveles elevados de endoglina en los pacientes con antecendetes de TVP 

respecto a los controles. Estudios previos también han demostrado que 

dicho marcador esta elevado en patologías tales como la ateroesclerosis 

(259), la pre-eclampsia (260), dislipemias (261), diabetes mellitus o en la 

hipertension (262).  
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     La disfunción endotelial es la que conduce a un fenotipo 

proinflamatorio y protrombótico que conlleva a la adhesión y posterior 

migración leucocitaria (263), con el consiguiente aumento de las 

diferentes quimiocinas involucradas durante la respuesta inflamatoria. 

Estos eventos están directamente relacionados con el inicio de la 

formación de lesiones ateroscleróticas y el desarrollo de la trombosis 

venosa (101, 102). Por tanto, con el fin de analizar el comportamiento de 

los leucocitos humanos de paciente con antecedentes de TVP, se utilizó 

un modelo de flujo dinámico in vitro que nos permitió estudiar las 

interacciones de los leucocitos con las células endoteliales estimuladas  o 

no con TNF. Sorprendentemente, al perfundir la sangre a través de la 

monocapa de células endoteliales se detectaron diferencias marcadas y 

significativas en la adhesión leucocitaria entre ambos grupos. De hecho, 

se observó una mayor adhesión en los pacientes con respecto a los 

controles, por tanto, una mayor respuesta inflamatoria. Además, hay que 

destacar que esta adhesividad fue significativamente mayor en el 

territorio arterial que en el venoso. Este hallazgo es relevante si tenemos 

en cuenta que son pacientes que han presentado una patología venosa y 

no arterial. Quizá una explicación plausible sea el hecho de que en el 

desarrollo de la trombosis venosa se necesita la suma de varios factores 

para poner en marcha el proceso de coagulación.  

     El TNFα es una citoquina que a través de la activación del factor 

transcripcional NF-kB, aumenta la expresión de fractalquina en células 

endoteliales (172, 264-267). Estudios recientes han demostrado que su 

silenciamiento a nivel arterial se asocia a una disminución en la 

expresión de fractalquina y en las interacciones leucocito-endotelio 

(209). En los pacientes con antecedentes de TVP se demuestra que la 

fractalquina desempeña un papel relevante, ya que al neutralizar su 
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acción mediante un anticuerpo monoclonal, la adhesión de leucocitos al 

endotelio arterial disminuye de manera considerable ( 49% inhibición), 

mientras que la adhesión al endotelio venoso no se ve afectada. Estas 

observaciones sugieren por tanto, que la fractalquina parece participar 

más activamente en la inflamación arterial que en la venosa inducida por 

la exposición a TNF en estos pacientes, lo que podría explicarse, en 

parte, por la mayor expresión de esta quimiocina en este territorio (265, 

268). Nuestros resultados además, están en concordancia con varios 

estudios recientes realizados por nuestro grupo en los que se ha 

demostrado el papel relevante de la fractalquina en la acumulación 

selectiva de leucocitos mononucleares en las arteriolas inducida por el 

péptido del sistema renina angiotensina (SRA), angiotensina II (268). 

Además, en otro estudio se observó que la fractalquina media la adhesión 

selectiva de leucocitos mononucleares al endotelio arterial en pacientes 

con enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC) (209). A nivel 

venoso, en cambio, suponemos la fractalquina actuaría en combinación 

con otros mediadores inflamatorios.  

     La quimiocina CXCL16, al igual que fractalquina, tiene un papel dual 

como molécula de adhesión y factor quimiotáctico de leucocitos que 

expresan su receptor CXCR6 (172,181) e igualmente, su expresión es 

inducida por citoquinas inflamatorias como TNF (183). Pero a 

diferencia de la fractalquina, y a pesar de que sus niveles están también 

más elevados, CXCL16 parece no desempeñar un papel tan relevante en 

la respuesta inflamatoria de estos pacientes, dado que la neutralización de 

su función no disminuyó las interacciones leucocito-endotelio en el 

territorio arterial ni tampoco en el venoso. Además, el análisis por 

citometría de flujo no detectó diferencias en la expresión de CXCL16 y 
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de su receptor CXCR6 entre pacientes y controles en los diferentes 

subtipos leucocitarios. 

     Tal y como hemos descrito previamente, el papel funcional de 

fractalquina en la adhesividad arterial se correlaciona con un aumento de 

la misma en los niveles circulantes y también en la expresión de su 

receptor CX3CR1 en los monocitos de los pacientes. La fractalquina 

unida a la membrana de las células endoteliales captura leucocitos a 

través de su receptor CX3CR1, pero a través de él también interactúa con 

las plaquetas, activándolas y favoreciendo su adhesión al endotelio y su 

desgranulación con la expresión de P-selectina. Esta demostrada la 

asociación entre cierto grado de activación plaquetaria con un incremento 

en el desarrollo de enfermedad tromboembólica y morbilidad 

cardiovascular (269-271). En este sentido, los resultados obtenidos en el 

presente estudio muestran la existencia de cierto grado de activación 

plaquetaria (niveles de expresión de PAC-1 y P-selectina) en estos 

pacientes. Es probable, que estas diferencias pudieran llegar a ser 

significativas si se llevara a cabo un estudio con un mayor número de 

pacientes, de hecho actualmente se están reclutando mas pacientes para 

ampliar este estudio. 

     Las plaquetas participan y tiene un papel esencial en el reclutamiento y 

adhesión leucocitaria al endotelio. Su implicación en estos eventos ha 

quedado demostrada mediante la detección de agregados plaqueta-leucocito 

circulantes y/o adheridos en el endotelio vascular en diversas patologías 

(101,263, 272-275). Los complejos leucocito-plaqueta, especialmente los 

complejos monocito-plaqueta, tienen propiedades trombogénicas. Así, el 

monocito, tras activarse, tiene la capacidad de sintetizar y liberar factor 

tisular que, como es conocido, es la primera proteína que interviene en la 

activación de la cascada de la coagulación a partir de la vía extrínseca (276, 
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277). Pero, además, las plaquetas, que están en íntimo contacto a estos 

complejos, pueden aportar la superficie pro-coagulante necesaria para que 

se desarrolle la coagulación. Estudios previos han descrito un incremento 

en el porcentaje de complejos leucocito-plaqueta circulantes en los 

pacientes con trombosis venosa (278-280). 

     En el presente estudio, los resultados muestran que en las condiciones 

en la que se disoció la unión de la plaqueta al leucocito (incubación con 

EDTA), la mayor adhesividad leucocitaria observada en el endotelio 

arterial en los pacientes disminuyó drásticamente (71,38% inhibición). 

Estos  hallazgos, claramente nos sugieren la posible implicación de las 

plaquetas en el diferente comportamiento y mayor adhesividad leucocitaria 

al territorio arterial. 

      Tal y como hemos descrito anteriormente, también se observó una 

mayor expresión del receptor de fractalquina CX3CR1 en los monocitos 

circulantes de los pacientes con respecto a los controles. Sin embargo, 

cuando la sangre se incubó con EDTA no se detectaron diferencias en la 

expresión de CX3CR1 entre ambos grupos de estudio. Estos resultados por 

tanto, parecen indicar que sean las plaquetas adheridas a la superficie 

monocítica las responsables de la mayor expresión del receptor CX3CR1 y 

de su mayor adhesividad al endotelio arterial observada en los pacientes 

con antecedentes de TVP. Estos hallazgos son relevantes si tenemos en 

cuenta que en el desarrollo de la placa ateroesclerótica son los agregados 

plaqueta-monocito los que facilitan la migración de monocitos al espacio 

subendotelial, donde capturan las LDL oxidadas, se transforman en 

macrófagos, y atraen más leucocitos al foco ateroesclerótico ampliando así 

la respuesta inflamatoria (102, 103).  

     En resumen, hemos observado que los pacientes jóvenes con 

antecedentes de TVP idiopática presentan un bajo grado de inflamación 
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sistémica que se podría manifestar a nivel arterial, siendo por tanto más 

propensos al desarrollo y formación de lesiones ateroescleróticas. Este 

estado inflamatorio se caracteriza por un aumento en los niveles 

plasmáticos de diferentes quimiocinas, así como en un aumento en la 

adhesividad leucocitaria, donde la fractalquina parece desempeñar un papel 

fundamental. Por tanto, la fractalquina y su receptor, podrían ser potentes 

dianas terapéuticas en la prevención o tratamiento del riesgo cardiovascular 

asociado a la trombosis venosa. 

     En conclusión, los pacientes con antecedentes de TVP parecen tener un 

mayor riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular del territorio arterial, 

siendo el nexo de unión entre ambas patologías la presencia de 

hiperactividad de mecanismos proinflamatorios, en donde la fractalquina 

parece tener un papel importante. Desde el punto de vista clínico, si estos 

pacientes requieren de una intervención con el fin de prevenir el mayor 

desarrollo de alteraciones cardiovasculares, es una hipótesis que deberá ser 

corroborada en estudios prospectivos futuros.  

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



      

 124 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



      

 125 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
6. CONCLUSIONES 

 



      

 126 

 



                                                                                                             CONCLUSIONES  

 127 

1.- En pacientes jóvenes con antecedentes de trombosis venosa profunda 

idiopática se observa un aumento en el grosor de la íntima-media 

carotídea, lo que podría indicar un estado de arterioesclerosis subclínica.   

 

2.- La asociación entre patología arterial y venosa observada en estos 

pacientes podría ser consecuencia de un bajo grado de inflamación 

sistémica, detectado por el aumento en el plasma de diferentes 

mediadores inflamatorios.  

 

3.- El estado proinflamatorio en estos pacientes se manifiesta además por 

el aumento en la adhesividad leucocitaria al endotelio arterial en 

respuesta a TNF. 

 

4.- La quimiocina fractalquina parece desempeñar un papel funcional en 

la mayor adhesividad leucocitaria al endotelio arterial observada en estos 

pacientes. 

 

5.- La interacción plaqueta-monocito-endotelio parece ser la responsable 

de la mayor adhesión leucocitaria observada a nivel arterial en los 

pacientes con antecedentes de trombosis venos profunda idiopática.  
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6.- La quimiocina CXCL16 no está implicada en la interacción leucocito-

endotelio observada en estos pacientes. 

 

7.- El eje fractalquina/CX3CR1, podría establecerse como una nueva 

diana terapéutica en la prevención o tratamiento del riesgo cardiovascular 

asociado a la trombosis venosa.  

 

     Dada la presencia de un mayor riesgo de patología arterial en los 

pacientes con antecedentes de trombosis venosa profunda, sería necesario 

un seguimiento estrecho posterior de los diferentes factores de riesgo 

cardiovascular. Si es necesaria una intervención terapéutica con el fin de 

prevenir el mayor desarrollo de alteraciones cardiovasculares, es una 

hipótesis que deberá ser corroborada en estudios prospectivos futuros.  
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