UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA
UNIDAD IZTAPALAPA

Casa abierta al tiempo

PARTICIPACION DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO EN LA
PROLIFERACION DE LAS CELULAS DE MUSCULO LISO DE AORTA DE UN
MODELO DE SINDROME METABOLICO

TESIS

Que para obtener el grado de Doctora en Ciencias Bioldgicas y de la Salud

PRESENTA

M. en Biol. Exp. Ocarol L6pez Acosta

Comité Tutoral:
¢+ Dr. Francisco Javier Alarcon Aguilar
Departamento de Ciencias de la Salud

Universidad Auténoma Metropolitana Unidad Iztapalapa

% Dr. Mohammed EI Hafidi Bentlakder
Departamento de Biomedicina Cardiovascular
Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez

+ Dra. Angélica Ruiz Ramirez
Departamento de Biomedicina Cardiovascular

Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez

Ciudad de México, diciembre de 2019



“El Programa de Doctorado en Ciencias Bioldogicas y de la Salud de la
Universidad Autonoma Metropolitana pertenece al Programa Nacional de
Posgrados de Calidad (PNPC) del CONACYyT, en el Nivel Consolidado y cuenta
con el apoyo del mismo Consejo a través del convenio PFP-20-93”

Numero de registro de la beca otorgada por CONACyT: 284105

Este trabajo fue apoyado parcialmente por el proyecto N° 185450 del CONACyYT y
por el Instituto de Ciencia y Tecnologia del Distrito Federal (ICyTDF), por el proyecto

N° PICDS08-67; Responsable técnico: Dr. Mohammed El Hafidi Bentlakder



El jurado designado por la Comisién Académica del Doctorado en Ciencias
Biolégicas y de la Salud de la Universidad Auténoma Metropolitana aprob6 la Tesis
titulada:

Participacion de las especies reactivas de oxigeno en la proliferacion de las células

de masculo liso de aorta de un modelo de sindrome metabdlico”, que presento:

Ocarol Lopez Acosta

El dia 9 de diciembre de 2019.

Jurado de examen: //// y‘

Presidente: Dr. Francisco Javier Alarcon Aguilar
Departamento de Ciencias de Salud
Universidad Auténoma Metropolitana

Secretaria: Dra. Angélica Ruiz Ramirez
Departamento de Biomedicina Cardiovascular
Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez’

Vocal: Dr. Mohammed El Hafidi Bentlakder
Departamento de Biomedicina Cardiovascular
Instituto Nacional de Cardiologla “Ignacio Chavez’

Vocal: Dra. Maria de los Angeles Fortis Barrera

Departamento de Ciencias de Salud
Universidad Autonoma Metropolitana

Vocal: Dra. Rebeca LopeZ Marure —

Departamento de Fisiologia

Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez’



A\ ACTA DE DISERTACION PUBLICA

Casa abierta ol tizmpo
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA o
Matricula: 2153804394

r o "
Participacidén de espaecies
readctivas de oxigenc en la En ila  Ciudad  de México, 3se presentaron a ‘las 11:00 horas
proliferacidén de l1as células del die 9 /del mes de dicismbrei del affo 2019 en la'Unidad
de musculo liso de aorta de Iztapalapa de la Universidad Auténoma Metrepolizana, los

un modelo de sindrome suscritos miembros del jurade:
metazbolico.
DR. FRANCISCO JAVIER ALARCON AGUILAR
DRA. MARIA OB LOS ANGELES FCRTIS BAREKERA
DR. MOHAMMED EL HAF1DI BENTLAKDER

DRZ . REBECA LOPEZ MARURE

DRA. ANGELICA RUIZ RAMIREZ

Bajo-la Presidencia del praimero Y . con-caracter de
[ Secrevaria la Gltima, se reunieron a la presentaciodon de la

Disertacidén Pibiica cuva  denominacién agparece.al-margen,
para la cbtencidn del grado de:

DQCTCRA EN CIENCIAS 3IQ0Z0GICAS Y DE LA SALUD

DE: CCAROL. LOPEZ ACCSTA

y de acuerde con el articule 78 fraccién IV del Reglamento
de Estudiocs Supericres de la Universidad Autdnoma
Metrocpolitana, 109 miembros del jurado resolvieron:

Z..7 OCAROL LOPEZACOSTA
; ALUNNA
.
1 WA AVIE B A WA AT
Actorcontinue, el  ‘presidente ~del  jurado  comunicéd a la
interesada el resultado: de la  evaluacién y, en  caso
aprobaterio, le fue ‘tomada la protesta.
\ o L
- ~ )
PRESIDENTE f VOCAL
b &
DR. FRANCISCC JAVIER ALARCON AGUILAR DRA. MARIA DE LOS ANGELES FORTIS
BARRERA
\ > . it .
VOCAL SECRETARIA
Peepldeo, z
DR. MOHA| ECL HAFIDI BENTLAKDER DRA. ANGELICA RUIZ RAMIREZ
J J




Agradecimientos

Al Posgrado de Ciencias Biolédgicas y de la Salud de la Universidad Autbnoma

Metropolitana

Al CONACYT por la beca otorgada N° 284105

Al departamento de Biomedicina Cardiovascular del Instituto Nacional de

Cardiologia “Ignacio Chavez” donde se realiz6 este proyecto



Agradecimientos
A mi comité tutoral integrado por el Dr. Mohammed EI Hafidi Bentlakder, el Dr.
Francisco Javier Alarcon Aguilar y la Dra. Angélica Ruiz Ramirez, gracias por su

tiempo, consejos y por compartir sus conocimientos.

A la Dra. Rebeca Lopez Marure y a la Dra. Maria de los Angeles Fortis Barrera

gracias por sus observaciones.

Al Dr. Vicente Castrejon Téllez por sus consejos y apoyo.



Dedicatorias

A mi familia por su apoyo y carifio, en especial a mi hijo Diego Mateo por ser mi

motivacion mas grande.

A la Dra. Angélica Ruiz Ramirez porque ademas de ser mi tutora, es mi amiga y

siempre me brindd su apoyo incondicional.

A cada uno de mis amigos por Sus Consejos y apoyo.



INDICE

1. Abreviaturas y Simbolos ........ccccoiiiiiii 1
70 &= =1 Ty 1T o 5
K TS 11 14y - T/ 7
4. INtrodUCCION ....cveeiiiiii s ——— 9
5. Sindrome metabolico (SM) ... e 10
6. Enfermedades cardiovasculares ............ccociviiiiiiiiiiiniin e 12
G T o =T (=T 0 ] o o 13
G N (= 0 =Y o =T o 1= PP 14
6.3 1SQUEMIA CANTIACA urereererrinrinraeraernsrsasasaa s ranrasaasanransanansanrannaennnsnnrns 15
7. Especies reactivas de oxigeno (ERO) ..........ccoviiiiiiiiiiiiiiiic e 16
8. ERO y enfermedades cardiovasculares .............ccceviiiiiiiiiiniinisiascnscnnnnnn. 18
8.1 NADPH OXiOAS@ terrururununnnnnneinrnrnrrnresarssassasssa s sasasasnseensss s srnssannneees 19
8.2 La mitocondria como fuente de ERO .....oeveieiiiiiiiii i 21
9. Lageneracionde EROenelSM ... e 23
10. Células de musculo liso vascular (CMLV) ........ccociiiiiiiiiiiiirce e, 28
10.1 Papel de las CMLV en el tono vasCUlar ....ccccvveeiiieeverirercrceneneeenmenaens 29

10.2 ERO y proliferacion de las CMLV ...ciuieiiiiiiiiiiericrceveerreesenmnsneeneneas 32



10.3 Alteracion en el fenotipo de las CMLV en enfermedades cardiovasculares

............................................................................................................ 33
10.3.1 HIperteNSION cuueueeieieieieiii i s s s s s s s s s s s s s s s s e e e e nans 34
10.3.2 AtErOSCIEIrOSIS ...uuuiuiiiieiiiii i 34
10.3.3 REStENOSIS ..cuvueiuiiiieiiiiiirii s 35
11. Posibles mecanismos de ERO en la proliferacion de las CMLV ............ 35
I3 0 O 1 o] o) ¢ = R 36
D N QY (=T o] =T 0 T R 37
12.1 SMY 1S CMLYV ereiiiieiiri e rre st s s s s s s s s s s s s e s s s n s s e nnannnns 37
12.2 MOAEIOS A8 SM cereeieieiiiii s s r e e s 38

5= (20 1= 39
IR T LU= 1 o= Y] ' 1 o 41
0 o 1T o ) (=] PP 42
15. ODjJetivVo gENETAl c.iuiuiiiieiiiiiii i s s 42
16. ObjetivoS PArtiCUIAIES .oiuiieiiiieirrierr s s s s s s s s s e e na e 42
A\ 1= o Yo Fo ] o T | = NP 43
17.1 Modelo experimental de SM .....cciiiii i rr v e ees 43
17.2 Analisis de AGL, TG, glucosa, insulinay leptina ....c.ccceeeviririnnnneeiiiiinane 43



17.3 Determinacion de 1atensSion arterial wevvveeeeeeeverviiieerrrriisnnnnnemrnennnendd
17.4 Cultivo primario de 1aS CMLV ...ieiiiiiiiiiciivciscreeresv s e s ran s s e enn e 45
17.5 Proliferacion COIUIAN ettt e e i e i e e e e rarnnne s s esaannnnnrnnnnereenns 45

17.6 Participacion de las ERO en la proliferacion de las CMLV (inhibicién de

las fuentes de ERO: NADPH oxidasay scavengers de O2) cccceveviecreernnnnnninns 46
17.7 Andlisis de proteinas marcadoras de fenotipo contractil .......ccceeevnenenne. a7
17.7.1 Obtencion de proteinatotal .....ceieeeeeieieiiir v 47
17.7.2WeStern DIOt v s 47
17.8 Analisis delageneracion de ERO .....ceiiiiiiic i v e e e e 48
17.9 ANAliSiS €StAdiSTICO vuvururuinrriirrrir e 49
18. RESUIAAOS ... s 50
18.1 Caracteristicas generales de 10S animales .....ccvevevieriierieivrernenenneennnnnns 50
18.2 Proliferacion de 1as CMLV ...c.uiiieiiieieiiiirnnrrsa s s s s s s snnna s en e 51
18.3 Participacion de ERO en la proliferaciéon delas CMLV ....cvcveviviivinnnenne 52
18.4 Generacion de ERO €N 18S CMLYV ....iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiirrer s s s ecren e e e 54

18.5 Analisis por Western blot de ciclofilina A, receptor de ciclofilina A (CD147)

12 =1 4 OO 56
18.6 Proteinas de fenotipo CONtraCtil wuevneinreiiiiii e e e, 58
T T =Y o U= o o PP 60



20. Conclusiénes

21. Perspectivas

B = =] (=1 =) 103 1= 1=



1. Abreviaturas y simbolos

ADN
AGL
AP-1
AEBSF
ATP
Ang Il
Apocinina
Bcl-2
Bcl-xL
[Ca*?)i
CAT
CD36
CD147
CDKs

Cdc42

CE
CyPA
CMLV
CTE
DAPI

DPI

Acido desoxirribonucleico
Acidos grasos libres

Proteina activadora 1

Fluoruro de 4- (2-aminoetil) bencenosulfonilo

Adenosin trifostato

Angiotensina Il
4'-hidroxi-3'methoxiacetofenona
Células B de linfoma-2

Células B de linfoma-extra grande
Concentracion de calcio intracelular
Catalasa

Cluster de diferenciacion 36

Cluster de diferenciacion 147
Cinasas dependientes de ciclinas
Proteina del control de division
homologo-42

Células endoteliales

Ciclofilina A

Células de musculo liso vascular
Cadena transportadora de electrones
4',6-diamino-2-fenilindol

Cloruro de difenileneiodonio

celular



ECV
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Qo Sitio donde se forma anion superéxido orientado

hacia el espacio intermembranal

RI Resistencia a la insulina

SM Sindrome metabdlico

SOD Cu/Zn Superéxido dismutasa de cobre zinc
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2
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2. Resumen

Estudios previos en homogenado de aorta de un modelo de sindrome metabdlico
(SM) inducido por alto consumo de sacarosa, mostraron marcadores de estrés
oxidante aumentados, lo mismo que la actividad de la NADPH oxidasa. Ademas, en
anillos de aorta aislados de animales con SM observé mayor constriccion y menor
relajacion inducidas por epinefrina y acetilcolina respectivamente en comparacion
con los controles normales. La alteracion en la reactividad vascular en los anillos
podria asociarse con una disminucion en la disponibilidad de 6xido nitrico por
aumento en la generacion especies reactivas de oxigeno (ERO), como el anion
superdxido, a nivel de las células del musculo liso vascular (CMLV). El objetivo de
este trabajo fue evaluar la generacion de ERO y su efecto en la proliferacion de las
CMLV aisladas de un modelo de SM, asi como investigar el posible mecanismo
implicado en este proceso. El modelo de SM inducido por el consumo de sacarosa
durante 24 semanas mostré aumentos estadisticamente significativos de la presién
sanguinea diastdlica y sistdlica, triglicéridos (TG), tejido adiposo intraabdominal,
insulina y leptina en plasma. La proliferacion de las CMLV se evalu6 cuantificando
la cantidad de &cido desoxirribonucleico (ADN) mediante fluorescencia, usando el
4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI). Se observé que las CMLV aisladas del modelo de
SM tienen un rango de proliferacibn mayor en comparacion con las células aisladas
de animales normales. La preincubacion de las CMLV con compuestos como el
cloruro de difenileneiodonio (DPI) y la apocinina (inhibidores de la NADPH oxidasa),
asi como el tempol (un atrapador de anién superéxido y mimetizador de la
superéxido dismutasa), redujo en todos los casos de forma estadisticamente

significativa la proliferacion de células aisladas de animales con SM y normales,



sugiriendo la participacion del anion superoxido generado a nivel de la NADPH
oxidasa como posible mecanismo de proliferacion. En cuanto a la participacion de
las ERO generadas a nivel mitocondrial, se utilizé el mitotempo, el cual funciona
como atrapador de anién superoxido. Resultando en disminucion en la proliferacion
celular de manera estadisticamente significativa solo en las CMLV aisladas del
modelo de SM. Estos resultados sugieren que las ERO mitocondriales son
responsables de la diferencia en el rango de proliferacion entre CMLV aisladas de
animales controles y con SM.

En cuanto a las proteinas CD147 (cluster de diferenciacion 147) y ciclofilina A,
involucradas en el posible mecanismo de proliferacion, se observo un aumento en
condiciones de no confluencia en células aisladas del modelo de SM.

El andlisis por Western blot de las proteinas de fenotipo contractil, tales como a-
actina, caldesmona y la cadena ligera de miosina fosforilada, indican que su
contenido disminuye en las CMLV en fase de crecimiento y aumenta cuando estan
confluentes, indicando que recuperan su fenotipo contractil, siendo menor el
contenido de algunas proteinas en las CMLV aisladas del modelo de SM.

Nuestros resultados sugieren que las CMLV aisladas del modelo de SM tienen una
mayor proliferacion y que las ERO participan de manera importante en este
mecanismo, ya que al inhibir la generacién de ERO, la proliferacion disminuye de

manera significativa.



3. Summary

Previous studies conducted in aorta homogenate from an animal model of metabolic
syndrome (MS) induced by a high sucrose intake, have shown that oxidative stress
markers are increased, as well as the activity of NADPH oxidase. In addition, in rings
of aorta isolated from animals with MS, higher constriction and lower relaxation
induced by epinephrine and acetylcholine, respectively, were observed compared to
controls. The alteration in the vascular reactivity observed in the rings could be due
to a decrease in the availability of nitric oxide due to an increased generation of
superoxide anion at the level of the vascular smooth muscle cells (VSMC). This work
was undertaken to evaluate the generation and the role of reactive species of oxygen
(ROS) on the proliferation of VSMC isolated from an MS model and the possible
mechanism involved in this process.

The MS model induced with sucrose for 24 weeks showed statistically significant
increases in diastolic and systolic blood pressure, triglycerides (TG), intraabdominal
adipose tissue, insulin and plasma leptin. The proliferation of VSMC was evaluated
by quantifying the amount of deoxyribonucleic acid (DNA) by fluorescence, using
DAPI (4, 6-diamino-2-phenylindole). It was observed that VSMC isolated from the
MS model have a higher proliferation range as compared to cells isolated from
control animals. The preincubation of VSMC with compounds such as
diphenylenedium chloride (DPI) and apocynin (an inhibitors of NADPH oxidase), as
well as tempol (a superoxide anion scavenger and superoxide dismutase mimic),
significantly reduced the proliferation of cells isolated from both MS and control
animals, suggesting the participation of superoxide anion generated at the level of

NADPH oxidase. Regarding the participation of the ROS generated by mitochondria,



mito-tempo was used as a superoxide anion scavenger. Thus mito-tempo
significantly inhibited VSMC proliferation only isolated from the MS model. These
results suggest that mitochondrial ROS also participate in VSMC proliferation.The
ROS induced VSMC proliferation is associated with CD147 (cluster of differentiation
147) and cyclophilin A that were found increased in cells isolated from the MS model
in both confluent and of non-confluent conditions and may be involved in the possible
mechanism in the increased cell proliferation from MS model.

Western blot analysis of contractile phenotype proteins, such as a-actin, caldesmone
and light chain myosin phosphorylation, indicate that their content decreases in the
VSMC during the growth phase and increases when they are in confluent state,
indicating that VSMC recuperate their contractile phenotype. In addition, the content
of some proteins of contractile phenotype such as the phosphorylated light chain
myosin and caldesmone are found lower in VSMC isolated from MS model as
compared with control.

Our results suggest that VSMC isolated from the MS model have a greater range of
proliferation and that ROS generated at NADPH oxidase and mitochondria
participate in this mechanism, since the inhibition ROS generation significantly

decreases the cell proliferation.



4. Introduccion

En condiciones fisioldgicas las células de musculo liso (CMLV) se definen por su
fenotipo contractil no proliferativo y juegan un papel primordial no Unicamente
estructural sino también en la regulacion del tono vascular. En condiciones
patologicas la proliferacion de las CMLV de las arterias implica un mecanismo que
se relaciona con un cambio del fenotipo contractil a un fenotipo proliferativo o
sintético, caracterizado por disminucién en el contenido de proteinas contractiles (a-
actina, cadena ligera de miosina fosforilada y caldesmona) y aumento en la
produccién de proteinas de la matriz extracelular, que contribuyen al desarrollo de
estenosis arterial en la aterosclerosis, a la remodelacion arterial y al desarrollo de
hipertension arterial, entre otras patologias [1].

El sindrome metabdlico (SM) es considerado un factor de riesgo para el desarrollo
de enfermedades cardiovasculares y diabetes tipo 2. Este padecimiento cursa con
estrés oxidante a distintos niveles, el cual puede ser favorecido por la lipotoxicidad
presente. Los acidos grasos libres (AGL) son moléculas que pueden favorecer el
estrés oxidante ya que afectan la funciébn mitocondrial, asi como la actividad
NADPH-oxidasa, induciendo aumento en la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ERO) [2].

Las ERO a bajas concentraciones se consideran moléculas de sefalizacion o
segundos mensajeros que influyen en la transduccion de sefales en diferentes
sistemas biolégicos, como por ejemplo en el sistema cardiovascular. Sin embargo,
a altas concentraciones estan catalogadas como moléculas nocivas [3].

En las CMLV, la NADPH oxidasa y la mitocondria son las principales fuentes

generadoras del radical superoxido (O27) [4] que, junto con otras ERO como el



peréxido de hidrogeno (H202), estan involucradas en diferentes procesos
fisiologicos y patolégicos, tales como la diferenciacién, proliferacion y apoptosis, asi
como la secrecién de proteinas inflamatorias y de matriz extracelular [5].

El mecanismo por el cual las ERO inducen cambios en el fenotipo contractil de las
CMLV no esta del todo establecido, sin embargo, la secrecién de la ciclofilina A del
medio intracelular al medio extracelular inducida por el aumento de las ERO esta
implicada en el mecanismo de proliferacién de las CMLV [6]. Estudios previos de
nuestro grupo de trabajo muestran que en homogenado de aorta de un modelo de
SM inducido por el alto consumo de sacarosa, los marcadores de estrés oxidante
se encuentran aumentados, de igual manera que la actividad de la NADPH oxidasa
[7]. Este modelo desarrolla hiperlipidemia, que se refleja en un aumento de AGL,
ademas de hiperleptinemia y estrés oxidante. Por lo tanto, el propdsito de este
trabajo fue investigar la participacion de las ERO en el cambio de fenotipo contractil
a fenotipo proliferativo en las CMLV de un modelo experimental de SM y el papel
gue juegan tanto la mitocondria como la NADPH oxidasa como fuentes de ERO en

este proceso.

5. Sindrome metabdlico

ElI SM fue descrito por Reaven en 1988 como “sindrome X”, el cual incluia patologias
como resistencia la insulina (RI), hiperglicemia, hipertension, disminucion de
colesterol HDL y aumento de triglicéridos. En 1998 fue aceptado el concepto de SM,
al cual se le incluydo como otro factor de riesgo importante la obesidad y fue
considerado desde ese momento como un factor de riesgo para el desarrollo de

diabetes tipo 2 y enfermedades cardiovasculares [8]. En afios posteriores, varias
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definiciones han sido propuestas, aunque las mas utilizadas para el diagndstico
clinico son las establecidas por el Programa Nacional de Educacién sobre
Colesterol en el Panel Il para el Tratamiento del Adulto (NCEP: ATP Il por sus
siglas en inglés) y la Federacion Internacional de Diabetes (IDF) [9, 10].

En 2001, el NCEP: ATP Il defini6 el SM como la presencia en un paciente de al
menos tres de las siguientes alteraciones clinicas [11]:

o Obesidad abdominal (circunferencia de la cintura 2102 cm en hombres y >88
cm en mujeres).

o Triglicéridos 2150 mg/dL.

o Colesterol HDL <40 mg/dL en hombres y <50 mg/dL en mujeres.

o Presion arterial (PA) 2130/ 285 mm Hg.

o Glucosa 2110 mg/dL.

En 2005 la IDF propuso nuevos criterios similares a los del NCEP:ATPIII,
considerando a la obesidad abdominal como un factor necesario para el diagndstico
del SM, la cual esta asociada con RI [12]. Ademas, recomend0 criterios adicionales,
como: biomarcadores de tejido adiposo debido a su asociacion con enfermedades
cardiovasculares (adiponectina y leptina), apolipoproteina B, lipoproteinas de baja
densidad (LDL), proteinas circulantes derivadas de la disfuncién endotelial
(citocinas, moléculas de adhesion intercelular y moléculas de adhesion vascular),
albumina urinaria, marcadores inflamatorios (proteina C reactiva, factor de necrosis
tumoral, interleucina-6) y marcadores de trombosis (inhibidor del activador del

plasminégeno de tipo 1y fibrindbgeno) [13, 14].
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En el 2007 la Sociedad Europea de Cardiologia y la Sociedad Europea de
Hipertension (ESC/ESH) resumieron la definicion de SM como una asociacion
especifica entre tres de los componentes mencionados en las definiciones
anteriores [15]. La Tabla 1 muestra que las definiciones del SM tienen como
caracteristicas comunes y mas prevalentes la obesidad abdominal y la RI, que

incrementan el riesgo para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares [16, 17].

Tabla 1. Definiciones del SM de acuerdo con diferentes organizaciones

Parametros NCEP-ATP 1lI IDF ESC/ESH
(2001) (2005) (2007)

Obesidad abdominal 2102 cm hombres 294 cm hombres >102 cm hombres

(circunferencia de la =88 cm mujeres =80 cm mujeres >88 cm mujeres

cintura)

Triglicéridos 2150 mg/dL 2150 mg/dL 2150 mg/dL

Colesterol HDL

PA (Sistélica/diastélica)

Glucosa

<40 mg/dL hombres
<50 mg/dL mujeres
=2130/285 mmHg

2100 mg/dL

<40 mg/dL hombres
<50 mg/dL mujeres
2130/285 mmHg

2100 mg/dL

<40 mg/dL hombres
<46 mg/dL mujeres
2130/285 mmHg

2100 mg/dL

En la tabla podemos observar que la NCEP-ATP lll, la IDF y la ESC/ESH utilizan estos parametros
principalmente para identificar al SM clinicamente y que los valores considerados son similares entre

ambas definiciones. PA: presion arterial, HDL: lipoproteinas de alta densidad.

6. Enfermedades Cardiovasculares

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son consideradas la primera causa de
muerte en México y en el mundo. La Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2006
indica que la prevalencia de marcadores de ECV en adultos se puede asociar a:
diabetes mellitus (13.5%), tabaquismo en mujeres (10%) y hombres (30%),

hipertension arterial (26.5%), hipercolesterolemia (26.5%), sobrepeso y obesidad
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con un indice de masa corporal 225 kg/m? (70%) [18, 19]. Estos factores influyen en
el desarrollo de ECV, las cuales provocan una progresiva degeneracion del sistema
cardiovascular incrementando la morbilidad y mortalidad [20, 21]. Entre las

principales ECV se encuentran: hipertension, aterosclerosis e isquemia cardiaca.

6.1. Hipertension.

La hipertension, definida clinicamente como el aumento de la presién sanguinea
(presién sistdlica >140 mmHg/presion diastélica >90mmHG), es una enfermedad
multifactorial. Entre los factores que han sido implicados en su patogénesis se
encuentran la sobre-regulacion del sistema renina-angiotensina-aldosterona,
activacion del sistema nervioso simpatico, sefalizacién alterada de receptores
acoplados a proteinas G, inflamacién, aumento de especies reactivas de oxigeno y
mal funcionamiento de las células T debido a que regulan los efectos de la
angiotensina Il y de los mineralocorticoides [22-24]. La hipertensidn esta asociada
con un aumento en el riesgo de mortalidad por enfermedad arterial coronaria, falla
cardiaca e infarto al miocardio [25, 26]. Durante la hipertension se induce
remodelacion arterial, aumento cronico del estrés de la pared vascular o
estiramiento biomecanico, los cuales, promueven la activacién y migracion de las
CMLYV dentro de la arteria. La exposicion prolongada a estos factores induce la
hipertrofia o hiperplasia de las CMLV, las cuales juegan un papel muy importante
en la regulacién de la presion sanguinea debido a que modulan el diametro de los

vasos sanguineos [27, 28].
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6.2. Aterosclerosis

La aterosclerosis es resultado de la obstruccién arterial por depdsitos de lipidos
(esteres de colesterol), proteinas de matriz extracelular (colageno) y diferentes tipos
de células (monocitos, macrofagos, células de muasculo liso) en la pared vascular
[29]. Esta patologia involucra respuestas bioquimicas y moleculares muy
especificas resultado del proceso inflamatorio crénico que conlleva una lesién en la
pared vascular, lo cual dificulta el paso del flujo sanguineo, resultando en disfuncién
endotelial [30], inflamacion cronica de la pared vascular y formacion de la placa
ateromatosa. El proceso comienza con la lesion endotelial, que causa infiltracion y
acumulacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL) en el espacio subendotelial.
Ademas, involucra vias de sefializacion proinflamatorias como la expresion de
citocinas (IL-8 y TNF-a) e incremento del estrés oxidante producido por un
desbalance entre la produccién de ERO vy la respuesta antioxidante. Las ERO
juegan un papel importante en la oxidacién que sufren las LDL, comenzando asi el
proceso aterogénico. Las LDL oxidadas (LDLox) inducen la activacion del endotelio
y de las CMLV por medio de la secrecién de mediadores inflamatorios (interleucinas,
TNF-a, proteina C reactiva, etc.) y la expresion de moléculas de adhesion, tales
como moléculas de adhesion de células vasculares-1 (VCAM-1) y selectinas. Este
proceso culmina con la acumulacién de leucocitos (principalmente monocitos y
linfocitos T) en la pared vascular, los cuales al interactuar con proteinas
guimioatrayentes como las de monocitos (MCP-1) e interferén gama (IFN-y), migran
hacia la intima. El reclutamiento de las células inflamatorias aumenta la oxidacion
de LDL llevando a un circulo vicioso. Una vez en la intima, los monocitos se

diferencian en macréfagos, los cuales expresan receptores scavengers (CD36, SRA
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y LOX-1) y comienzan a internalizar a las LDLox para generar células espumosas
(células con un exceso de lipidos oxidados), denominadas asi debido a su
apariencia; su presencia en la pared arterial es una caracteristica muy particular de
una lesion aterosclerética temprana. Los linfocitos T y los mastocitos que migran
hacia la intima, junto con las células espumosas, liberan una variedad de citocinas
que promueven el proceso inflamatorio y la generacion de ERO. La liberaciéon del
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), asi como de las ERO
estimulan la proliferacién y la migracion de las células del musculo liso y la
acumulacion de coldgeno que conduce al desarrollo de la placa ateromatosa. Las
ERO inducen la expresion de receptores scavengers y su transformacion en células
espumosas, también inducen la liberacion de metaloproteinasas (MMP) que
degradan la pared fibrosa de la placa ateromatosa y la membrana basal de las
células endoteliales, causando la disrupcion de la placa que puede llevar a eventos
aterotromboticos, como infarto al miocardio, isquemia y eventos cerebrovasculares

[31-33].

6.3. Isquemia cardiaca

La isquemia cardiaca es la disminucién del flujo sanguineo hacia el corazén debido
a la oclusion de una arteria coronaria, causando una disminucién en el suministro
de oxigeno y de nutrientes, lo cual provoca dafio celular [34]. La lesion isquémica
de los cardiomiocitos se caracteriza por dos fendmenos: la incapacidad para
restaurar la funcion mitocondrial y el progresivo dafio a la membrana plasmatica,
que resulta en la pérdida de la viabilidad celular [35, 36]. La restauracion del flujo

sanguineo (reperfusion) después de un periodo prolongado de isquemia es esencial
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para salvar a los cardiomiocitos y limitar el dafio al miocardio y disfuncién cardiaca.
Sin embargo, la reperfusion puede exacerbar el dafio al miocardio debido a un
aumento en la produccion de ERO, generadas por disfuncién de la cadena
respiratoria mitocondrial o por la infiltracion de células inflamatorias. Por ejemplo, el
peroxido de hidrogeno derivado de la dismutacién de anion superdxido da lugar a
radicales hidroxilos altamente toxicos a través de la reacciébn de Haber-Weiss,
facilitada por el aumento en la disponibilidad de hierro libre en la isquemia. Estas
ERO pueden causar dafio directo a membranas y proteinas o activar vias de
sefalizacion proapoptéticas [37, 38].

Entre otras ECV, también se encuentran la insuficiencia cardiaca, el infarto al
miocardio y la hipertrofia cardiaca, cuyos factores de riesgo pueden ser genéticos,

fisiologicos y ambientales [39-41].

7. Especies reactivas de oxigeno

Las ERO son moléculas derivadas del oxigeno que comprenden dos principales
grupos: radicales libres como el anién superéxido (O2) y el radical hidroxilo (OH") y
derivados no radicales como el H202. También es importante considerar a las
especies reactivas de nitrogeno (ERN), como el éxido nitrico (ON°), el didxido de
nitrogeno (NO2") y el anidn peroxinitrito (ONOO ) [42]. Los radicales libres pueden
ser definidos como moléculas o fragmentos moleculares independientes que
contienen uno o0 mas electrones no apareados. Este electron desapareado les
confiere un alto grado de reactividad. Los derivados no radicales son menos

reactivos y mas estables, con una vida media mas larga que los radicales libres; sin
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embargo, pueden ser generadores de radicales en lugares distantes de donde se
generaron [43].

En condiciones fisiologicas las ERO son consideradas como segundos mensajeros,
ya que influyen en las vias de transduccion de sefiales en varios sistemas biologicos
incluyendo el sistema cardiovascular [44].

Se ha descrito al H2O2 como una molécula de sefalizacion intracelular que, a bajas
concentraciones, activa mecanismos de supervivencia y proliferacion. Sin embargo,
en condiciones patologicas donde la concentracion de ERO esta exacerbada
causan dafio a moléculas como lipidos, proteinas y ADN [45]. La respuesta celular
a las ERO esta mediada principalmente por la activacion de diferentes factores de
transcripcion tales como la proteina activadora 1 (AP-1), el factor nuclear kappa B
(NF-kB) y el factor 2 relacionado con NF-E2 (Nrf2).

La AP1 se une a su secuencia consenso o elemento de respuesta en el ADN
llamada TRE (Elemento de respuesta al 12-O-tetradecanoil forbol-13-acetato, TPA).
La AP1 regula genes que codifican para la coldgena, la ciclina D y las citocinas
TGFB, IL-8, TNFa, entre otros mas; se encarga de regular procesos de proliferacion,
reparacion, fase aguda de la enfermedad hepética e inflamacion.

El NF-kB es un factor de transcripcién regulado por radicales libres muy estudiado.
Se han identificado varios genes que son regulados por este factor de transcripcion,
entre los cuales se encuentran citocinas y factores de crecimiento (IL-2, IL-8, IL-6,
IFN-y, TNF-a), receptores inmunoldgicos (Fas, MHC clase ), moléculas de
adhesion (E-selectina, I-CAM), la 6xido nitrico sintetasa inducible (iNOS), proteinas

antiapoptoticas (Bcl-xL, Bcl-2, c-IAP), entre otras.
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El Nrf2 es otro de los factores de transcripcion que se activan por ERO, la
importancia de Nrf2 reside en su capacidad para controlar la expresién de varias
proteinas de la defensa antioxidante y del proceso de destoxificacion [46]. Dentro
de las enzimas antioxidantes que se encuentran bajo el control de Nrf2 estan la
catalasa, la glutation peroxidasa (GPx), la superdéxido dismutasa (SOD),
tiorredoxina, hemooxigenasa 1, ferritina y la enzima y-glutamilcisteina sintetasa
entre otras [47].

En cuanto a las enzimas de destoxificacion que son reguladas por el factor Nrf2
estan la NAD(P) quinona reductasa, la UDP-gluconoril-transferasa, la aflotoxina B1
aldehido reductasa y la epéxido hidrolasa microsomal [48]. Cuando hay un aumento
en la generacion de ERO que no es capaz de ser compensado con la respuesta

antioxidante, puede promover el desarrollo de patologias como las ECV.

8. Especies reactivas de oxigeno y enfermedades cardiovasculares

Las ERO a nivel del tejido vascular son producidas por diferentes tipos de células,
incluyendo células endoteliales, fibroblastos de la adventicia y células de masculo
liso [43]. En estas células del tejido vascular, las fuentes generadoras de ERO son
la xantina oxidasa, lipooxigenasas, la sintasa de Oxido nitrico desacoplada y
oxidasas mitocondriales, ademas de la NADPH oxidasa, considerada la principal
fuente de ERO en el tejido vascular [49]. Estudios previos han demostrado que las
ERO generadas por la NADPH oxidasa participan como intermediarios en la
sefalizacion para los procesos de migracion y proliferacion de células de musculo

liso de la tunica media a la tanica intima, eventos tempranos de respuesta a una
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lesion vascular que pueden terminar en un estado patolégico como la aterosclerosis

o restenosis inducida por angioplastia [50, 51].

8.1. NADPH oxidasa

La NADPH oxidasa (Nox) es un complejo multiproteinico compuesto de diferentes
subunidades, dependiendo del tipo celular. Las enzimas, originalmente descritas en
células fagociticas, constan de dos subunidades unidas a la membrana, la
subunidad p22P"X con un peso molecular de 22 kDa y la subunidad catalitica NOX
de 96 kDa; tres subunidades citosdlicas, la p67°"°* con un peso molecular de 67
kDa, la subunidad p47°hox de 47 kDa y la subunidad p40°P"* de 40 kDa y Racl,
subunidad encontrada solo en células no fagociticas de 21 kDa o Rac2 en células
fagociticas y la cual tiene un peso molecular de 21 kDa. Las subunidades citosélicas
son reclutadas tras la activacion del complejo Nox/p22°P"* unido a la membrana
plasmatica, como se muestra en la Figura 1. Todas las CMLV expresan p22°Phox,
mientras que la subunidad catalitica puede ser NOX1, NOX2, NOX4 o NOX5. La
distribucién de las subunidades cataliticas en CMLV es especifica del tejido y de la
especie. Por ejemplo, las CMLV adrticas expresan NOX1 y NOX4 en roedores y
también NOX5 en humanos. También puede variar su localizacion celular, las
podemos encontrar en la membrana plasmatica o en compartimentos de membrana.
Hay reportes de la expresion de NOX1 en caveolas, NOX2 en la membrana
plasmatica de vesiculas fagociticas, NOX4 en la mitocondria y reticulo
endoplasmico y NOX5 en el reticulo endoplasmico, lo cual se evidencio utilizando
fracciones celulares por medio de inmunoflurescencia y microscopia confocal,

ademas de Western blot [52].

19



La expresion de p47°P"oX y Racl estd bien documentada mientras que la de p67Phox
es controversial [53]. La subunidad NOX de la enzima NADPH oxidasa contiene dos
grupos hemo en la regién transmembranal N-terminal y dominios de unién a
nicotinamida adenin dinucle6tido (NADPH) y flavin adenin dinucleétido (FAD) en la
region citoplasmatica C-terminal. En este sistema el anion superoxido se genera al
transferir los electrones desde el NADPH citosdlico a través del FAD luego al hemo
interno y externo y finalmente al Oz en el citosol.

Para inhibir la generacion de ERO por la NADPH oxidasa se han utilizado diferentes
compuestos como el difenileneiodonio (DPI), el cual actia como un inhibidor
inespecifico de flavoproteinas, al reducir a la flavina, es por ello que distintas
enzimas se ven afectadas, tal como la NOS, xantina oxidasa y proteinas
mitocondriales de la cadena transportadora de electrones; la apocinina por su parte,
es un compuesto que impide la unién de p47°P"°* y p67°P"°x con NOX2; ademas, se
ha observado que tiene actividad antioxidante intrinseca. Otros inhibidores
propuestos son el fluoruro de 4- (2-aminoetil) bencenosulfonilo (AEBSF) o la
plumbagina, los cuales se utlizan con menor frecuencia por sus efectos
inespecificos. Se ha descrito que AEBSF inhibe proteasas de serina y la plumbagina
actia como antioxidante inhibiendo NF-«kB [54-56].

En la Figura 1 se observan las diferentes subunidades que conforman a la NADPH
oxidasa y la generacion de Oz, el cual puede activar vias de sefializacion
involucradas en el control del tono vascular, proliferacion celular, apoptosis,
respuesta inflamatoria y migracion de las CMLV [57, 58]. Otra fuente de ERO

considerada muy importante en los sistemas biologicos es la mitocondria.
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Figura 1. La NADPH oxidasa en una enzima compuesta por diferentes subunidades, algunas
transmembranales (NOX y p22rhox) g citosélicas (p67°Pox, p47rhox y p4Qrhox), Sy activacion implica la
union de las subunidades citosolicas a las subunidades que se encuentran en la membrana y la
generacion del anién superéxido (O2°) requiere la presencia de NADPH como cofactor. NADPH
(Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato), GDI (Inhibidor de la disociacion de GDP), GDP

(Guanosin difosfato) [59].

8.2. La mitocondria como fuente de ERO

En condiciones fisiol6gicas entre 0.1 y el 2% del total de oxigeno que se consume
en la mitocondria para la produccion de ATP se convierte en Oz~ [60]. En
condiciones patoldgicas como en las ECV esta proporcién puede exacerbarse
induciendo estrés oxidante. Durante la fosforilacion oxidativa la primera especie
reactiva que se forma es el O27, que rapidamente se convierte en H202 por
dismutacion espontanea o por accion de la superéxido dismutasa de manganeso

(SOD Mn) y la superdxido dismutasa de cobre/zinc (SOD Cu/Zn), localizadas en la
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matriz mitocondrial y en el espacio intermembranal, respectivamente [61]. Este H202
se convierte en agua y oxigeno por accion de la glutation peroxidasa (GPx), la
catalasa (CAT) o la tiorredoxina peroxidasa (TPx). A nivel de la matriz mitocondrial
puede ser también convertido en radical hidroxilo e i6n hidroxilo a través de la
reaccion de Fenton [62]. En la cadena transportadora de electrones (CTE) el
complejo | y el complejo Ill, son los principales formadores de ERO. El complejo |
forma el Oz del lado de la matriz mitocondrial y el complejo Il tienen 2 sitios
formadores de Oz~ el primero orientado hacia la matriz mitocondrial (Qi) y el otro
orientado hacia el espacio intermembranal (Qo). Ademdés, durante la oxido
reduccion de la quinona en el ciclo Q, se genera el radical ubisemiquinona (UQ?*), el
cual reacciona con el oxigeno y genera también Oz~ (Figura 2) [63, 64]. Las ERO
derivadas de la mitocondria han sido implicadas en la regulacion del tono vasomotor

(vasoconstriccidn de la arteria pulmonar y la vasodilatacién de la arteria cerebral).

Espacio
intermembranal

4 H* 4 H* 2:H
(oyt }/
»o\

1>

'~..0:

N
. oA / \
' e |AOX |
| | [\; : N ,_/"/
succinato NAD(P)H (\ %0,
Matriz %0,

Figura 2. Generacion de ERO a nivel del complejo | y Ill de la cadena de transporte de electrones
(CTE) mitocondrial. Los electrones derivados de NADH se transfieren a la CTE a través del complejo

I (Cl) o del complejo Il (Cll), y finalmente pasan al oxigeno molecular (O2) para formar H20 en el
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complejo IV (CIV). El transporte de electrones a través de la CTE mitocondrial se acopla al transporte
de protones desde la matriz mitocondrial al espacio intermembranal por los complejos I, Il y 1V,
generando un potencial electroquimico que es utilizado por la ATP sintasa para la sintesis ATP.
Complejo 111 (ClII), ciclo ubiquinona (UQ/UQHz2), espacio intermembranal (NDe), matriz mitocondrial

(NDi), oxidasa alternativa (AOX), citocromo c (cyt c¢) [65, 66].

9. Lageneracion de ERO en el SM

Tanto en pacientes como en distintos modelos experimentales de SM se ha descrito
el aumento en los marcadores de estrés oxidante [67]. El incremento del estrés
oxidante resulta en dafio a componentes celulares como lipidos, proteinas y ADN.
El estrés oxidante prolongado y la acumulacion de modificaciones oxidativas a
biomoléculas son asociadas con alteraciones patologicas de metabolismo y muerte
celular [68].

Los fosfolipidos de las membranas contienen una gran cantidad de acidos grasos
poliinsaturados, muy vulnerables a la peroxidacion al estar en contacto con el radical
hidroxilo (OH*), el cual sustrae un atomo de hidrogeno y crea un radical organico el
cual reacciona rapidamente con el oxigeno molecular (O2) para dar lugar a un radical
peroxilo o dioxilo, que puede reaccionar con un lipido vecino quitandole un atomo
de hidrégeno para producir un hidroperoxido y un nuevo radical. Los hidroperoxidos
lipidicos son estables pero en presencia de metales de transicion generan productos
dafinos para la célula entre ellos aldehidos como el malondialdehido y el 4-hidroxi-
2 transnonenal utilizados como marcadores de lipoperoxidacion por ser los
productos mas estables. Ambos productos se pueden determinar por

espectrofotometria o por cromatografia liquida de alta resolucion [69, 70].
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En la molécula de ADN, los grupos nucledfilicos de la desoxirribosa y de las bases
nitrogenadas quedas expuestos al ataque electrofilico de las ERO. Existen
diferentes tipos de dafo oxidativo al ADN, entre los que se ha reportado: ruptura
del esqueleto azucar fosfato de una o de las dos hebras, modificacion de las bases
nitrogenadas y formacion de uniones cruzadas ADN-ADN 6 ADN-proteina, a través
de diferentes mecanismos. El OH* da lugar a més de veinte modificaciones y entre
ellas la més frecuente es 7,8-dihidroxi-8-0x0-24"-deoxiguanosina (8oxodG), la cual
puede ser detectado por HPLC [71].

La oxidacion irreversible de se da por la carbonilacion que ocurre principalmente en
los residuos de prolina, lisina, arginina y treonina, el producto de oxidacién de dichos
aminoécidos mas comun es el semialdehido glutdmico a partir de arginina y prolina.
Estas modificaciones pueden ser detectadas por espectrofotometria o por
inmunodeteccion. Otras formas de oxidacion son la nitracién, glutationilacion y S-
nitrosilacion [72]. En la Tabla 2 se muestran algunos de los marcadores de oxidacion
producto del estrés oxidante.

Tabla 2. Marcadores de estrés oxidante

Biomarcadores Caracteristicas Estructura
MDA Marcador especifico de peroxidacion o~
o — H““G
(Malondialdehido) de &cidos grasos omega 3 y omega 6
HNE Marcadores de oxidacion del acido
CH;(CHy)4 MG
(4-Hidroxi-2 nonenal) araquidonico y linoleico OH

Marcadores de oxidacion de

S
R” T“OH

Acido Sulfénico (SOH) | proteinas en residuos de cisteina

(reaccion reversible)
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7,8-dihidroxi-8-oxo-
24" -deoxiguanosina

(80x0dG)

ADN generadas por la reaccién del

radical *OH con todas las bases

purina o pirimidina

OH

Acido sulfinico | Marcadores de  oxidacion  de S
- , . _ R™ "OH
(-SOOH) vy sulfénico | proteinas y enzimas en residuos de
(-SOOO0H) cisteina (irreversible) O\\//
/S\
R™ "OH
Marcadores de modificacion de
Nitrosilacion de | proteinas en residuos de cisteina N
I
) o . . R O
proteinas inducido por especies reactivas de
nitrégeno (reversible)
Modificacion de proteinas en residuos 0
[
Nitracion de proteinas | de tirosina inducido por especies N_ S
R ®0
reactivas de nitrégeno (irreversible)
Modificacion en proteinas generadas 0O
Il
Proteinas carboniladas | por la reaccion del radical *OH con los /C\ /R"
R N
residuos de prolina, lisina y arginina ElQ'
Modificacion de lipoproteinas de baja NaTa w
. . T B L, -
LDL oxidadas densidad generadas por la oxidacion 8“:&%%%
) RS
con ERO y ERN A S R !
Modificaciones en la doble hélice del Q

Como se observa en la tabla existen diferentes marcadores de estrés oxidante que ponen en

evidencia las alteraciones entre la generacién de ERO y la repuesta antioxidante que se refleja en

dafio a moléculas como lipidos, proteinas y ADN [2].
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El SM esta caracterizado por la presencia de obesidad definida como un exceso de
lipidos en el tejido adiposo. Esto, junto con la RI, propicia un aumento en la actividad
lipolitica a nivel del tejido adiposo, lo cual genera la liberacion de AGL hacia la
circulacion y, posteriormente, la acumulacion de estas moléculas en érganos como
corazén, higado y musculo, entre otros [73].

Los AGL son sustratos fisioldégicos de la p-oxidacion y, por consecuencia, de la
generacion de ATP a nivel mitocondrial. Sin embargo, cuando la capacidad de
oxidacion para generar ATP es rebasada, se induce su acumulacién y la sintesis de
novo, tanto de acidos grasos como de otros lipidos mediadores de otras vias
metabolicas, ejerciendo efectos nocivos sobre las células. Varios trabajos han
sugerido que los AGL inducen la generacién de ERO en el tejido vascular por medio
de la activacion de la NADPH-oxidasa [74, 75]. El mecanismo por el cual los AGL
activan a la NADPH-oxidasa no esta bien establecido. Sin embargo, recientemente
se han propuesto que los AGL son precursores del diacilglicerol, el cual es activador
fisiologico de la proteina cinasa C épsilon (PKCE) que a su vez fosforila a la
subunidad p47phox de la NADPH-oxidasa, encargada de activar la subunidad NOX
y la generacion de ERO [76]. Otros trabajos mostraron que los acil-CoA, productos
de activacién de los AGL por medio de la acil-CoA sintetasa, inducen la generacion
de ERO a nivel de la cadena respiratoria mitocondrial [77]. En este contexto la acetil-
CoA, derivada del piruvato o procedente de la B-oxidacion de los acidos grasos, se
combina con el oxaloacetato para formar citrato, el cual se incorpora al ciclo del
acido citrico y es convertido en isocitrato. La isocitrato deshidrogenasa dependiente

de NAD* genera NADH. Cuando el exceso de NADH supera la fosforilacion
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oxidativa en la mitocondria, los electrones en exceso se transfieren al oxigeno,
dando lugar a la formacion del radical superoxido [78].

Otra molécula que podria estar induciendo la generacion de ERO en el SM es la
leptina (LEP), una hormona secretada por el tejido adiposo que actia como
regulador del peso corporal y el metabolismo, inhibiendo el apetito a traves de la
activacion de sus receptores en el cerebro expresados en el hipotalamo. Su
concentracion en la circulacion correlaciona positivamente con el tamafio de los
adipocitos y la cantidad de tejido adiposo en la cavidad intra-abdominal [79, 80]
Varios estudios muestran que la leptina actta sobre el endotelio y los cardiomiocitos
incrementando la biodisponibilidad de ON* y estimulando la expresién de la iINOS a
través de un mecanismo que involucra la via JAK2/STAT3 y PI3K/Akt, ademas de
inducir la generacion de ERO en paralelo del ON’ por medio de la NADPH oxidasa
al incrementar la expresion de la subunidad NOX2 de esta enzima [81].

En condiciones patoldgicas la capacidad de la leptina para producir ON* puede ser
afectada por el incremento en la formacion de ERO, como se observa en células del
musculo liso aisladas de aorta de ratas normotensas. Las ERO reaccionan con el
oxido nitrico formando peroxinitritos una especie de nitrégeno muy reactiva y
generadora del estrés nitroso. Ademas, la leptina inhibe el incremento del calcio
citosdlico inducido por angiotensina Il y la vasoconstriccion en células del masculo

liso [82].
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10. Células del musculo liso vascular
Las CMLYV son el principal componente de la capa media de la arteria y juegan un
papel muy importante en la reactividad vascular. En la Figura 3 se muestran las

principales capas estructurales que componen una arteria.
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Figura 3. Componentes estructurales de las arterias. La arteria estd compuesta por tres capas: la
capa intima que da hacia el lumen de la arteria formada por células endoteliales, la capa adventicia
mas externa y la capa media que se encuentra entre la lamina elastica interna y la ldmina elastica

externa, formada por las células de musculo liso [83].

En la actualidad las CMLV se han involucrado en procesos fisiolégicos y
patolégicos, como la regulacion del tono vascular, formacion de la neointima arterial,
remodelacion vascular, angiogénesis, estabilizacion y desestabilizacion de la placa
aterosclerotica, asi como calcificacion vascular [84, 85]. Por estas razones, las
CMLYV estan asociadas directamente con la patogénesis de la hipertension arterial,

aterosclerosis y restenosis después de una angioplastia [86].
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10.1. Papel de las CMLV en el tono vascular

Las CMLV de las arterias en la edad adulta tanto en humanos como en modelos
experimentales se caracterizan por un fenotipo contractil y diferenciado que se
define por un bajo rango de proliferacién, baja actividad sintética de la matriz
extracelular y la expresion de marcadores de fenotipo contractil, tales como la
cadena ligera de miosina y su fosforilacién, la a-actina, caldesmona y calponina, las
cuales son proteinas importantes en el proceso de contraccion [87].

Las CMLV carecen de troponina, la cual es sustituida por caldesmona, proteina
caracteristica de musculo liso y encargada de regular la union de la miosina a la
actina [88].

La contraccion y la relajacién en las CMLV estan orquestadas por la variacion en la
concentracion de calcio en el citosol. Un aumento en el Ca?* intracelular ([Ca*?] )
activa la bomba sodio-potasio, ATPasa responsable de llevar a cabo el transporte
de tres iones sodio (Na*) hacia el exterior de la célula y el transporte de dos iones
potasio (K*) hacia el interior para mantener la homeostasis celular [89].

El proceso de contraccion tiene lugar esencialmente en los filamentos de miosina,
dependiendo del estado de fosforilacién de las cadenas ligeras de esta proteina;
unicamente cuando se encuentran fosforiladas puede producirse la contraccion
muscular. Este proceso depende de dos enzimas: la primera es la cinasa de la
cadena ligera de la miosina (MLCK) y la segunda es la fosfatasa de la cadena ligera
de la miosina (MLCP) [90].

La activacion de la MLCK depende de la formacién del complejo [Ca*?Ji-calmodulina.
Una vez activa, la MLCK, fosforila las cadenas ligeras de miosina en residuos de

serina 19, lo cual conlleva a la contraccion de la fibra muscular lisa. Alteraciones en
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la funcion de MCLK han sido asociadas con varias patologias como asma,
enfermedad inflamatoria del pulmoén, enfermedad inflamatoria del intestino e
hipertension [91].

La MLCP elimina el fosfato de las cadenas ligeras de miosina e induce relajacion,
esta fosfatasa se activa al disminuir las concentraciones de [Ca?*]i e inactivarse la
MCLK. La MLCP esté constituida por tres subunidades: una subunidad catalitica de
38 kDa (PP1cd), una subunidad regulatoria de 110 a 130 kDa (MYPT1) y una
subunidad de union a miosina de 20 kDa. Se ha reportado que la regulacion de la
MLCP estd mediada por dos mecanismos: la fosforilacion de la subunidad MYPT1
en el residuo treonina 853 (T853) por la cinasa RhoA (ROCK) y la fosforilacion de
una pequefa proteina inhibidora (CPI-17) en el residuo treonina 38 (T38) por la
proteina cinasa C (PKC). Ademas, la fosforilacion constitutiva de MYPT1 en treonina
696 y 853 (T696, T853) también inhibe la actividad de la MLCP, evitando su
fosforilacion por PKA y PKG en residuos de serina [92]. Por lo tanto, el balance entre
las actividades de la MLCK y la MLCP determina el grado de contraccion del
musculo liso (Figura 4). Las sefiales reguladoras de la contraccién y relajaciéon del
musculo liso actian fundamentalmente sobre la activacion o la inhibicion de estas

dos enzimas [93].
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Figura 4. Mecanismo de regulacién de los procesos de contraccion y relajacién en la CMLV [94]. En
condiciones fisiol6gicas la entrada de Ca?* desde el espacio extracelular y el Ca?*liberado del reticulo
sarcoplasmico (RE) aumentan la concentracién de Ca?* en el citosol favoreciendo la formacién del
complejo Ca?*-calmodulina, que al unirse a la cinasa de la cadena ligera de miosina (MLCK) la activa.
La MLCK fosforila las cadenas ligeras de miosina para contraer la CMLV (miosina Il activa), mientras
la fosfatasa elimina los grupos fosfato (P) y rompe la unién miosina-actina (miosina Il inactiva)

produciendo la relajacion de la CMLV.

En una condicion patolégica como la hipertension, el “shear stress” o también
llamado estrés de arrastre puede inducir mayor contraccién debido a un aumento
en la produccion de ERO, por activacion indirecta de la NADPH oxidasa, ya que el
O2" reacciona con el ON’, uno de los principales reguladores de la relajacion
vascular, disminuyendo su disponibilidad al generar peroxinitrito. Por otro lado, se
ha descrito que el H202 que resulta de la dismutacién Oz~ por la SOD regula vias de

sefalizacion, activando a la cinasa RhoA e inhibiendo la MLCP, lo que resulta en un
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aumento en la fosforilacion de la cadena ligera de miosina y mayor contraccion. Otro
posible mecanismo es a través de la oxidacion de los grupos tiol de la cinasa RhoA
0 por procesos de nitrosilacion de cisteinas derivados del 6xido nitrico, que resulta
en la perdida de la actividad de la cinasa RhoA contribuyendo a la hipertension [95,
96].

Las ERO participan regulando vias de sefializacion involucradas en los procesos de
contraccion y relajacion, por lo tanto un aumento de ERO podria asociarse a estados

patologicos en las CMLV.

10.2. Especies reactivas de oxigeno y proliferacion de las CMLV

En condiciones fisiologicas, las ERO tienen funciones esenciales en procesos de
sefializacion celular, regulando la proliferacion, diferenciacion y migracion de las
CMLYV [97]. A nivel del tejido vascular, las ERO desencadenan una serie de eventos
que afectan la biodisponibilidad del ON*, el cual tiene un efecto vasodilatador en las
CMLYV y también inhibe su proliferacion [98].

En el tejido vascular la NADPH-oxidasa y la mitocondria son consideradas las
principales fuentes del radical superéxido que reacciona con el 6xido nitrico
formando peroxinitrito, un agente oxidante de diferentes biomoléculas como
proteinas y lipidos [99].

Existen evidencias experimentales del papel que juegan las ERO y las ERN en las
lesiones ateroscleroticas, que resultan en una respuesta inflamatoria excesiva y que
implican la migracion y proliferacion de CMLYV, la infiltracion de células inflamatorias,
la neovascularizacion, la produccion de matriz extracelular y la acumulacion de

lipidos oxidados [100].

32



Las ERO y ERN inducen la expresion de varias moléculas proinflamatorias como
interleucinas (IL)-1B, -6, -8, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y moléculas de
adhesion endoteliales solubles como VCAM-1, ICAM-1y E-selectina [81, 101, 102].
En las CMLV estas ERO y ERN pueden estarse generando por la NADPH oxidasa,
la xantina oxidasa, la cadena respiratoria mitocondrial, las lipooxigenasas y el
desacoplamiento de la NOS inducible (iNOS), que unicamente se expresa cuando
las células son activadas por endotoxinas y citocinas proinflamatorias (IFN y y TNF
a) a nivel transcripcional, produciendo altas concentraciones de ON*, que actla
como radical libre y ejerce una accion citotoxica [103].

Moléculas como la angiotensina, factores de crecimiento, lipidos modificados y
moléculas inflamatorias presentes en diferentes estados patolégicos, como
hiperglucemia, hipertension, diabetes y aterosclerosis, inducen una
sobreproduccién de ERO y disminuyen la defensa antioxidante en el tejido vascular,

lo cual podria afectar la funcion de las CMLV [104, 105].

10.3. Alteracion del fenotipo de las CMLV en enfermedades cardiovasculares

Los procesos de diferenciacion de las CMLV son esenciales en el desarrollo
vascular, sobretodo en estados embrionarios. Sin embargo, en etapas adultas las
alteraciones en el estado de diferenciacion de las CMLV juega un papel critico en la
patogénesis de la aterosclerosis, restenosis e hipertension [106], en donde se ha
observado un cambio de fenotipo de las CMLV caracterizado por un incremento en
la proliferacion, migracion, sintesis de componentes de la matriz extracelular,

expresion de proteinas inflamatorias y, al mismo tiempo, disminucién de las
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proteinas marcadores de fenotipo contractil (a-actina, cadena ligera de miosina,

caldesmona y calponina) [107].

10.3.1. Hipertension

Cuando el vaso sanguineo se expone a presion alta, como el estiramiento
mecanico, estas fuerzas conduciran a la hipertrofia e hiperplasia de las CMLV, asi
como a cambios en el fenotipo desde el estado contractil al estado sintético y
aumento en la expresion de proteinas de la matriz extracelular [108]. Ademas se ha
reportado que las CMLV de ratas espontaneamente hipertensas muestran

hiperproliferacion asociada al cambio de fenotipo [109].

10.3.2. Aterosclerosis

En la aterosclerosis, las CMLV estan involucradas en procesos de remodelacién de
la pared vascular. Una caracteristica muy particular de esta patologia es el cambio
del fenotipo de las CMLV de contractil a proliferativo, lo cual involucra procesos
como la acumulaciéon y sintesis de matriz extracelular, crecimiento de la placa
aterosclerotica, migracion de las mismas CMLV hacia la intima, liberaciéon de
moléculas quimioatrayentes y factores de crecimiento [110].

Las LDL oxidadas, por su parte, también contribuyen a la patogénesis de la
aterosclerosis, influyendo sobre el cambio de fenotipo de las CMLV y contribuyen a
la desestabilizacion de la placa ateromatosa, aumentando la apoptosis de las
CMLV; esto porque tanto las CMLV como la acumulacion de colageno mantienen

estable a la placa aterosclerdtica [111, 112].
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10.3.3. Restenosis

La estenosis arterial es una reduccion del lumen de las arterias grandes,
generalmente resultado de la aterosclerosis. Esta patologia puede empeorar con el
tiempo y bloquear completamente la arteria, el tratamiento para restaurar el flujo
sanguineo consiste en un proceso quirdrgico llamado angioplastia, la cual consiste
en colocar un “stent vascular” para restablecer el flujo sanguineo. Sin embargo, un
problema recurrente que se presenta después de esta intervencion quirargica es la
restenosis, que consiste en la reduccion repetida del lumen de la arteria, como
consecuencia de varios factores como resistencia a drogas antiproliferativas,
hipersensibilidad, “shear stress” y remodelamiento vascular [113, 114].

La hiperplasia de las CMLV es una de las patologias que contribuye a la restenosis.
Se ha observado una modificacion de su fenotipo caracterizado por la disminucion
en la expresion de proteinas de fenotipo contractil como calponina y a-actina, por lo
que migran hacia la intima y proliferan, formando una capa que obstruye el lumen
de la arteria, aumento de proteinas de matriz extracelular como colageno y
proteinas como Smad3/ factor de crecimiento transformante- 1 (TGF-B1) que

estimulan la dediferenciacion de las CMLV [115].

11. Posibles mecanismos de ERO en la proliferacién de las CMLV

La capacidad de contraccion, proliferacion y migracion de las CMLV se ve afectada
por una amplia gama de factores, incluyendo las fuerzas mecanicas, agonistas
contractiles como la angiotensina Il, proteinas de matriz extracelular, ERO,

interacciones endoteliales-CMLV, PDGF, TGF-B1, hipoxia, entre otros [116]. Existe
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un mecanismo en particular que explica la proliferacién de la CMLV y que involucra

la secrecion de la proteina ciclofilina A promovida por el aumento en las ERO [117].

11.1. Ciclofilina A

La ciclofilina A (CyPA) es una proteina citosélica de 20 kDa involucrada en muchas
funciones biolégicas, como modulacién de la respuesta inmune, crecimiento celular,
desarrollo de tumores y enfermedades vasculares; es secretada por las CMLV en
respuesta al aumento en la generacion de ERO, las cuales activan la via RhoA/Rho-
cinasa, activando proteinas como Src, Rho y Cdc42, involucradas en procesos de
remodelacion del citoesqueleto para la formacién de vesiculas VAMP2 (vesiculas
de asociacion a membrana plasméatica 2), a través de las cuales se secreta la CyPA
al espacio extracelular [118].

La CyPA extracelular se une a su receptor CD147, activando diferentes vias de
sefalizacion. A nivel de las células endoteliales aumenta la expresion de moléculas
de adhesion, disminuye la expresion de la eNOS y activa sefiales proapoptoticas,
mientras en las CMLV provoca la activacion de ERK 1/2, Akt y JAK para su
proliferacion y migracién. La via ERK 1/2 activa procesos de proliferacion,
diferenciacion, mitosis y supervivencia celular, mientras que la via Akt tiene efectos
antiproliferativos que involucran a las cinasas dependientes de ciclinas (CDKs) p21
y p27, encargadas de regular el ciclo celular al final de las fases G1 (crecimiento
celular, sintesis de proteinas y ARN, una sola copia de ADN) y G2 (crecimiento
celular: continua la duplicacion de proteinas y ARN) y a la mitad de la fase M

(mitosis) [119]. La via JAK incluye las proteinas ciclina D, p21, Bcl2 y c-Myc,
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involucradas directamente en crecimiento, apoptosis y programacion del ciclo

celular (Figura 5) [120].

Dafio endotelial

G CyPA f
NADPH oxidasa \D é Receptor CyPA

Figura 5. Mecanismo involucrado en la proliferacion de las CMLV. Las ERO activan proteinas
involucradas en la formacion de vesiculas como la cinasa Rho, a través de la formacion de estas
vesiculas se secreta la CyPA, la cual es una proteina que se secreta en respuesta al estrés oxidante,
una vez en el medio extracelular se une a su receptor activando diferentes vias de sefalizaciéon a
nivel de las células endoteliales y las CMLV. Ang Il (angiotensina Il), ERO (especies reactivas de
oxigeno), Cdc42 (ciclo de division celular 42), CyPA (ciclofilina A), CE (células endoteliales), CMLV

(células del musculo liso vascular).

12. Antecedentes
12.1 SMy las CMLV
El SM se caracteriza por numerosos factores de riesgo metabdlico, los cuales se

estan involucrados en la modificacion del fenotipo de las CMLV, como por ejemplo
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las citocinas proinflamatorias y los lipidos (LDL, TG, AGL) que favorecen el cambio
a fenotipo sintético [121].

La hipertension participa de manera importante ya que genera estrés mecanico al
aumentar la rigidez de los vasos sanguineos debido a una mayor vasoconstriccion
disminuyendo el grado de relajacion, asi como las ERO que ademas de cambiar el

fenotipo de las CML también favorecen el desarrollo de hipertension [122].

12.2. Modelos de SM

Los estudios en modelos animales constituyen una valiosa herramienta para
comprender los procesos fisiopatoldégicos asociados al SM, sus caracteristicas
histoldgicas y evaluar nuevas terapias. Los modelos maés utilizados son los
desarrollados en roedores (rata y raton) por su similitud bioldgica con el humano y
el conocimiento acumulado que se tiene de esta especie desde el punto de vista
genético, molecular y enzimatico, lo cual facilita la interpretacion de los resultados y
la interpolacion con el humano.

Existen varios modelos de SM basados en alteraciones genéticas o inducidos por
factores ambientales, como la dieta y el sedentarismo. Entre los modelos, inducidos
genéticamente estan los transgénicos, con deficiencia en la secrecion de la leptina
y alteraciones en la funcién de su receptor [123], 0 con mutaciones que incrementan
la lipogénesis y disminuyen la (-oxidacion de &cidos grasos y dificultan la
eliminacion del exceso de grasa hepatica [124].

En cuanto a los modelos de SM inducidos por la dieta estan aquellas enriquecidas
en carbohidratos, como fructosa y sacarosa, 0 enriquecidas con grasa, o bien, la

combinacion de ambas dietas. Estos modelos se caracterizan por el desarrollo de
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obesidad, resistencia a la insulina y alteracion en el metabolismo de lipidos [125].
También existen modelos con dietas deficientes aminoacidos como la arginina,
colina o metionina, con administracién de estrégenos, glucocorticoides o ciertos
toxicos que incrementan la lipogénesis hepética, o disminuyen la oxidacién de
acidos grasos [126]. El uso de estos modelos experimentales permite avanzar en

los procesos fisiopatoldgicos involucrados en el SM.

12.3. Antecedentes del modelo de SM inducido por dieta enriquecida con
sacarosa

Nuestro equipo de trabajo ha desarrollado un modelo de SM basado en ratas Wistar
macho recién destetadas a las cuales se les administras una solucion de sacarosa
al 30% como agua de bebida durante 24 semanas. Este modelo no presenta
diferencias significativas en el peso corporal pero presenta un incremento en el
contenido de grasa intraabdominal [127]. También presenta hiperiglicéridemia,
hipertension, hiperinsulinemia y resistencia a la insulina [128, 129]. EI modelo
presenta alteraciones en el metabolismo de &cidos grasos que se reflejan en las
altas concentraciones de &cido palmitico, palmitoleico y oleico [130]. En
mitocondrias de higado se ha observado un aumento en la generacién de ERO,
acumulacion de acidos grasos libres y la sobreexpresion de la proteina
desacoplante UCP2. También se reportd un aumento de los marcadores de estrés
oxidante, como el malondialdehido, peroxidacion lipidica y glutation oxidado, asi
como disminuciéon del glutation reducido en tejido vascular del modelo de SM.
Adicional a esto, se ha reportado el aumento en la actividad de la NADPH oxidasa

en anillos de aorta [7, 69]. Se considera como un modelo de SM porgque estan
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presentes los marcadores clinicos necesarios para diagnosticarse en humanos,

como aumento de la grasa intraabdominal, hiperlipidemia e hipertension.
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13. Justificacion

Las CMLV juegan un papel de gran importancia en el mantenimiento del tono
vascular por medio del fenotipo contractil que adquieren durante el desarrollo. En
condiciones fisioldgicas las CMLV se caracterizan por la expresion de diferentes
proteinas contractiles funcionales. Un cambio del fenotipo contréctil de las CMLV ha
sido implicado en procesos patolégicos como la aterosclerosis y la restenosis
después de una angioplastia. Esto debido a una disminucién en el contenido de
proteinas caracteristicas de su fenotipo contractil y un aumento en la biosintesis de
proteinas de la matriz extracelular que se reflejan en una mayor proliferacion.
Existen varios factores que pueden modificar este fenotipo contractil, entre los que
se encuentra el estrés oxidante. En un modelo de SM inducido por alto consumo de
sacarosa los marcadores de estrés oxidante estan incrementados, ademas de que
ésta condicidon patologica también es un factor de riesgo para desarrollar ECV. Por
lo tanto, se considerd importante estudiar si el cambio del fenotipo contractil de las

CMLYV aisladas de un modelo de SM involucra ERO.
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14. Hipotesis
Las células del musculo liso aisladas del modelo de sindrome metabdlico cambian
de fenotipo contractil a proliferativo inducido por el aumento de especies reactivas

de oxigeno generadas por la mitocondria y la NADPH oxidasa.

15. Objetivo General
Determinar la participacion del aumento en las especies reactivas de oxigeno en el
cambio de fenotipo de las células de musculo liso en un modelo de sindrome

metabdlico

16. Objetivos Particulares

Evaluar la proliferaciéon de CMLV aisladas del modelo de SM.

Determinar la generacion de ERO a nivel de la NADPH oxidasa y de la mitocondria
en CMLYV aisladas del modelo de SM.

Investigar la participacion de las ERO generadas por la mitocondria y la NADPH
oxidasa sobre la proliferacion de las CMLV aisladas del modelo de SM.

Evaluar las proteinas marcadoras de fenotipo contractii en CMLV aisladas del
modelo de SM.

Asociar la participacién de la ciclofilina A con el cambio de fenotipo de las CMLV

aisladas del modelo de SM.
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17. Material y métodos

17.1. Modelo experimental de SM

Se utilizaron ratas macho Wistar obtenidas del bioterio del Instituto Nacional de
Cardiologia Ignacio Chavez, recién destetadas, con un peso aproximado de 40 g y
mantenidos y manejados segun la norma de ética de tratamiento de los animales
de laboratorio (NOM-062-Z00-1999).

Los animales fueron separados en dos grupos de 6 ratas cada uno:

Grupo control (C) que recibi6 alimento sélido (Lab diet formula 5001, Ralston Purina
Corp., St Louis, MO) y agua de beber ad libitum; Grupo sindrome metabdlico (SM)
que recibié el mismo alimento solido que los animales controles y como agua de
bebida una solucion de sacarosa (azucar refinada) al 30% ad libitum. Después de
24 semanas de tratamiento, a las ratas se les retiro el alimento durante toda la noche

y al dia siguiente fueron sacrificadas por decapitacion.

17.2. Andlisis de AGL, TG, glucosa, insulina y leptina

La sangre se recolect6 de la aorta abdominal en tubos con anticoagulante (EDTA al
0.1%) y se centrifugd inmediatamente a 600 x g durante 20 min a 4 °C. Al plasma
obtenido se le afiadi6 butilato de hidroxi-tolueno (BHT) al 0.005% como antioxidante,
se almaceno a -70°C hasta la cuantificacion de los lipidos e insulina.

Los AGL se determinaron por cromatografia de gases y se obtuvieron segun el
meétodo de Folch [131]. La concentracion de triglicéridos en plasma se midié segun
el método descrito por Nagele [132]. Los niveles de glucosa, insulina y leptina en

plasma se midieron por radioinmunoensayo utilizando kits comerciales estandar
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(Linco Research); cada ensayo comercial se calibr6 con los estandares del
fabricante.

La grasa intraadbominal se disecciono de la cavidad retroperitoneal y alrededor de
ambos rifiones e inmediatamente se peso. La grasa visceral y duodenal no se

incluyo6 en este procedimiento.

17.3. Determinacion de la tension arterial

Previo al término de las 24 semanas de tratamiento se procedid a realizar la
monitorizacion de la tensién arterial y la frecuencia cardiaca en los grupos
experimentales.

Se utilizé el equipo de medicién de tensién arterial no invasiva Pletismografo LE
5002 Non Invasive Blood Pressure Meter. El equipo fue calibrado previé a su uso,
basados en las instrucciones del proveedor (Panlab. Harvard apparatus, 2007).

Se realiz6 un adiestramiento de las ratas durante siete dias en un lugar tranquilo
donde se minimizara la distraccién y estrés a los animales de prueba.

Quince minutos previos a las mediciones, las ratas fueron colocadas cerca de dos
calentadores eléctricos para generar una vasodilatacion sistémica favorable. Cada
rata se introdujo al cepo de acrilico, exponiendo su cola fuera de éste cerca de una
fuente de calor (lampara y caja de calor).

Una vez comprobada la movilidad minima del animal se procedio a realizar de cinco
a diez mediciones en un lapso no mayor a 20 min. Se tomaron como tensiones
aceptables aquellas con frecuencias cardiacas menores a 500 beats, mientras que
mayores a esto, se considerd que los animales estaban en estado de estrés o

movimiento.
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17.4. Cultivo primario de las CMLV

Las CMLV se obtuvieron de la aorta de la rata en condiciones estériles. Una vez
diseccionada la aorta, inmediatamente se coloco6 en un buffer que contenia 140 mM
NaCl, 4.7 mM KCI, 1.2 mM Na2HPO4, 2.4 mM MgSO4, 2 mM CacClz, 5.6 mM Glucosa,
0.02 mM EDTA, 25 mM HEPES, pH 74 y se retir0 la grasa
perivascular.Posteriormente, la aorta se incubdé con 1 mg/ml de colagenasa
(GIBCO) durante 20 min para despegar el adventis (fibroblastos) del musculo liso.
Una vez que el adventis fue retirado, la aorta se incubé con 10 mM papaina
(ROCHE) durante 40 min para disgregar las células musculares.

Posteriormente las CMLV obtenidas fueron filtradas a través de un tamiz con un
poro de 230 pum (Tissue Grinder Kit, SIGMA) y sembradas en cajas pretratadas para
cultivo primario de 25 cm? (CORNING) y en medio de cultivo D-MEM/F-12 (GIBCO)
suplementado con 10% de suero fetal de bovino (SFB) (GIBCO), el cual fue
inactivado previamente a 56°C durante 30 min. Las CMLYV fueron colocadas en una
incubadora (Forma Scientific Steri Cult 200) a 37°C con 5% de CO2y 90% de
humedad. Cuando las células llegaron a confluencia se dispersaron con 0.25% de
tripsina-EDTA (GIBCO) y se resembraron en una caja de 75 cm?, en el mismo

medio de cultivo descrito anteriormente.

17.5. Proliferacion celular

Cuando las cajas de 75 cm?llegaron a confluencia, las células se dispersaron con
0.25% de tripsina-EDTA (GIBCO) y se resembraron en cajas multipozo (24 pozos),
colocando 8000 células por pozo. Se agregé medio de cultivo con 10% de SFB, el

cual fue cambiado cada 24 h hasta cumplir los tiempos de cada experimento.
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Finalmente se fijaron con etanol absoluto a diferentes tiempos 0, 24, 48, 72, 96 y
120 horas para determinar el ADN como marcador de la proliferacion celular.

La cuantificacion del ADN de las CMLV se determiné por el método modificado de
Brunk [133], utilizando el fluoroforo diamidino-fenil-indol (DAPI), el cual se intercala
en las cadenas del ADN y emite fluorescencia a una longitud de onda de excitacion
de 360 nm y emision de 450 nm.

Después de fijar la células con etanol, se les adiciond 150 ul de NaOH (1 N) y 1.35
ml de 0.15 M Na2HPO4 con DAPI a una concentracion final de 0.5 pM para
posteriormente evaluar la cantidad de ADN por fluorescencia, utilizando un
espectrofluorometro Perkin Elmer LS 50B. Como referencia para determinar la
concentracion de ADN de las muestras se realizé una curva con ADN comercial de
salmén (SIGMA), cuya concentracion real fue determinada en un NanoDrop

(Thermo Scientific).

17.6. Participacion de las ERO en la proliferacion de las CMLV (inhibicion de
las fuentes de ERO: NADPH oxidasa y scavengers de O2")

Las CMLV se sembraron bajo las mismas condiciones descritas anteriormente en
cajas de 24 pozos, en ausencia y presencia de diferentes compuestos como el 4
hidroxi-tempo (tempol) y mitotempo, como atrapadores de ERO; cloruro de
difenileniodonium (DPI) y apocinina, como inhibidores de la NADPH oxidasa, a5y
10 uM durante 72 y 120 h. Todo esto para evaluar la participacion de las ERO en la
proliferacion de las CMLV y qué fuentes de ERO estan contribuyendo a este

proceso.
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17.7. Anédlisis de proteinas marcadoras de fenotipo contréctil

17.7.1. Obtencidén de proteina total

La obtencién de proteina de las CMLV se hizo en dos fases de crecimiento: no
confluentes (72 h) y confluentes (120 h). Las CMLYV fueron disgregadas con tripsina-
EDTA al 0.25% y se centrifugaron a 700 x g durante 5 min a 4°C; se eliminé el
sobrenadante y se resuspendio el pellet en 200 pl de buffer de lisis (25 mM HEPES,
0.1 M NacCl, 15 mM imidazol, 10% glicerol y 1% Triton X-100), pH 8, con inhibidores
de proteasas (115 mM PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo)), 2 mM leupeptina, 1.5
mM aprotinina, 3 mM pepstatina) y antifosfatasas (0.2 mM ortovanadato, 50 mM
NaF), y se incubaron por 30 min a 4°C. Por ultimo, se realizd la cuantificacion de

proteina por el método de Bradford [134].

17.7.2 Western blot

En geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 8% y 12% se
depositaron 50 pg de proteina de cada muestra para la deteccion de caldesmona,
20 ug para a-actina, 35 pug para la miosina de cadena ligera fosforilada y GAPDH,
asi como 100 pg para ERK 1/2, CyPA y CD147. Como control de carga se utilizo -
actina. Los geles se corrieron en un buffer que contenia 190 mM Glicina, 25 mM
Tris, 1% SDS a 120 voltios. La transferencia se realiz6 en medio himedo en
membrana de nitrocelulosa (Millipore) a 350 mA durante 60 min para caldesmona,
ERK 1/2 y CD147, 45 min para a-actina y 35 min para la cadena ligera de miosina
fosforilada, CyPA y GAPDH. Después de la transferencia las membranas fueron
bloqueadas con leche baja en grasa al 5% disuelto en TBS-T (150 mM NacCl, 50 mM

Tris, 0.1% Tween 20 a pH 7.4) durante 2 h a temperatura ambiente. Posteriormente,
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las membranas se incubaron con anticuerpos especificos para caldesmona (abcam,
1:20000), a-actina (abcam, 1:300), miosina de cadena ligera fosforilada (abcam,
1:1000), CD147 (abcam, 1:2000), GAPDH (abcam, 1:10000), CyPA (genetex,
1:1000), ERK1/2 (genetex, 1:1000) y B-actina (novusbio, 1:10000), diluidos en una
solucién que contenia 10 mM NacCl, 10 mM Tris al 3% de leche baja en grasa a pH
7.4 durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, las membranas se lavaron con
TBS-T durante 10 min (5 veces) y se incubaron con los anticuerpos secundarios
especificos para cada anticuerpo primario durante 2 h a temperatura ambiente.
Terminado este periodo, las membranas se lavaron con TBS-T 5 veces durante 10
min cada vez. Finalmente, la deteccion de las proteinas se realiz6 por
guimioluminiscencia utilizando un kit comercial (Immobilon, Millipore) y placas
radiogréaficas (BioMax, Kodak).

Las bandas obtenidas en la placa que corresponden a la proteina de interés fueron
analizadas con un fotodocumentador de alta resolucion (UVP Inc., Upland, CA,

USA), en donde se determiné la densidad 6ptica (D.O.) de cada banda.

17.8. Andlisis de la generacién de ERO

Las células fueron incubadas con 2',7 -diclorofluresceina diacetato (DCF) o con
MitoSOX a 5 uM durante 15 min para la deteccion de ERO a nivel citoplasmico o
mitocondrial respectivamente. La oxidacion del DCF por ERO emite una intensidad
de fluorescencia en verde (A excitacion: 326 nm, una A emision: 432 nm) a diferencia
del MitoSOX (A excitacién: 510 nm, una A emision: 580 nm) que se acumula

especificamente en la mitocondria y al oxidarse por la presencia de ERO, emite una
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fluorescencia en color rojo. Las células fueron fijadas con paraformaldehido al 1%
durante 30 min a 4°C. Finalmente las células se montaron sobre cubreobjetos con
glicerol para ser analizadas por microscopia confocal y la fluorescencia se analizé
con un foto-documentador de alta resolucion (UVP, GelDoc-It Imaging System),

reportando la fluorescencia por cada célula.

17.9 Anélisis estadistico

El andlisis estadistico se realizd con el programa Sigma plot (versién 11). Los datos
se presentan como el promedio + Error estandar (EE). Se utiliz6 la prueba
estadistica t de Student para la comparacion de los grupos experimentales. La

significancia estadistica se consider6 a una p<0.05.
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18. Resultados

18.1. Caracteristicas generales de los animales

El tratamiento de las ratas Wistar con sacarosa al 30% durante 24 semanas indujo
un incremento estadisticamente significativo (p<0.01) de la frecuencia cardiaca, la
presion arterial diastolica y sistolica y por lo tanto de la tension arterial. Ademas, se
encontré un aumento significativo en los niveles de TG, AGL, insulina y leptina en
plasma, junto con el aumento en la acumulacién del tejido adiposo intraabdominal.
Por otro lado, el andlisis del colesterol total no mostré diferencia significativa entre
ambos grupos; sin embargo, el colesterol asociado a las HDL disminuyé de manera
significativa (p<0.05) en los animales tratados con sacarosa. En el peso corporal no
hubo diferencia significativa (Tabla 3). La alteracion de estos parametros en el
modelo animal de SM desarrollado por la administracion de sacarosa al 30% refleja
el cuadro clinico observado en pacientes con este padecimiento, lo cual lo convierte
en un modelo de gran utilidad para investigar los mecanismos por los cuales el SM

se asocia con enfermedades cardiovasculares.
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Tabla 3. Caracteristicas generales de los animales.

Variables C SM

Peso corporal (g) 488.0+19.1 477.0+31.7
Frecuencia cardiaca (lat/min) 351.9+£52 371.9+22*
Presion arterial sistolica (mm/HQ) 111.7+£2.3 130.2+£2.9*
Presion arterial diastélica (mm/Hg) 69.0£2.7 97.8 £ 3.9*
Tension arterial media (mm/Hg) 82.8+24 108.7 + 3.4**
Grasa intraabdominal (g9) 7.4+£22 153+26*
Triglicéridos (mM) 0.8+0.1 1.8+£0.1*
Glucosa (mM) 59+0.1 59x0.2
Colesterol total (mM) 15+£0.1 1.4+0.1
Colesterol-HDL (mg/dL) 42.65 + 3.5 28.1 £4.1*
AGL (mM) 0.6+0.1 1.1+0.1**
Insulina (pM) 99.6+5.1 167.6 £ 7.8**
Leptina (ng/ml) 0.6+0.2 2.7 £0.3*

Los valores fueron expresados como el promedio + EE de 7 animales diferentes (n=7). Los valores
de todas las variables fueron obtenidos al final del periodo del tratamiento. Los triglicéridos, glucosa,
colesterol, AGL, insulina y leptina fueron determinados en plasma. *p<0.05 SM vs C. **p<0.01 SM

vs C. C: Control, SM: Sindrome Metabolico, AGL: Acidos grasos libres.

18.2. Proliferacion de las CMLV
En la Figura 6 se observa que la cantidad de ADN que corresponde a las CMLV

aisladas del modelo de SM aumenta significativamente (p<0.05) en comparaciéon
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con la cantidad de ADN de las CMLV aisladas de animales controles, esto en
presencia de 10% de SFB. El aumento en la cantidad de ADN a través del tiempo
(24, 48, 72, 96 y 120 h) reflejé mayor proliferacion de las CMLV aisladas del modelo
de SM de un 18%, 55%, 40%, 89% y 95%, respectivamente, comparado con CMLV

de animales control.
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Figura 6. La proliferacion de las CMLV de ratas control (barras abiertas) y con SM (barras negras)

en presencia de 10% de SFB fue determinada cuantificando la cantidad de ADN por fluorescencia
utilizando el DAPI (0.5 uM). Las CMLYV fueron cultivadas a diferentes tiempos de crecimiento: 24, 48,
72,96 y 120 h. Los valores corresponden al promedio de la cantidad de ADN ng/pozo (1.9 cm?) +
EE (n=6 experimentos independientes y cada experimento corresponde a un animal diferente).

*p<0.05 corresponde a C vs SM.

18.3. Participacion de ERO en la proliferacién de las CMLV

Para elucidar la participacion de la generacion de ERO en la proliferacion celular se
utilizaron diferentes compuestos inhibidores de las fuentes de ERO y atrapadores
de ERO en las células: el DPI y la apocinina (APO) se utilizaron como inhibidores

de la NADPH oxidasa (Figura 7), el tempol y mitotempo como atrapadores de anién
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superéxido a nivel citoplasmatico y a nivel de la mitocondrial respectivamente
(Figura 8).

Con el DPIl a 5 uM se bloqued la proliferacion en un 32% en las células aisladas del
modelo de SM a 72 h (Figura 7A). Después de 120 h, ambas concentraciones, 5y
10 uM de DPI, disminuyeron el ADN al 40% en CMLV control y 70% en las CMLV
SM, respectivamente (Figura 7A).

En cuanto a la inhibicibn de NADPH oxidasa con la apocinina (Figura 7B), se
observo la inhibicién en el crecimiento celular de un 45% en el modelo de SM a 120

hy en un 20% la proliferacion de células controles a 120 h.
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Figura 7. Inhibicion de la actividad de la NADPH oxidasa con DPI (A) y APO (B) sobre la proliferacion
de las CMLYV de ratas C (barras abiertas) y SM (barras negras) cultivadas durante 72y 120h a5y
10 uM de cada compuesto. Los valores corresponden al promedio de la cantidad de ADN ng/pozo +
EE (n=3 experimentos independientes y cada experimento corresponde a un animal diferente).
*p<0.05 C vs SM, **p<0.05 C vs C + DPI, #p<0.05 SM vs SM + DPI, #p<0.05 C vs C + APO, 4p<0.05

SMvs SM + APO.
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Al incubar las CMLV con Tempol, atrapador del Oz a nivel citosdlico se observé una
inhibicion significativa de la proliferacion celular a las 72 y 120 h, tanto en células
controles (70%) como en las CMLYV aisladas del modelo de SM (65%) (Figura 8A).

Cuando las células fueron incubadas con mitotempo, como atrapador de O2" el cual
actua especificamente en la mitocondria, se observo un mayor efecto inhibidor de
la proliferacion de las células aisladas del modelo de SM tanto a 72 h como a 120 h
al disminuir de manera significativa (p<0.05) la proliferacion al 70%, mientras que
en las células aisladas de animales control solamente reduce la proliferacion al 30%

a 72y 120 h (Figura 8B).
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Figura 8. Efecto del Tempol (A) y Mitotempo (B) sobre la proliferaciéon de las CMLV de ratas C (barras
abiertas) y SM (barras negras) cultivadas durante 72y 120 ha 5y 10 uM de cada compuesto. Los
valores corresponden al promedio de la cantidad de ADN ng/pozo + EE (n=3 experimentos
independientes). *p<0.05 C vs SM, **p<0.05 C vs C + Tempol, #p<0.05 SM vs SM + Tempol, #p<0.05

C vs C + Mitotempo, 4p<0.05 SM vs SM + Mitotempo.

18.4. Generacion de ERO en las CMLV
El MitoSox y el DCF fueron utilizados para evaluar la generacién de ERO a nivel

mitocondrial y citosélico, respectivamente. En la Figura 9 se observa un incremento
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significativo (p<0.05) en la fluorescencia del DCF en células aisladas del modelo de SM

(46%) en comparacion con las células control.

SM +DCF

Unidades de fluorescencia pr célula

- DCF +DCF
Figura 9. Generacion de ERO a nivel citosélico en las CMLV de ratas control (barras abiertas) y con
SM (barras negras) analizadas por microscopia confocal. Los valores corresponden a la intensidad
de fluorescencia emitida por célula + EE (n=3 experimentos independientes). Paneles A, B, Cy D
corresponden a las imagenes de microscopia 6ptica de C y SM sin DCF, C+DCF y SM+DCF

respectivamente. *p<0.05 corresponde a C vs SM.

La participacion de la mitocondria como fuente generadora de ERO se evalud
incubando las células con el fluoroforo MitoSox, que se acumula especificamente
en la matriz mitocondrial debido a su carga positiva; su oxidacién en presencia del
anién superéxido emite fluorescencia en color rojo. En las imagenes de microscopia
(Figura 10), ambos cultivos primarios de las CMLV control y SM sin MitoSox emiten
fluorescencia intrinseca que no presenta diferencia significativa entre ambas
células. Cuando las células fueron incubadas con MitoSox, la intensidad de
fluorescencia fue 48% significativamente (p<0.05) mas intensa en células aisladas

del modelo de SM en comparacién con las células aisladas de animales controles.
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Figura 10. Generacion de ERO a nivel mitocondrial en las CMLYV de ratas control (barras abiertas) y
con SM (barras negras) analizadas por microscopia confocal. Los valores corresponden a la
intensidad de fluorescencia emitida por célula + EE (n=3 experimentos independientes). Paneles A,
B, C y D corresponden a las imagenes de microscopia 6ptica de C-DCF, SM-DCF, C+DCF y

SM+DCF respectivamente. *p<0.05 corresponde a C vs SM.

18.5. Analisis del contenido de ciclofilina A, receptor de ciclofilina A (CD147)
y ERK 1/2

La Figura 11A muestra la abundancia de CyPA, la cual en condiciones no
confluentes tuvo un aumento significativo (p<0.05) en las CMLV del modelo de SM
en comparacion con las CMLV controles. Cuando las CMLYV llegan a confluencia, el
contenido de esta proteina aumenta tanto en células, SM (32%) y control (40%), en
comparacién con su estado no confluente.

En cuanto al contenido de CD147 (Figura 11B), en condiciones no confluentes se
observé un incremento significativo (p<0.05) en células aisladas del modelo de SM
en comparacion con las controles; sin embargo, en estado de confluencia, el
contenido de esta proteina aumento en ambos tipos celulares sin mostrar diferencia

entre ambos grupos experimentales.

56



Con respecto al contenido de ERK 1/2, éste fue el mismo para células SM y

controles en condiciones confluentes y no confluentes (Figura 11C).
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Figura 11. Analisis por Western blot de ciclofilina A (CyPA: 17kDa), receptor de ciclofilina A (CD147:
55 kDa) y ERK 1/2 (46 kDa) en las CMLV (C barras abiertas, SM barras negras) durante estado de
crecimiento no confluente (72 h) y estado confluente (120 h). Los valores corresponden al cociente
de la densidad optica (D.O.) de CyPA/D.O. B-actina; D.O. CD147/D.0. B-actina; D.O. ERK1-2/D.O.
B-actina £ EE (n=4 animales diferentes). *p<0.05 C no confluente vs SM no confluente, **p<0.05 C

no confluente vs C confluente, #p<0.05 SM no confluente vs SM confluente.
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18.6. Proteinas de fenotipo contréctil

Las CMLV se caracterizan por la expresion de varias proteinas de fenotipo
contractil, como caldesmona, a-actina y la miosina de cadena ligera fosforilada, las
cuales dependen del estado de crecimiento de la célula. Al evaluar estas proteinas
en dos condiciones de crecimiento, no confluentes (72 h) y confluentes (120 h),
observamos que el contenido de caldesmona (Figura 12A) fue menor en
condiciones de no confluencia, comparado con el estado confluente, tanto en
células controles como en células aisladas del modelo de SM. Ademas, en estado
de no confluencia, la caldesmona es significativamente menor (p<0.05) en las CMLV
de animales con SM con respecto a los controles. Esta diferencia entre células SM
y control se pierde a las 120 h.

Con respecto al contenido de a-actina (Figura 12B), el analisis de la D.O. mostro un
incremento significativo (p<0.05) de su contenido en estado confluente comparado
con el estado no confluente; sin embargo, no hubo diferencia entre ambos grupos
experimentales.

El contenido de miosina de cadena ligera fosforilada fue significativamente menor
(p<0.05) en las CMLV aisladas del modelo de SM en condiciones no confluentes.
En estado confluente, la cantidad de miosina fosforilada aumenté en las CMLV
aisladas del modelo de SM en comparacion con células controles (Figura 12C).

La cantidad de GAPDH no mostro diferencia significativa entre las CMLV controles
y con SM en condiciones confluentes. En condiciones confluentes, el contenido de
GAPDH increment6 significativamente (p<0.05) en células aisladas del modelo de

SM (Figura 12D).
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Figure 12. Andlisis del contenido de caldesmona (70 kDa), a-actina (37 kDa), miosina de cadena
ligera fosforilada (p-miosina: 50kDa) y GAPDH (37kDa) en las CMLV (C barras abiertas, SM barras
negras) en estado de crecimiento condiciones no confluentes (72 h) y en condiciones confluentes
(120 h). Los valores corresponden al cociente de la D.O. Caldesmona/D.O. B-actina; D.O. o-
actina/D.O. B-actina; D.O. p-miosina/D.O. B-actinay D.O. GAPDH/D.O. B-actina + EE (n=4 animales
diferentes). *p<0.05 C no confluentes vs SM no confluente, **p<0.05 C no confluente vs C confluente,

#p<0.05 SM no confluente vs SM confluente, #p<0.05 C confluente vs SM confluente.
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19. Discusion

El objetivo de este trabajo fue investigar el mecanismo por el cual las ERO
enddgenas participan en el cambio de fenotipo y proliferacion de las CMLV aisladas
de un modelo de SM inducido con una dieta alta en sacarosa. En este modelo,
nuestro grupo de trabajo ha reportado que hay un incremento en la generacion de
ERO en diferentes tejidos, incluyendo el tejido vascular [70]. Los resultados de las
caracteristicas del modelo muestran que las ratas que consumieron sacarosa tienen
alteraciones metabdlicas, como el aumento en la presion arterial diastolica y
sistdlica, en la frecuencia cardiaca, el tejido adiposo, los TG, la leptina e insulina,
los cuales son factores asociados al aumento de las ERO, moléculas que participan
en el desarrollo de ECV [135]. La proliferacion y migracion de las CMLV son
procesos fisioldgicos en respuesta a una condicidn patolégica como el SM, asociado
con hiperglucemia, hiperlipidemia, hipertensién y diabetes [136, 137]. Estas
alteraciones patoldgicas son caracterizadas por presentar estrés oxidante asociado
al aumento de la generaciéon de ERO. Cuando la concentracion basal de ERO
aumenta y excede la defensa antioxidante, también puede inducir alteraciones del
estado redox intracelular por la modificacion de los indices GSH/GSSG vy
NAD(P)/NAD(P)H involucrados en la interaccién entre proteinas de sefializacion y
en la activacion o inhibicion de varias proteinas relacionadas con la proliferacion y
muerte celular [138, 139].

La diferencia en la proliferacion entre las CMLV controles y SM fue debido
probablemente a una mayor generacion de ERO en el SM, tal como se ha propuesto
en otros trabajos [26, 140]. La participacion de ERO en la proliferacion de la CMLV

ha sido evidenciada utilizando diferentes compuestos que atrapan o inhiben las
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fuentes de ERO. Al utilizar el DPI como un inhibidor de la NADPH oxidasa, se
observo una disminucién significativa (p<0.05) en la cantidad de ADN tanto en
CMLV de animales controles como SM a 72y 120 h, teniendo un mayor efecto sobre
las células de SM, sugiriendo un efecto citostatico. Cabe mencionar, que este
compuesto aunque es ampliamente utilizado como inhibidor de la NADPH oxidasa,
también se ha reportado que es capaz de inhibir otras enzimas importantes como la
NADPH ubiquinona oxidoreductasa, la sintasa de 6xido nitrico, la xantina oxidasa,
la NADPH citocromo P450 oxidoreductasa y las colinesterasas, que pueden estar
involucradas en la supervivencia celular [141].

La apocinina también es un inhibidor de la NADPH oxidasa [142], pero a diferencia
del DPI, la apocinina lo hace especificamente impidiendo la unién de p47°rhox y
p67Phox con gp91P"* subunidades de la NADPH oxidasa, sin afectar otras proteinas
gue pueden ser fundamentales para la vida celular [143]. Al incubar las CMLV con
apocinina se observo una inhibicién del crecimiento celular en células aisladas del
modelo de SM sin causar disminucién en la concentracion de ADN por debajo a la
observada a 24 h, sugiriendo que no tiene un efecto citolitico y que la participacion
de la NADPH oxidasa como generadora de ERO juega un papel fundamental en el
mecanismo de proliferacion de CMLV de la aorta del modelo de SM.

El tempol es un compuesto que funciona como atrapador del radical superéxido
permeable a las membranas biologicas y favorece el metabolismo de una amplia
variedad de ERO, reduciendo el estrés oxidante [144, 145]. Su efecto sobre el
crecimiento de las CMLYV aisladas tanto de animales controles como del modelo de
SM, sugiere la participacion del anion superoxido, como molécula fundamental en

el mecanismo de proliferacion.
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A diferencia del tempol, el mitotempo tiene un grupo catiénico lipofilico llamado
trifenilfosfonio que lo hace especifico a la mitocondria [146]. Su efecto inhibitorio
sobre la proliferacion de las CMLYV aisladas del modelo de SM indica que el radical
superoxido que se genera a nivel mitocondrial participa de manera importante en la
proliferacion de las CMLV aisladas del modelo de SM.

Los experimentos para determinar la generacibn de ERO a nivel mitocondrial,
utilizando MitoSox, el cual se acumula especificamente en la mitocondria y
reacciona con el anion superéxido [147], indican un aumento en la generacion de
anion superoxido en las CMLYV aisladas del modelo de SM con respecto a las células
controles.

En un estudio previo se reportd que en mitocondrias aisladas de higado de animales
con una dieta alta en sacarosa hay un aumento en la generacion de ERO, asociados
a alteraciones en el metabolismo de lipidos, tales como TG y AGL, que se
encuentran aumentados en el modelo de SM [140].

En CMLV de aorta del modelo de SM, las ERO pueden estar regulando los factores
de transcripcion que controlan la expresion génica asociada con la proliferacion,
como por ejemplo de la proteina AP-1 (proteina activadora 1) [148, 149].

Uno de los mecanismos propuestos para explicar la proliferaciéon de las CMLV
asociado con la liberacion de ERO ha sido la secrecién de varias proteinas
denominadas SOXF (secreted oxidative stress-induced factors), entre ellas se
encuentra la ciclofilina A (CyPA). La secrecion de CyPA, es un mecanismo que
involucra varias proteinas que participan en procesos de remodelacion del
citoesqueleto y en la formacion de vesiculas necesarias para la secrecion de esta

proteina [150]. La CyPA se une a su receptor CD147, el cual esta sobre expresado
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en las CMLV de aorta del modelo de SM. Esta unién puede estimular vias como
JAK, Akt, ERK1/2 y promover la proliferacion celular [151].

Nuestros resultados muestran que el contenido de CyPA es mayor en células
aisladas del modelo de SM en estado de crecimiento (no confluentes), indicando
que hay un aumento en la disponibilidad de CyPA para ser secretada al espacio
extracelular e interactuar con su receptor CD147, que también esta aumentado para
inducir la activacion de ERK1/2 y promover la biosintesis de ADN. La participacion
directa de ERO en la expresion y secrecion de CyPA no fue evaluada. Sin embargo,
el blogqueo de la proliferacién por la inhibiciébn de la generacion de ERO a nivel
mitocondrial y de la NADPH oxidasa sugiere otros experimentos para evidenciar la
participacion de ERO en la expresion de CyPA, CD147 y ERK1/2 y su relacion con
la proliferacién celular.

El fenotipo contractil de las CMLV esta caracterizado por la expresion de proteinas
como la a-actina, la caldesmona y la miosina de cadena ligera fosforilada, asi como
la disminucién en la proliferacion. En estados patolégicos la expresion de estas
proteinas se ve disminuida y aumenta el rango de proliferacién [152]. Nuestros
resultados muestran que cuando las CMLV se encuentran en crecimiento (fase no
confluente), pierden parcialmente su fenotipo. Esto se reflejé en una disminucion en
el contenido de las proteinas de fenotipo contractil y, cuando llegan a confluencia y
el rango de proliferacion disminuye, recuperan el fenotipo contractil al aumentar la
expresion de estas proteinas. Sin embargo, el contenido de caldesmona y p-miosina
es bajo en células aisladas del modelo de SM en estado no confluente, lo cual puede
estar relacionado con una disminucién en el fenotipo contractil de las CMLV de la

aorta SM y al aumento en la generacion de ERO.
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El aumento en el contenido de p-miosina en estado confluente en las CMLV aisladas
del modelo de SM puede estar relacionado con el incremento en la vasoconstriccion
encontrado en anillos de aorta y asociado con la hipertension que caracteriza a las
ratas con SM, ademas se ha descrito que participa en procesos de proliferacion y
migracion de las CMLV [153].

La a-actina es una proteina que participa de manera importante en el proceso de
contraccion. En las células controles y SM no se observaron diferencias
significativas, sin embargo, su contenido aumenta en condiciones confluentes, lo
que indica que al llegar a confluencia las células tienden a recuperar su fenotipo
contractil. Con respecto al GAPDH, el cual es utilizado ampliamente como un gen
de referencia o una proteina de control de carga, en las células aisladas del modelo
de SM se encontr6 incrementado el contenido de esta proteina debido
probablemente a que esta involucrada en muchas funciones celulares, entre ellas
la glucdlisis por lo que en este modelo que implica la ingesta de sacarosa, el
metabolismo glucolitico se encuentra modificado. Ademas, el aumento en el
contenido de GAPDH se ha asociado con procesos de proliferacion en algunos tipos
de células tumorales, lo cual puede apoyar la idea de que el mecanismo de

proliferacion es mayor en las células aisladas del modelo de SM [154].
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20. Conclusiones

Las CMLV del modelo de SM tienen mayor proliferacion debido al aumento en la
generacion de anion superoxido a nivel de la NADPH oxidasa y de la mitocondria.
Ademas, las ERO aumentan el contenido de CyPA intracelular, que puede actuar a
través de su receptor CD147 para promover la proliferacion de las CMLV aisladas
del modelo de SM, disminuyendo la expresion de proteinas de fenotipo contractil.
Como consecuencia, las ERO generadas debido a las alteraciones del modelo de
SM participan en el proceso de proliferacion de las CMLV por un mecanismo
asociado a la CyPA, este aumento de la proliferacion se reflej6 en un cambio de

fenotipo asociado a la disminucion de las proteinas de fenotipo contractil.

21. Perspectivas

Evaluar el efecto de las ERO sobre el cambio de fenotipo contractil de las CMLV y
sobre la secrecién de ciclofilina A, ademas de otras proteinas involucradas en el
mecanismo de proliferacién como ERK 1/2, Akt y JAK. Ademas de analizar la accién

directa de la ciclofilina A sobre la proliferacion de las CMLV.
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sraton of ROG 2 ol wed) beweld b SMCx of covarnd catn lopes | and vt sutabwlc oondrome (Mlack ham | acalvasd b

cottocal sicoescopy. The valaex cocrospond o the Exsnaty of T Busmx

d 3y all 4 SE 12 3 ndepencent caperkzuntd. A
“

R C aad D coommpond to the leages of optic micraxopy of C-DCF, S5 DO, Co IM

« D3, copwamaly. ' p <005 comsespond

L

MO » Mawnx

Pces 5 Geoenaten of ROS 31 the miocheondeid vl 2 SMCs of contesl zatx fopen band) aad with maetadolic syvradsesse |Dlack San

sulvaed by cesalecal mikroscops. The ralum cormepand © e lsdmey of fw Becoconce sndtsd 5y el 4 SE (O = 5 Independiens
apererentd. A, K C and D comepond 0 B Enages af optic miktoncopy of DUF, SEIXTF, CoDCT, and SFADCT, rocpectnaly
o cocmepondsto Cye 5 (pcd o

oxpenmamnis vanal depending of the hype of experiment %6, and 120h of cdl secding, DINA amosst comespondiag ¢

w4 to 8) Oae-way ANOVA was used Sor companng the SMCs Boen S armmuah incrcmad by 1%, S5%, 0%, B%
data Somn diferere groces. [he dfference betwern grocps and V%, sospectively, a conparedd weth SMCa rom cooool
was coandared watsncaly wgnibcars when p< 0 08 anmmals. § b incoesse of LINA over s refieciod 2 gresier

"h\:h’!)ll:(l of SMOs tdated o the SE modd daan st

3. Results from the coirol anezial
.

L2 order to elucidats the myvobvermnt of Rl

> peneratios

1. Gonerad Chansciorutics of Axovade. | he treatmest of sats in SMC probferation, sevearadd shbeon of G souce
with socrowe dat for 24 wecks mduced 3 statintically dentt wihin odl were wed Apocynm [AM)) and D] wee mead
camt ncreawe @ hext rae and dossolic and syl Mood an mrhabitony or NADPH ocxadase (Fgure 2}, whide tempod
presazy (p< 001 ) = sdation, inglycersdas, FFA mmwalkn, was oed v 2 mperocsde amos  acxvenger.  Moreover
sad wpEn = plassi and ol abdaminad fat theae were Mool tMM), 2 m;\x-xn.‘r radcal wave AgET 2t Ihe mreln
fowad higher = SF rate (p < 0.01). On the other haad, sraly chondral lovel wan msed to shacdaie e parscipution of
sx of satal chalestend and ghme sad body weight dhowed mochondns n ROS-indeced ol poolderation (Figere 3

m egncant dieroncy bemween the T procga. Uholesterol Wb DU 2 5 oM » prolifrzan-blocking effect by 32%
soocated with HDL decramed upnsicantly mn SF amirsals was cinetved m SF cdls 2t 72h (Fapare 2(2)) A8 120k both
p< 088 (Tabk ] at 3 axd 10 M, D decreaed DN A in cells from SF contood

anemah (by J0% and 40, sewpectnvedy ). In the cane of apoc

12 Svwath Masdle Coll Profiferatian. Fagare 1 shows that the ymin, Figsoe 25 abows Sl profsarason of SMCs from
snours of DNA comropondng n SMC om SF zat the SF acrts wan blocked by 45% at 120 h. Whes SMCywere
screased egnicantly acroe the tme 2 compuoed to control tcubated weth wrrped, 3 ugrehcast mivhetam of cdl growdh
ccths and ot any e of ol growth (p < 005 ). After 24 8,72 (p <005} was abscrvnd 2t 72 and 120 bhoocsx by TN =
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O CDYOn S ain

FPaarws & Arsadyss by westars blas of cyclophidin A (OPA 170Du), ovclophilia A seceptor EDA4T 550D, aad ERXT-2 (46 AW in SANCs
15 open b ST, black ban ) dering non ondhucet groveth stae (723 aad conthuces state {120 h) The valass ba the gopln armnpend 1o the
ke of optk dendey KOD ) OPAN D Sactin, OO CDDOD. factn and OD IREL-20 D S oactin 4 5E (00 4 difcare sabral)
'p < 000 C oot confiant ve 5 2ot conthars, ™' p < 005 C oot coslasxt v C oaasnt, 3nd *p < 000 SF no confasnt va ST conflume

corezel SMCs a=d by 63% = SF cells (Fagurs Mz)), When
SMCs werr ncsbated with Moo TEMPO thae slecivedy s
e mmenochoodinn, 3 grexter inhibitory effect wan obscrved an
the peolteraton of SMCx polated from the SF aoeta by J0%
s=d in contral SMCa by 30% (Figuse bj)L SMCa from SF
rats were mone wnetive b the probferstion-mbibating effece
of Mo TEMPMO than contrel cells at both 72 and 120h of
culsare.

135 Swoath Mascle Cell ROS Geweration. MuseSOX and DCY,
two ROS probex, were used to moaitor MOS peneration o
mitochondra and cll wall loveh, Fguw ¢
Ma@“tmn{pfﬂwldlﬂim
= 55 ccdls by 9% corspared with comtrol cells. To evaluste
ROS genesation from SMCs 22 matochondris bovel, MaoSOX,
a fucrogenic dye spectically segeted 1o sulechoadna, war
unad |t emits red loosecence whes eaidiaad by w

In mucsoscopy tmages (Fypee 3), both conteol and SF
prmary cuftured SNCe withost MiseOX enittad intrirmic
fuccescencr. Whes cdic wers sacuboned with MisoSOC the
sterary of fuccaamce war 4% ugatbantly more Tileuw
= oells from SF moddd coorpaned weh ol from coatnd
sxumale (p< 0 08)

14 A of Cpdephiin A, Cyclaphdin A Recpier
(CD347) and ERK 172 Fagare 6 sharwy the expemnica of
cyclophilis A whose content wan 29% wmndkr soa-
corduerm coaddions in SF cdle to corteal ocdie

When cells seach conflussce, the comtent of this pootes
incremed in both SF and cocerad cdls by I2% and by
40N, sopactindy, in amparsca with noncorduat con
trol and 5F odle Howewer, the dtference bawess both
cek typen in lowt in confluent woane

b regand 1o CDI4Y under nencondent condisons, 2
vigathan! moncase (p < 0.05) = SF colls was obsarved com
pared %o contrd bet at condnant wte, the comtent of
thi protein was enhanced = both odl and there v
n betwoen SF and conevel adls (Fagare 8l

Wk rewpact to ERK 1/2, the conterst v the cume for 5F
and conteel cclls 3t nonconthent condtions aad cordlucst
coaditions (Fipre 6)

A3, Comtracade Mamatype Jrodam. SMCx 3¢ well character-
=ad by the expoenson of several costractile phenotype pro-
e, wach = caldevmon, a-actin. and the phosphorylatad
mipoan bght chain (p-MLC). Thar sbundance may depend
on the odl prowth state. Thax, xoaconfiusst (72h) and con-
doent (120 5) coad eres ware texted to evadaate che
expresion of prosemne. Fygure 7 shosm that the consent
of cldamnon was lower under amdtions of noocrathaence
coany o the in the coafluern eate, in both el hypen
Nﬂmt.ll‘(lﬂ correpondng 1o caldeunen band leved
2 72h was lower @ SMCs from dhe SF sorta
compaced %o contrel cells (2 < 0 05). This diference betwees
SF and contool colle v bt at 1200, In regard 1o o2t
conters, the O analywes shows 3 ugnificast ncrease m ™
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Faovws 7 Comare anabyds of caldesnon (O TOMDW), a-ac1i {37 kDu |, plaospbon latad sryoun Ughe ciain (p- MILC 50 &40, aad GAPDH
{77 ke ) quetiont (o S OC, open Seox. 57, black bard) Juriag aoocootl st growth sase (72 3) and contlasnt e (120 b). The wlam o
the graph comepond o the cte of O D CAMOD Sactia, OD gactn 0D Sazn OD p MLOOD Faan, ad OD GAZINIOD
Facin s S (w0 4 St srnak)l "y <0 02 Cnstconfemt v 5F nat confusnt, "p < 005 C noe condhant ve Cosalthnt, *p <005 S
st cenfhunt vo W conflemn and **p < 005 € cosflurnt va S contluent

corsent when cells were in cocdunce = comgarned with
prowing s {72 h) and ao déference was chaerved between
SF ard C cells (Fgure 7). The content of p-MLC 2 nomcoa.
fuest stale v agaibicantly lower 1n SMCs fron SF cen
pared %0 that Som coatrol ra (p<905)L In confheent
state, e ditnbation of p- MLC was srwerted 3ad the smount
of p-MLC was sbown enbanced o SMCs froe SF ssimals a0
corspused with cantrel cells (Fopare 7). The GAFDH hinded
10 be losser 1 both control aad SF cells in nooconflucm v
corspured with comfluent ool In addition, GAIMDH content
mcreawed o the nolated SMUCs of the SF madd 1n confhacrs
condexes (Rgure 7).

4. Discussion
Thas weady was sndertaen o invextigase the nole of endege
rowas ROS in the contractide and prolifestve of

SMCs mobtad bom SF medd, sece 2 v sponiad a
bagh suctoas et incessex the genesation of ROS 10 dfccers
tmases induding vasculsr tmoe |24, 2] The peclifraton
=d mograion of SMCa b 2 physcdogecal proces in neposse

1o pathological condmors sech 2a metabobc syndrome au-
cated with byperglpoemn and byperitpidans, ypateansen,
= disbenen (511 AR these altezatiorn s cha
acturasd by sxidative virem dex 2o the enhancad eeady-state

coaceztrazon of ROS. Whes the bl concestrasons of
ROS mmcreases 3ad exconds antionsdare deferme. it abwo muay
induce dterstocms of trarscdibular redas ataten by the modih-
cation of GEHMESG aad NADCPUNAIF M ivobved o the
interaction betwarn wgnakng prosan (docking) sad = the
acination or & n of wveral procans svelved o b
proftferation and cdl death (15, 32|, Oue sevults of mtabobc
alterations induced by wacrase feeding, much 2 hagh adipow
taase, hyperenglycendamis, hyperlsptnania, sad bypenn-
vediserres, are smocated with incressad diastolic and sywolc
bood prowese a=d beart male aad sy contnbue © the
peneration of ROS 1)) The particpation of ROS iz cdl pro-
Ifezation ix evidenced by incebusng colly vath deferent acav-
engery and mbsbotoex of ROS sourcer. Asx an mhubitor of
NADPH cxadawe, DPI actx difercatialy from ARO aad it
decreoes the amoust of DNA m both SF and coatrol ool
eyper at 72 sxd 1 20h, having 3 preater effect v SF celln,
ngpesag = cpfolytic diect. [z addition 00 s wide uw =
an (rhubstor of NADI'H casbae, DM bas been o
nbabet other anportact croyme uxch s NADFH ubiga-
sone acdorad s tase, ritric ogide rprehaw, xanthine cxidase,
NADFH optochrome NS0 codocedactaw, sad cholmewser-
ao¢ that may be involvad m oell servival | 4], Apecyrn hose-
over i 3 spacifc mishmar of NADPH molne [35] 8 s
more spechally by nbdheng the ssocation of pdiphas
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and of piTphex with gpil phox s WADMH modass sobun e,
withowt affecting oiler protens the may b el for ol
mewieal |38, 370 In our work, o sgmibcanily blodes cxll
prowih wEhoul cusng & decnmase in [NA coomirsson
= 5F mpgpeiing dhat o ne cpinbviic ofect amd the

of NADNH ondes = ke peolrason of
S0 from tha SF soria In segand & the o of senpoll as s
sebeciion scawemger ol saion sad permeshle o

HAIH'H sodss and meinchendrn
L=lics Mo TEMMD mleci large mEo-
chendns borwawr of B chermol e irspherry]

chendns bevel 2l 5 eole 1 ikar
Hnthm&mﬁﬁﬂ:-:h ﬁqmm'hpm-
of B0 gresnlion o meinchendsil kv, mmg MeadSO0
thai accurmulaics in ke miischondra asd thai sescis spe-
ahally wih wperosde amem, mdeaic an movaw in
snien pemaszion S8 s polaied from SF
rais com I:|-|:|:-.I:|'|:|J|:*.I:I:II
In a2 previcus stady, meschmdn mobiad from the
bver of smimals weh wcme S k(e s hugh
nuiv probably dos s hpsd akerymrms wuch 2
TG ared FRA fourd moemed = SF min (340 = 5600
frm iha GF seria, BOS may be 2 medubieng sgnal or

probivrasm |7, 43].
In this woek, the amoest of CyifA Sousd hagher in mo-

v calls from §F model in growing siaie (nenoond uei)
mdbcyiey e mormsnd svalsbliiy of O o be woreied
ot ol ol amd de inderack wath COL4T aba foond movmed
e induce ERKLSY axpemsrms and aciiriy
btcaymihmn. The dewd mvwbwmemi of BOS i OpA
expresuon smd screiion was oot sddeessed. Horwevees, the
zdl proifeaien L in
iy i s
Wnnﬁu*ﬁlnﬂ“nﬂ#&

47, and ERELT expooos sduty and thor relason
e ol prohimaion. Indoed, ihe mowsed Cpf'A copresson
and srcremom was desorbed o be blocked by aniteaidanis
= Mol -transfecisd oodls [14].

In regard & the SMC coneachls chezac-
ferized by S eprosss of proiom sech as @-aciing, cl-
dewnma, and phophorylyicd myoun light chaes [43-428],
e rewalis thai Sk did o ihar
cordracils mplq’- dormy ihe F_hpr:lnd:

UChuidhitre Medicing and Cellaber Longeaiy

crflemil, sad whan the celb seach confuens: v, shey
ioially recover the comirscide pherotype. Thess sewls
wopgesi ko the method uang papes. for meymass -
pemicn of S Eum the et s cdl wigh = con-
imactle plametype Mowers, s lees conieme of
caldmmon and p-MLT = moomaise: 5F cdls could
be rdsted with o decreme = mnincike plmetpe of
80 from the SF aosia, higher KOS gemerstion, and
I.Tulln:l-:l:.' = 5F aremab. The of ircseamd p-

LT = comfloeni wizie of S0y bolabed from SF may
be relsied o the memussd vascmsincion found =
soria nng and amecigied wih the hypericmion i
chanciermes &F mis [48, 47].

k= suremary, S8 from 5F moddl hoee = r .
at e beved of NAIH'H cosdhos ard muinchendris. In sddi-
immm, ROE oo the expemos s the secrehima

fa (CO04F reorpinr

noiyps prosene A 3 coneguerer of the fadng of

mrvsleeneri in cell probivrssos, wpgeis o oeplanesi of
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