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1. Abreviaturas y símbolos 

ADN                        

AGL                       

AP-1                        

AEBSF                    

ATP       

Ang II            

Apocinina  

Bcl-2                       

Bcl-xL                   

[Ca+2]i                         

CAT                        

CD36                      

CD147                    

CDKs                     

Cdc42                    

 

CE                         

CyPA                     

CMLV                    

CTE                       

DAPI                      

DPI                                       

                     

 

Ácido desoxirribonucleico 

Ácidos grasos libres 

Proteína activadora 1 

Fluoruro de 4- (2-aminoetil) bencenosulfonilo  

Adenosin trifostato 

Angiotensina II 

4'-hidroxi-3'methoxiacetofenona 

Células B de  linfoma-2  

Células B de linfoma-extra grande 

Concentración de calcio intracelular 

Catalasa   

Cluster de diferenciación 36 

Cluster de diferenciación 147 

Cinasas dependientes de ciclinas 

Proteína del control de división celular 

homólogo-42 

Células endoteliales 

Ciclofilina A 

Células de músculo liso vascular 

Cadena transportadora de electrones 

4',6-diamino-2-fenilindol  

Cloruro de difenileneiodonio 
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ECV 

EDTA 

ERO  

ERN                      

ESC/ESH        

 

FAD                  

FGF                       

GMPc                    

HDL                       

HNE                     

H2O2                    

c-IAP                     

I-CAM                    

IDF                        

IGF                        

IFN-γ                     

IL-2                       

IL-6                       

IL-8                       

LDL                      

LEP                     

LOX-1                 

MDA                                    

Enfermedades cardiovasculares 

Ácido etilendiaminotetra-acético               

Especies reactivas de oxígeno 

Especies reactivas de nitrógeno  

Sociedad Europea de Cardiología/Sociedad 

Europea de Hipertensión 

Flavín adenín dinucleótido 

Factor de crecimiento de fibroblastos  

Guanosín monofosfato cíclico 

Lipoproteínas de alta densidad 

4-hidroxi-2 nonenal 

Peróxido de hidrógeno 

Proteína inhibidora de apoptosis-c 

Molécula de adhesión intercelular 1  

Federación Internacional de Diabetes 

Factor de crecimiento homólogo de insulina 

Interferón gamma 

Interleucina 2 

Interleucina 6 

Interleucina 8 

Lipoproteínas de baja densidad 

Leptina  

Receptor de LDL oxidadas-1 

Malondialdehído 
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MCP-1 

MLCK   

MLCP                  

NADPH 

NCEP: ATP III       

 

 

NF-κB                  

NO2
•                    

Nox                      

eNOS                  

iNOS                   

Nrf2                     

O2
.-                    

OH•                      

ON•                      

ONOO¯          

8oxodG               

PA                       

PDGF                  

PUFAs                 

Qi                        

 

Proteína quimioatrayente de monocitos-1 

Cinasa de la cadena ligera de la miosina        

Fosfatasa de la cadena ligera de la miosina 

Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 

Programa Nacional de Educación sobre 

Colesterol en el Panel III para el Tratamiento del 

Adulto 

Factor nuclear kappa B 

Dióxido de nitrógeno  

NADPH oxidasa  

Óxido nítrico sintasa endotelial 

Óxido nítrico sintetasa inducible  

Factor nuclear 2 relacionado al factor eritroide 2 

Radical superóxido 

Radical hidroxilo  

Óxido nítrico  

Anión peroxinitrito  

7,8-dihidroxi-8-oxo-24´-deoxiguanosina  

Presión arterial 

Factor de crecimiento derivado de plaquetas 

Ácidos grasos poliinsaturados 

Sitio donde se forma anión superóxido orientado 

hacia la matriz mitocondrial 
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Qo 

 

RI                        

SM                      

SOD Cu/Zn   

SOD Mn              

SOH 

-SOOH           

-SOOOH             

SRA                 

TG                      

TGFβ                  

TGF-β1        

TNFα                  

TPx                    

UQ●                   

VAMP2 

 

VCAM-1     

  

 

 

Sitio donde se forma anión superóxido orientado 

hacia el espacio intermembranal 

Resistencia a la insulina 

Síndrome metabólico 

Superóxido dismutasa de cobre zinc 

Superóxido dismutasa de manganeso  

Ácido Sulfénico  

Ácido sulfínico y sulfónico       

Ácido sulfónico       

Receptor scavenger clase A 

Triglicéridos 

Factor de crecimiento transformante beta 

Factor de crecimiento transformante-beta 1 

Factor de necrosis tumoral alfa 

Tiorredoxina peroxidasa  

Radical ubisemiquinona  

Vesículas de asociación a membrana plasmática 

2           

Moléculas de adhesión de células vasculares-1 
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2. Resumen  

Estudios previos en homogenado de aorta de un modelo de síndrome metabólico 

(SM) inducido por alto consumo de sacarosa, mostraron marcadores de estrés 

oxidante aumentados, lo mismo que la actividad de la NADPH oxidasa. Además, en 

anillos de aorta aislados de animales con SM observó mayor constricción y menor 

relajación inducidas por epinefrina y acetilcolina respectivamente en comparación 

con los controles normales. La alteración en la reactividad vascular en los anillos 

podría asociarse con una disminución en la disponibilidad de óxido nítrico por  

aumento en la generación especies reactivas de oxígeno (ERO), como el anión 

superóxido, a nivel de las células del músculo liso vascular (CMLV). El objetivo de 

este trabajo fue evaluar la generación de ERO y su efecto en la proliferación de las 

CMLV aisladas de un modelo de SM, así como investigar el posible mecanismo 

implicado en este proceso. El modelo de SM inducido por el consumo de sacarosa 

durante 24 semanas mostró aumentos estadísticamente significativos de la presión 

sanguínea diastólica y sistólica, triglicéridos (TG), tejido adiposo intraabdominal, 

insulina y leptina en plasma. La proliferación de las CMLV se evaluó cuantificando 

la cantidad de ácido desoxirribonucleico (ADN) mediante fluorescencia, usando el 

4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI). Se observó que las CMLV aisladas del modelo de 

SM tienen un rango de proliferación mayor en comparación con las células aisladas 

de animales normales. La preincubación de las CMLV con compuestos como el 

cloruro de difenileneiodonio (DPI) y la apocinina (inhibidores de la NADPH oxidasa), 

así como el tempol (un atrapador de anión superóxido y mimetizador de la 

superóxido dismutasa), redujo en todos los casos de forma estadísticamente 

significativa la proliferación de células aisladas de animales con SM y normales, 
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sugiriendo la participación del anión superóxido generado a nivel de la NADPH 

oxidasa como posible mecanismo de proliferación. En cuanto a la participación de 

las ERO generadas a nivel mitocondrial, se utilizó el mitotempo, el cual funciona 

como atrapador de anión superóxido. Resultando en disminución en la proliferación 

celular de manera estadísticamente significativa sólo en las CMLV aisladas del 

modelo de SM. Estos resultados sugieren que las ERO mitocondriales son 

responsables de la diferencia en el rango de proliferación entre CMLV aisladas de 

animales controles y con SM.  

En cuanto a las proteínas CD147 (cluster de diferenciación 147) y ciclofilina A, 

involucradas en el posible mecanismo de proliferación, se observó un aumento en 

condiciones de no confluencia en células aisladas del modelo de SM.  

El análisis por Western blot de las proteínas de fenotipo contráctil, tales como α-

actina, caldesmona y la cadena ligera de miosina fosforilada, indican que su 

contenido disminuye en las CMLV en fase de crecimiento y aumenta cuando están 

confluentes, indicando que recuperan su fenotipo contráctil, siendo menor el 

contenido de algunas proteínas en las CMLV aisladas del modelo de SM. 

Nuestros resultados sugieren que las CMLV aisladas del modelo de SM tienen una 

mayor proliferación y que las ERO participan de manera importante en este 

mecanismo, ya que al inhibir la generación de ERO, la proliferación disminuye de 

manera significativa. 
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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, 
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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 α-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.  
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4. Introducción 

En condiciones fisiológicas las células de músculo liso (CMLV) se definen por su 

fenotipo contráctil no proliferativo y juegan un papel primordial no únicamente 

estructural sino también en la regulación del tono vascular. En condiciones 

patológicas la proliferación de las CMLV de las arterias implica un mecanismo que 

se relaciona con un cambio del fenotipo contráctil a un fenotipo proliferativo o 

sintético, caracterizado por disminución en el contenido de proteínas contráctiles (α-

actina, cadena ligera de miosina fosforilada y caldesmona) y aumento en la 

producción de proteínas de la matriz extracelular, que contribuyen al desarrollo de 

estenosis arterial en la aterosclerosis, a la remodelación arterial y al desarrollo de 

hipertensión arterial, entre otras patologías [1]. 

El síndrome metabólico (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 ácidos grasos libres (AGL) son moléculas que pueden favorecer el 

estrés oxidante ya que afectan la función mitocondrial, así como la actividad 

NADPH-oxidasa, induciendo aumento en la generación de especies reactivas de 

oxígeno (ERO) [2].  

Las ERO a bajas concentraciones se consideran moléculas de señalización o 

segundos mensajeros que influyen en la transducción de señales en diferentes 

sistemas biológicos, como por ejemplo en el sistema cardiovascular. Sin embargo, 

a altas concentraciones están catalogadas como moléculas nocivas [3]. 

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

generadoras del radical superóxido (O2
.-) [4] que, junto con otras ERO como el 
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peróxido de hidrógeno (H2O2), están involucradas en diferentes procesos 

fisiológicos y patológicos, tales como la diferenciación, proliferación y apoptosis, así 

como la secreción de proteínas inflamatorias y de matriz extracelular [5]. 

El mecanismo por el cual las ERO inducen cambios en el fenotipo contráctil de las 

CMLV no está del todo establecido, sin embargo, la secreción de la ciclofilina A del 

medio intracelular al medio extracelular inducida por el aumento de las ERO está 

implicada en el mecanismo de proliferación 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, 

además de hiperleptinemia y estrés oxidante. Por lo tanto, el propósito de este 

trabajo fue investigar la participación de las ERO en el cambio de fenotipo contráctil 

a fenotipo proliferativo en las CMLV de un modelo experimental de SM y el papel 

que juegan tanto la mitocondria como la NADPH oxidasa como fuentes de ERO en 

este proceso. 

 

5. Síndrome metabólico  

El SM fue descrito por Reaven en 1988 como “síndrome X”, el cual incluía patologías 

como resistencia la insulina (RI), hiperglicemia, hipertensión, disminución de 

colesterol HDL y aumento de triglicéridos. En 1998 fue aceptado el concepto de SM, 

al cual se le incluyó 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 años posteriores, varias 
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definiciones han sido propuestas, aunque las más utilizadas para el diagnóstico 

clínico son las establecidas por el Programa Nacional de Educación sobre 

Colesterol en el Panel III para el Tratamiento del Adulto (NCEP: ATP III por sus 

siglas en inglés) y la Federación Internacional de Diabetes (IDF)  [9, 10]. 

En 2001, el NCEP: ATP III definió el SM como la presencia en un paciente de al 

menos tres de las siguientes alteraciones clínicas [11]:  

 Obesidad abdominal (circunferencia de la cintura ≥102 cm en hombres y >88 

cm en mujeres). 

 Triglicéridos ≥150 mg/dL. 

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

 Presión arterial (PA) ≥130/ ≥85 mm Hg. 

 Glucosa ≥110 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 diagnóstico 

del SM, la cual está asociada con RI [12]. Además, recomendó criterios adicionales, 

como: biomarcadores de tejido adiposo debido a su asociación con enfermedades 

cardiovasculares (adiponectina y leptina), apolipoproteína B, lipoproteínas de baja 

densidad (LDL), proteínas circulantes derivadas de la disfunción endotelial 

(citocinas, moléculas de adhesión intercelular y moléculas de adhesión vascular), 

albúmina urinaria, marcadores inflamatorios (proteína C reactiva, factor de necrosis 

tumoral, interleucina-6) y marcadores de trombosis (inhibidor del activador del 

plasminógeno de tipo 1 y fibrinógeno) [13, 14]. 
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En el 2007 la Sociedad Europea de Cardiología y la Sociedad Europea de 

Hipertensión (ESC/ESH) resumieron la definición de SM como una asociación 

específica entre tres de los componentes mencionados en las definiciones 

anteriores [15]. La Tabla 1 muestra que las definiciones del SM tienen como 

características comunes y más 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 

Parámetros NCEP-ATP III 
(2001) 

IDF 
(2005) 

ESC/ESH 
(2007) 

Obesidad abdominal 

(circunferencia de la 

cintura)  

≥102 cm hombres 

≥88 cm mujeres 

≥94 cm hombres  

≥80 cm mujeres 

˃102 cm hombres  

>88 cm  mujeres 

Triglicéridos   ≥150 mg/dL ≥150 mg/dL ≥150 mg/dL 

Colesterol HDL  <40 mg/dL hombres 

<50 mg/dL  mujeres 

<40 mg/dL hombres 

<50 mg/dL mujeres 

<40 mg/dL hombres 

<46 mg/dL mujeres 

PA (Sistólica/diastólica) ≥130/≥85 mmHg ≥130/≥85 mmHg ≥130/≥85 mmHg 

Glucosa  ≥100 mg/dL ≥100 mg/dL ≥100 mg/dL 

En la tabla podemos observar que la NCEP-ATP III, la IDF y la ESC/ESH utilizan estos parámetros 

principalmente para identificar al SM clínicamente y que los valores considerados son similares entre 

ambas definiciones. PA: presión arterial, HDL: lipoproteínas 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 Nutrición 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%), 

hipertensión arterial (26.5%), hipercolesterolemia (26.5%), sobrepeso y obesidad 



13 

con un índice de masa corporal ≥25 kg/m2 (70%) [18, 19]. Estos factores influyen en 

el desarrollo de ECV, las cuales provocan una progresiva degeneración del sistema 

cardiovascular incrementando la morbilidad y mortalidad [20, 21]. Entre las 

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

 

6.1. Hipertensión.  

La hipertensión, definida clínicamente como el aumento de la presión sanguínea 

(presión sistólica >140 mmHg/presión diastólica >90mmHG), es una enfermedad 

multifactorial. Entre los factores que han sido implicados en su patogénesis se 

encuentran la sobre-regulación del sistema renina-angiotensina-aldosterona, 

activación del sistema nervioso simpático, señalización alterada de receptores 

acoplados a proteínas G, inflamación, aumento de especies reactivas de oxígeno y 

mal funcionamiento de las células T debido a que regulan los efectos de la 

angiotensina II y de los mineralocorticoides [22-24]. La hipertensión está asociada 

con un aumento en el riesgo de mortalidad por enfermedad arterial coronaria, falla 

cardiaca e infarto al miocardio [25, 26]. Durante la hipertensión se induce 

remodelación arterial, aumento crónico del estrés de la pared vascular o 

estiramiento biomecánico, los cuales, promueven la activación y migración de las 

CMLV dentro de la arteria. La exposición prolongada a estos factores induce la 

hipertrofia o hiperplasia de las CMLV, las cuales juegan un papel muy importante 

en la regulación de la presión sanguínea debido a que modulan el diámetro de los 

vasos sanguíneos [27, 28]. 

 

 



14 

6.2. Aterosclerosis 

La aterosclerosis es resultado de la obstrucción arterial por depósitos de lípidos 

(esteres de colesterol), proteínas de matriz extracelular (colágeno) y diferentes tipos 

de células (monocitos, macrófagos, células de músculo liso) en la pared vascular 

[29]. Esta patología involucra respuestas bioquímicas y moleculares muy 

específicas resultado del proceso inflamatorio crónico que conlleva una lesión en la 

pared vascular, lo cual dificulta el paso del flujo sanguíneo, resultando en disfunción 

endotelial [30], inflamación crónica de la pared vascular y formación de la placa 

ateromatosa. El proceso comienza con la lesión endotelial, que causa infiltración y 

acumulación de lipoproteínas de baja densidad (LDL) en el espacio subendotelial. 

Además, involucra vías de señalización proinflamatorias como la expresión de 

citocinas (IL-8 y TNF-α) e incremento del estrés oxidante producido por un 

desbalance entre la producción de ERO y la respuesta antioxidante. Las ERO 

juegan un papel importante en la oxidación que sufren las LDL, comenzando así el 

proceso aterogénico. Las LDL oxidadas (LDLox) inducen la activación del endotelio 

y de las CMLV por medio de la secreción de mediadores inflamatorios (interleucinas, 

TNF-α, proteína C reactiva, etc.) y la expresión de moléculas de adhesión, tales 

como moléculas de adhesión de células vasculares-1 (VCAM-1) y selectinas. Este 

proceso culmina con la acumulación de leucocitos (principalmente monocitos y 

linfocitos T) en la pared vascular, los cuales al interactuar con proteínas 

quimioatrayentes como las de monocitos (MCP-1) e interferón gama (IFN-γ), migran 

hacia la íntima. El reclutamiento de las células inflamatorias aumenta la oxidación 

de LDL llevando a un círculo vicioso. Una vez en la íntima, los monocitos se 

diferencian en macrófagos, 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 lípidos oxidados), denominadas así debido a su 

apariencia; su presencia en la pared arterial es una característica muy particular de 

una lesión aterosclerótica temprana. Los linfocitos T y los mastocitos que migran 

hacia la íntima, junto con las células espumosas, liberan una variedad de citocinas 

que promueven el proceso inflamatorio y la generación de ERO. La liberación del 

factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), así como de las ERO 

estimulan la proliferación y la migración de las células del músculo liso y la 

acumulación de colágeno que conduce al desarrollo de la placa ateromatosa. Las 

ERO inducen la expresión de receptores scavengers y su transformación en células 

espumosas, también inducen la liberación de metaloproteinasas (MMP) que 

degradan la pared fibrosa de la placa ateromatosa y la membrana basal de las 

células endoteliales, causando la disrupción de la placa que puede llevar a eventos 

aterotrombóticos, como infarto al miocardio, isquemia y eventos cerebrovasculares 

[31-33]. 

 

6.3. Isquemia cardiaca  

La isquemia cardiaca es la disminución del flujo sanguíneo hacia el corazón debido 

a la oclusión de una arteria coronaria, causando una disminución en el suministro 

de oxígeno y de nutrientes, lo cual provoca daño celular [34]. La lesión isquémica 

de los cardiomiocitos se caracteriza por dos fenómenos: la incapacidad para 

restaurar la función mitocondrial y el progresivo daño a la membrana plasmática, 

que resulta en la pérdida de la viabilidad celular [35, 36]. La restauración del flujo 

sanguíneo (reperfusión) después de un periodo prolongado de isquemia es esencial 
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para salvar a los cardiomiocitos y limitar el daño al miocardio y disfunción cardiaca. 

Sin embargo, la reperfusión puede exacerbar el daño al miocardio debido a un 

aumento en la producción de ERO, generadas por disfunción de la cadena 

respiratoria mitocondrial o por la infiltración de células inflamatorias. Por ejemplo, el 

peróxido de hidrogeno derivado de la dismutación de anión superóxido da lugar a 

radicales hidroxilos altamente tóxicos a través de la reacción de Haber-Weiss, 

facilitada por el aumento en la disponibilidad de hierro libre en la isquemia. Estas 

ERO pueden causar daño directo a membranas y proteínas o activar vías de 

señalización proapoptóticas [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, 

fisiológicos y ambientales [39-41].  

 

7. Especies reactivas de oxígeno  

Las ERO son moléculas derivadas del oxígeno que comprenden dos principales 

grupos: radicales libres como el anión superóxido (O2
.-) y el radical hidroxilo (OH•) y 

derivados no radicales como el H2O2. También es importante considerar a las 

especies reactivas de nitrógeno (ERN), como el óxido nítrico (ON•), el dióxido de 

nitrógeno (NO2
•) y el anión peroxinitrito (ONOO¯) [42]. Los radicales libres pueden 

ser definidos como moléculas o fragmentos moleculares independientes que 

contienen uno o más electrones no apareados. Este electrón desapareado les 

confiere un alto grado de reactividad. Los derivados no radicales son menos 

reactivos y más estables, con una vida media más 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 fisiológicas las ERO son consideradas como segundos mensajeros, 

ya que influyen en las vías de transducción de señales en varios sistemas biológicos 

incluyendo el sistema cardiovascular [44].  

Se ha descrito al H2O2 como una molécula de señalización intracelular que, a bajas 

concentraciones, activa mecanismos de supervivencia y proliferación. Sin embargo, 

en condiciones patológicas donde la concentración de ERO está exacerbada 

causan daño a moléculas como lípidos, proteínas y ADN [45]. La respuesta celular 

a las ERO está mediada principalmente por la activación de diferentes factores de 

transcripción tales como la proteína activadora 1 (AP-1), el factor nuclear kappa B 

(NF-κB) 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 colágena, la ciclina D y las citocinas 

TGFβ, IL-8, TNFα, entre otros más; se encarga de regular procesos de proliferación, 

reparación, fase aguda de la enfermedad hepática e inflamación. 

El NF-κB es un factor de transcripción regulado por radicales libres muy estudiado. 

Se han identificado varios genes que son regulados por este factor de transcripción, 

entre los cuales se encuentran citocinas y factores de crecimiento (IL-2, IL-8, IL-6, 

IFN-γ, TNF-α), receptores inmunológicos (Fas, MHC clase I), moléculas de 

adhesión (E-selectina, I-CAM), la óxido nítrico sintetasa inducible (iNOS), proteínas 

antiapoptóticas (Bcl-xL, Bcl-2, c-IAP), entre otras. 
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El Nrf2 es otro de los factores de transcripción que se activan por ERO, la 

importancia de Nrf2 reside en su capacidad para controlar la expresión de varias 

proteínas de la defensa antioxidante y del proceso de destoxificación [46]. Dentro 

de las enzimas antioxidantes que se encuentran bajo el control de Nrf2 están la 

catalasa, la glutatión peroxidasa (GPx), la superóxido dismutasa (SOD), 

tiorredoxina, hemooxigenasa 1, ferritina y la enzima γ-glutamilcisteina sintetasa 

entre otras [47].  

En cuanto a las enzimas de destoxificación que son reguladas por el factor Nrf2 

están la NAD(P) quinona reductasa, la UDP-gluconoril-transferasa, la aflotoxina B1 

aldehído reductasa y la epóxido hidrolasa microsomal [48]. Cuando hay un aumento 

en la generación de ERO que no es capaz de ser compensado con la respuesta 

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

 

8. Especies reactivas de oxígeno 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 músculo 

liso [43]. En estas células del tejido vascular, las fuentes generadoras de ERO son 

la xantina oxidasa, lipooxigenasas, la sintasa de óxido nítrico desacoplada y 

oxidasas mitocondriales, además 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 

señalización para los procesos de migración y proliferación de células de músculo 

liso de la túnica media a la túnica íntima, eventos tempranos de respuesta a una 
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lesión vascular que pueden terminar en un estado patológico como la aterosclerosis 

o restenosis inducida por angioplastia [50, 51]. 

 

8.1. NADPH oxidasa 

La NADPH oxidasa (Nox) es un complejo multiproteínico compuesto de diferentes 

subunidades, dependiendo del tipo celular. Las enzimas, originalmente descritas en 

células fagocíticas, constan de dos subunidades unidas a la membrana, la 

subunidad p22phox con un peso molecular de 22 kDa y la subunidad catalítica NOX 

de 96 kDa; tres subunidades citosólicas, la p67phox con un peso molecular de 67 

kDa, la subunidad p47phox de 47 kDa y la subunidad p40phox de 40 kDa y Rac1, 

subunidad encontrada solo en células no fagocíticas de 21 kDa o Rac2 en células 

fagocíticas y la cual tiene un peso molecular de 21 kDa.  Las subunidades citosólicas 

son reclutadas tras la activación del complejo Nox/p22phox unido a la membrana 

plasmática, como se muestra en la Figura 1. Todas las CMLV expresan p22phox, 

mientras que la subunidad catalítica puede ser NOX1, NOX2, NOX4 o NOX5. La 

distribución de las subunidades catalíticas en CMLV es específica del tejido y de la 

especie. Por ejemplo, las CMLV aórticas expresan NOX1 y NOX4 en roedores y 

también NOX5 en humanos. También puede variar su localización celular, las 

podemos encontrar en la membrana plasmática o en compartimentos de membrana. 

Hay reportes de la expresión de NOX1 en caveolas, NOX2 en la membrana 

plasmática de vesículas fagociticas, NOX4 en la mitocondria y retículo 

endoplásmico y NOX5 en el retículo endoplásmico, lo cual se evidenció utilizando 

fracciones celulares por medio de inmunoflurescencia y microscopia confocal, 

además de Western blot [52].    
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La expresión de p47phox y Rac1 está bien documentada mientras que la de p67phox 

es controversial [53]. La subunidad NOX de la enzima NADPH oxidasa contiene dos 

grupos hemo en la región transmembranal N-terminal y dominios de unión a 

nicotinamida adenín dinucleótido (NADPH) y flavín adenín dinucleótido (FAD) en la 

región citoplasmática C-terminal. En este sistema el anión superóxido se genera al 

transferir los electrones desde el NADPH citosólico a través del FAD luego al hemo 

interno y externo y finalmente al O2 en el citosol.  

Para inhibir la generación de ERO por la NADPH oxidasa se han utilizado diferentes 

compuestos como el difenileneiodonio (DPI), el cual actúa como un inhibidor 

inespecífico de flavoproteínas, al reducir a la flavina, es por ello que distintas 

enzimas se ven afectadas, tal como la NOS, xantina oxidasa y proteínas 

mitocondriales de la cadena transportadora de electrones; la apocinina por su parte, 

es un compuesto que impide la unión de p47phox y p67phox con NOX2; además, se 

ha observado que tiene actividad antioxidante intrínseca. Otros inhibidores 

propuestos son el fluoruro de 4- (2-aminoetil) bencenosulfonilo (AEBSF) o la 

plumbagina, los cuales se utilizan con menor frecuencia por sus efectos 

inespecíficos. Se ha descrito que AEBSF inhibe proteasas de serina y la plumbagina 

actúa como antioxidante inhibiendo NF-κB [54-56]. 

En la Figura 1 se observan las diferentes subunidades que conforman a la NADPH 

oxidasa y la generación de O2
.-, el cual puede activar vías de señalización 

involucradas en el control del tono vascular, proliferación celular, apoptosis, 

respuesta inflamatoria y migración de las CMLV [57, 58]. Otra fuente de ERO 

considerada muy importante en los sistemas biológicos es la mitocondria. 
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Figura 1. La NADPH oxidasa en una enzima compuesta por diferentes subunidades, algunas 

transmembranales (NOX y p22phox) o citosólicas (p67phox, p47phox y p40phox). Su activación implica la 

unión de las subunidades citosólicas a las subunidades que se encuentran en la membrana y la 

generación del anión superóxido (O2
.-) requiere la presencia de NADPH como cofactor. NADPH 

(Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato), GDI (Inhibidor de la disociación de GDP), GDP 

(Guanosín difosfato) [59]. 

 

8.2. La mitocondria como fuente de ERO 

En condiciones fisiológicas entre 0.1 y el 2% del total de oxígeno que se consume 

en la mitocondria para la producción de ATP se convierte en O2
.- [60]. En 

condiciones patológicas como  en las ECV esta proporción puede exacerbarse 

induciendo estrés oxidante. Durante la fosforilación oxidativa la primera especie 

reactiva que se forma es el O2
.-, que rápidamente se convierte en H2O2 por 

dismutación espontánea o por acción de la superóxido dismutasa de manganeso 

(SOD Mn) y la superóxido dismutasa de cobre/zinc (SOD Cu/Zn), localizadas en la  
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matriz mitocondrial y en el espacio intermembranal, respectivamente [61]. Este H2O2 

se convierte en agua y oxígeno por acción de la glutatión peroxidasa (GPx), la 

catalasa (CAT) o la tiorredoxina peroxidasa (TPx). A nivel de la matriz mitocondrial 

puede ser también convertido en radical hidroxilo e ión hidroxilo a través de la 

reacción de Fenton [62]. En la cadena transportadora de electrones (CTE) el 

complejo I y el complejo III, son los principales formadores de ERO. El complejo I 

forma el O2
.- del lado de la matriz mitocondrial y el complejo III tienen 2 sitios 

formadores de O2
.- el primero orientado hacia la matriz mitocondrial (Qi) y el otro 

orientado hacia el espacio intermembranal (Qo). Además, durante la oxido 

reducción de la quinona en el ciclo Q, se genera el radical ubisemiquinona (UQ●), el 

cual reacciona con el oxígeno y genera también O2
.- (Figura 2) [63, 64]. Las ERO 

derivadas de la mitocondria han sido implicadas en la regulación del tono vasomotor 

(vasoconstricción de la arteria pulmonar y la vasodilatación de la arteria cerebral). 

 

Figura 2. Generación de ERO a nivel del complejo I y III de la cadena de transporte de electrones 

(CTE) mitocondrial. Los electrones derivados de NADH se transfieren a la CTE a través del complejo 

I (CI)  o del complejo II (CII), y finalmente pasan al oxígeno molecular (O2) para formar H2O 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, III y IV, 

generando un potencial electroquímico que es utilizado por la ATP sintasa para la síntesis ATP. 

Complejo III (CIII), ciclo ubiquinona (UQ/UQH2), espacio intermembranal (NDe), matriz mitocondrial 

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

 

9. La generación 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 daño a componentes celulares como lípidos, proteínas y ADN. 

El estrés oxidante prolongado y la acumulación de modificaciones oxidativas a 

biomoléculas son asociadas con alteraciones patológicas de metabolismo y muerte 

celular [68]. 

Los fosfolípidos de las membranas contienen una gran cantidad de ácidos grasos 

poliinsaturados, muy vulnerables a la peroxidación al estar en contacto con el radical 

hidroxilo (OH*), el cual sustrae un átomo de hidrogeno y crea un radical orgánico el 

cual reacciona rápidamente con el oxígeno molecular (O2) para dar lugar a un radical 

peroxilo o dioxilo, que puede reaccionar con un lípido vecino quitándole un átomo 

de hidrógeno para producir un hidroperóxido y un nuevo radical. Los hidroperóxidos 

lipídicos son estables pero en presencia de metales de transición generan productos 

dañinos para la célula entre ellos aldehídos  como el malondialdehído y el 4-hidroxi-

2 transnonenal utilizados como marcadores de lipoperoxidación por ser los 

productos más estables. Ambos productos se pueden determinar por 

espectrofotometría o por cromatografía líquida de alta resolución [69, 70]. 
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En la molécula de ADN, los grupos nucleófilicos de la desoxirribosa y de las bases 

nitrogenadas quedas expuestos al ataque electrófilico de las ERO. Existen 

diferentes  tipos de daño oxidativo al ADN, entre los que se ha reportado: ruptura 

del esqueleto azúcar fosfato de una o de las dos hebras, modificación de las bases 

nitrogenadas y formación de uniones cruzadas ADN-ADN ó ADN-proteína, a través 

de diferentes mecanismos. El OH* da lugar a más de veinte modificaciones y entre 

ellas la más frecuente es 7,8-dihidroxi-8-oxo-24´-deoxiguanosina (8oxodG), la cual 

puede ser detectado por HPLC [71]. 

La oxidación irreversible de se da por la carbonilación que ocurre principalmente en 

los residuos de prolina, lisina, arginina y treonina, el producto de oxidación de dichos 

aminoácidos más común es el semialdehído glutámico a partir de arginina y prolina.  

Estas modificaciones pueden ser detectadas por espectrofotometría o por 

inmunodetección. Otras formas de oxidación son la nitración, glutationilacion y S-

nitrosilación [72]. En la Tabla 2 se muestran algunos de los marcadores de oxidación 

producto del estrés oxidante.  

Tabla 2. Marcadores de estrés oxidante 

Biomarcadores Características Estructura 

MDA 

(Malondialdehído) 

Marcador específico de peroxidación 

de ácidos grasos omega 3 y omega 6  

HNE                                    

(4-Hidroxi-2 nonenal) 

Marcadores de oxidación del ácido 

araquidónico y linoleico 
 

 

Ácido Sulfénico (SOH) 

Marcadores de oxidación de 

proteínas en residuos de cisteína 

(reacción reversible) 
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Ácido sulfínico                

(-SOOH) y sulfónico    

(-SOOOH) 

 

Marcadores de oxidación de 

proteínas  y enzimas en residuos de 

cisteína (irreversible) 

 

     

 

Nitrosilación de 

proteínas 

Marcadores de modificación de 

proteínas en residuos de cisteína 

inducido por especies reactivas de 

nitrógeno (reversible) 

 

 

 

Nitración de proteínas 

Modificación de proteínas en residuos 

de tirosina inducido por  especies 

reactivas de nitrógeno (irreversible)  
 

 

Proteínas carboniladas 

Modificación en proteínas generadas 

por la reacción del radical ●OH con los 

residuos de prolina, lisina y arginina 

 

 

LDL oxidadas 

Modificación de lipoproteínas de baja 

densidad generadas por la oxidación 

con ERO y ERN  

 

 

7,8-dihidroxi-8-oxo-

24´-deoxiguanosina 

(8oxodG) 

Modificaciones en la doble hélice del 

ADN generadas por la reacción del 

radical ●OH con todas las bases 

purina o pirimidina  

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

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

daño a moléculas como lípidos, proteínas y ADN [2]. 
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El SM está caracterizado por la presencia de obesidad definida como un exceso de 

lípidos en el tejido adiposo. Esto, junto con la RI, propicia un aumento en la actividad 

lipolítica a nivel del tejido adiposo, lo cual genera la liberación de AGL hacia la 

circulación y, posteriormente, la acumulación de estas moléculas en órganos como 

corazón, hígado y músculo, entre otros [73]. 

Los AGL son sustratos fisiológicos de la β-oxidación y, por consecuencia, de la 

generación de ATP a nivel mitocondrial. Sin embargo, cuando la capacidad de 

oxidación para generar ATP es rebasada, se induce su acumulación y la síntesis de 

novo, tanto de ácidos grasos como de otros lípidos mediadores de otras vías 

metabólicas, ejerciendo efectos nocivos sobre las células. Varios trabajos han 

sugerido que los AGL inducen la generación de ERO en el tejido vascular por medio 

de la activación de la NADPH-oxidasa [74, 75]. El mecanismo por el cual los AGL 

activan a la NADPH-oxidasa no está bien establecido. Sin embargo, recientemente 

se han propuesto que los AGL son precursores del diacilglicerol, el cual es activador 

fisiológico de la proteína cinasa C épsilon (PKCξ) que a su vez fosforila a la 

subunidad p47phox de la NADPH-oxidasa, encargada de activar la subunidad NOX 

y la generación de ERO [76]. Otros trabajos mostraron que los acil-CoA, productos 

de activación de los AGL por medio de la acil-CoA sintetasa, inducen la generación 

de ERO a nivel de la cadena respiratoria mitocondrial [77]. En este contexto la acetil-

CoA, derivada del piruvato o procedente de la β-oxidación de los ácidos grasos, se 

combina con el oxaloacetato para formar citrato, el cual se incorpora al ciclo del 

ácido cítrico y es convertido en isocitrato. La isocitrato deshidrogenasa dependiente 

de NAD+ genera NADH. Cuando el exceso de NADH supera la fosforilación 
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oxidativa en la mitocondria, los electrones en exceso se transfieren al oxígeno, 

dando lugar a la formación del radical superóxido [78]. 

Otra molécula que podría estar induciendo la generación de ERO en el SM es la 

leptina (LEP), una hormona secretada por el tejido adiposo que actúa como 

regulador del peso corporal y el metabolismo, inhibiendo el apetito a través de la 

activación de sus receptores en el cerebro expresados en el hipotálamo. Su 

concentración en la circulación correlaciona positivamente con el tamaño de los 

adipocitos y la cantidad de tejido adiposo en la cavidad intra-abdominal [79, 80]  

Varios estudios muestran que la leptina actúa sobre el endotelio y los cardiomiocitos 

incrementando la biodisponibilidad de ON• y estimulando la expresión de la iNOS a 

través de un mecanismo que involucra la vía JAK2/STAT3 y PI3K/Akt, además de 

inducir la generación de ERO en paralelo del ON• por medio de la NADPH oxidasa 

al incrementar la expresión de la subunidad NOX2 de esta enzima [81].  

En condiciones patológicas la capacidad de la leptina para producir ON• puede ser 

afectada por el incremento en la formación de ERO, como se observa en células del 

músculo liso aisladas de aorta de ratas normotensas. Las ERO reaccionan con el 

óxido nítrico formando peroxinitritos una especie de nitrógeno muy reactiva y 

generadora del estrés nitroso. Además, la leptina inhibe el incremento del calcio 

citosólico inducido por angiotensina II y la vasoconstricción en células del músculo 

liso [82]. 
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10. Células del músculo liso vascular 

Las CMLV 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.  

 

Figura 3. Componentes estructurales de las arterias. La arteria está compuesta por tres capas: la 

capa íntima que da hacia el lumen de la arteria formada por células endoteliales, la capa adventicia 

más externa y la capa media que se encuentra entre la lámina elástica interna y la lámina elástica 

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

 

En la actualidad las CMLV se han involucrado en procesos fisiológicos y 

patológicos, como la regulación del tono vascular, formación de la neoíntima arterial, 

remodelación vascular, angiogénesis, estabilización y desestabilización de la placa 

aterosclerótica, así como calcificación vascular [84, 85]. Por estas razones, las 

CMLV están asociadas directamente con la patogénesis de la hipertensión arterial, 

aterosclerosis y restenosis después de una angioplastia [86].  

 

 



29 

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 contráctil y diferenciado que se 

define por un bajo rango de proliferación, baja actividad sintética de la matriz 

extracelular y la expresión de marcadores de fenotipo contráctil, tales como la 

cadena ligera de miosina y su fosforilación, la α-actina, caldesmona y calponina, las 

cuales son proteínas importantes en el proceso de contracción [87]. 

Las CMLV carecen de troponina, la cual es sustituida por caldesmona, proteína 

característica de músculo liso y encargada de regular la unión de la miosina a la 

actina [88]. 

La contracción y la relajación en las CMLV están orquestadas por la variación en la 

concentración de calcio en el citosol. Un aumento en el Ca2+ intracelular ([Ca+2] i) 

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 contracción tiene lugar esencialmente en los filamentos de miosina, 

dependiendo del estado de fosforilación de las cadenas ligeras de esta proteína; 

unicamente cuando se encuentran fosforiladas puede producirse la contracción 

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 activación de la MLCK depende de la formación del complejo [Ca+2]i-calmodulina. 

Una vez activa, la MLCK, fosforila las cadenas ligeras de miosina en  residuos de 

serina 19, lo cual conlleva a la contracción de la fibra muscular lisa. Alteraciones en 



30 

la función de MCLK han sido asociadas con varias patologías como asma, 

enfermedad inflamatoria del pulmón, enfermedad inflamatoria del intestino e 

hipertensión [91].  

La MLCP elimina el fosfato de las cadenas ligeras de miosina e induce relajación, 

esta fosfatasa se activa al disminuir las concentraciones de [Ca2+]i e inactivarse la 

MCLK. La MLCP está constituida por tres subunidades: una subunidad catalítica de 

38 kDa (PP1cδ), una subunidad regulatoria de 110 a 130 kDa (MYPT1) y una 

subunidad de unión a miosina de 20 kDa. Se ha reportado que la regulación de la 

MLCP está mediada por dos mecanismos: la fosforilación de la subunidad MYPT1 

en el residuo treonina 853 (T853) por la cinasa RhoA (ROCK) y la fosforilación de 

una pequeña proteína inhibidora (CPI-17) en el residuo treonina 38 (T38) por la 

proteína cinasa C (PKC). Además, la fosforilación constitutiva de MYPT1 en treonina 

696 y 853 (T696, T853) también inhibe la actividad de la MLCP, evitando su 

fosforilación 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 contracción del 

músculo liso (Figura 4). Las señales reguladoras de la contracción y relajación del 

músculo liso actúan fundamentalmente sobre la activación o la inhibición de estas 

dos enzimas [93].  
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Figura 4. Mecanismo de regulación de los procesos de contracción y relajación en la CMLV [94]. En 

condiciones fisiológicas la entrada de Ca2+ desde el espacio extracelular y el Ca2+ liberado del retículo 

sarcoplásmico (RE) aumentan la concentración de Ca2+ en el citosol favoreciendo la formación del 

complejo Ca2+-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 II activa), mientras 

la fosfatasa elimina los grupos fosfato (P) y rompe la unión miosina-actina (miosina II inactiva) 

produciendo la relajación de la CMLV.  

 

En una condición patológica como la hipertensión, el “shear stress” o también 

llamado estrés de arrastre puede inducir mayor contracción debido a un aumento 

en la producción de ERO, por activación indirecta de la NADPH oxidasa, ya que el 

O2
.- reacciona con el ON•, uno de los principales reguladores de la relajación 

vascular, disminuyendo su disponibilidad al generar peroxinitrito. Por otro lado, se 

ha descrito que el H2O2 que resulta de la dismutación O2
.- por la SOD regula vías de 

señalización, activando a la cinasa RhoA e inhibiendo la MLCP, lo que resulta en un 
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aumento en la fosforilación de la cadena ligera de miosina y mayor contracción. Otro 

posible mecanismo es a través de la oxidación de los grupos tiol de la cinasa RhoA 

o por procesos de nitrosilación de cisteínas derivados del óxido nítrico, que resulta 

en la perdida de la actividad de la cinasa RhoA contribuyendo a la hipertensión [95, 

96].  

Las ERO participan regulando vías de señalización involucradas en los procesos de 

contracción y relajación, por lo tanto un aumento de ERO podría asociarse a estados 

patológicos en las CMLV. 

 

10.2. Especies reactivas de oxígeno y proliferación de las CMLV 

En condiciones fisiológicas, las ERO tienen funciones esenciales en procesos de 

señalización celular, regulando la proliferación, diferenciación y migración de las 

CMLV [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 

CMLV y también inhibe su proliferación [98].  

En el tejido vascular la NADPH-oxidasa y la mitocondria son consideradas las 

principales fuentes del radical superóxido que reacciona con el óxido nítrico 

formando peroxinitrito, un agente oxidante de diferentes biomoléculas como 

proteínas y lípidos [99].  

Existen evidencias experimentales del papel que juegan las ERO y las ERN en las 

lesiones ateroscleróticas, que resultan en una respuesta inflamatoria excesiva y que 

implican la migración y proliferación de CMLV, la infiltración de células inflamatorias, 

la neovascularización, la producción de matriz extracelular y la acumulación de 

lípidos oxidados [100]. 
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Las ERO y ERN inducen la expresión de varias moléculas proinflamatorias como 

interleucinas (IL)-1β, -6, -8, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) y moléculas de 

adhesión endoteliales solubles como VCAM-1, ICAM-1 y 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 γ y TNF 

α) a nivel transcripcional, produciendo altas concentraciones de ON•, que actúa 

como radical libre y ejerce una acción citotóxica [103].  

Moléculas como la angiotensina, factores de crecimiento, lípidos modificados y 

moléculas inflamatorias presentes en diferentes estados patológicos, como 

hiperglucemia, hipertensión, diabetes y aterosclerosis, inducen una 

sobreproducción de ERO y disminuyen la defensa antioxidante en el tejido vascular, 

lo cual podría afectar la función de las CMLV [104, 105].  

 

10.3. Alteración del fenotipo de las CMLV en enfermedades cardiovasculares 

Los procesos de diferenciación de las CMLV son esenciales en el desarrollo 

vascular, sobretodo en estados embrionarios. Sin embargo, en etapas adultas las 

alteraciones en el estado de diferenciación de las CMLV juega un papel crítico en la 

patogénesis de la aterosclerosis, restenosis e hipertensión [106], en donde se ha 

observado un cambio de fenotipo de las CMLV caracterizado por un incremento en 

la proliferación, migración, síntesis de componentes de la matriz extracelular, 

expresión de proteínas inflamatorias y, al mismo tiempo, disminución de las 
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proteínas marcadores de fenotipo contráctil (α-actina, cadena ligera de miosina, 

caldesmona y calponina) [107]. 

 

10.3.1. Hipertensión 

Cuando el vaso sanguíneo se expone a presión alta, como el estiramiento 

mecánico, estas fuerzas conducirán a la hipertrofia e hiperplasia de  las CMLV, así 

como a cambios en el fenotipo desde el estado contráctil al estado sintético y 

aumento en la expresión de proteínas de la matriz extracelular [108]. Además se ha 

reportado que las CMLV de ratas espontáneamente hipertensas muestran 

hiperproliferación asociada al cambio de fenotipo [109]. 

 

10.3.2. Aterosclerosis 

En la aterosclerosis, las CMLV están involucradas en procesos de remodelación de 

la pared vascular. Una característica muy particular de esta patología es el cambio 

del fenotipo de las CMLV de contráctil a proliferativo, lo cual involucra procesos 

como la acumulación y síntesis de matriz extracelular, crecimiento de la placa 

aterosclerótica, migración de las mismas CMLV hacia la íntima, liberación 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 desestabilización de la placa ateromatosa, aumentando la apoptosis de las 

CMLV; esto porque tanto las CMLV como la acumulación de colágeno mantienen 

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

La estenosis arterial es una reducción del lumen de las arterias grandes, 

generalmente resultado de la aterosclerosis. Esta patología puede empeorar con el 

tiempo y bloquear completamente la arteria, el tratamiento para restaurar el flujo 

sanguíneo consiste en un proceso quirúrgico llamado angioplastia, la cual consiste 

en colocar un “stent vascular” para restablecer el flujo sanguíneo. Sin embargo, un 

problema recurrente que se presenta después de esta intervención quirúrgica es la 

restenosis, que consiste en la reducción 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 patologías que contribuye a la restenosis. 

Se ha observado una modificación de su fenotipo caracterizado por la disminución 

en la expresión de proteínas de fenotipo contráctil como calponina y α-actina, por lo 

que migran hacia la íntima y proliferan, formando una capa que obstruye el lumen 

de la arteria, aumento de proteínas de matriz extracelular como colágeno y 

proteínas como Smad3/ factor de crecimiento transformante- β1 (TGF-β1) que 

estimulan la dediferenciación de las CMLV [115]. 

 

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

La capacidad de contracción, proliferación y migración de las CMLV se ve afectada 

por una amplia gama de factores, incluyendo las fuerzas mecánicas, agonistas 

contráctiles como la angiotensina II, proteínas de matriz extracelular, ERO, 

interacciones endoteliales-CMLV, PDGF, TGF-β1, hipoxia, entre otros [116]. Existe 
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un mecanismo en particular que explica la proliferación de la CMLV y que involucra 

la secreción de la proteína ciclofilina A promovida por el aumento en las ERO [117]. 

 

11.1. Ciclofilina A 

La ciclofilina A (CyPA) es una proteína citosólica de 20 kDa involucrada en muchas 

funciones biológicas, como modulación de la respuesta inmune, crecimiento celular, 

desarrollo de tumores y enfermedades vasculares; es secretada por las CMLV en 

respuesta al aumento en la generación de ERO, las cuales activan la vía RhoA/Rho-

cinasa, activando proteínas como Src, Rho y Cdc42, involucradas en procesos de 

remodelación del citoesqueleto para la formación de vesículas VAMP2 (vesículas 

de asociación a membrana plasmática 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 vías de 

señalización. A nivel de las células endoteliales aumenta la expresión de moléculas 

de adhesión, disminuye la expresión de la eNOS y activa señales proapoptóticas, 

mientras en las CMLV provoca la activación de ERK 1/2, Akt y JAK para su 

proliferación y migración. La vía ERK 1/2 activa procesos de proliferación, 

diferenciación, mitosis y supervivencia celular, mientras que la vía 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, síntesis de proteínas y ARN, una sola copia de ADN) y G2 (crecimiento 

celular: continua la duplicación de proteínas y ARN) y a la mitad de la fase M 

(mitosis) [119]. La vía JAK incluye las proteínas cíclina D, p21, Bcl2 y c-Myc, 
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involucradas directamente en crecimiento, apoptosis y programación del ciclo 

celular (Figura 5) [120].  

 

Figura 5. Mecanismo involucrado en la proliferación de las CMLV. Las ERO activan proteínas 

involucradas en la formación de vesículas como la cinasa Rho, a través de la formación de estas 

vesículas se secreta la CyPA, la cual es una proteína que se secreta en respuesta al estrés oxidante, 

una vez en el medio extracelular se une a su receptor activando diferentes vías de señalización a 

nivel de las células endoteliales y las CMLV. Ang II (angiotensina II), ERO (especies reactivas de 

oxígeno), Cdc42 (ciclo de división celular 42), CyPA (ciclofilina A), CE (células endoteliales), CMLV 

(células del músculo liso vascular). 

 

12. Antecedentes 

12.1 SM y las CMLV 

El SM se caracteriza por numerosos factores de riesgo metabólico, los cuales se 

están involucrados en la modificación del fenotipo de las CMLV, como por ejemplo 
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las citocinas proinflamatorias y los lípidos (LDL, TG, AGL) que favorecen el cambio 

a fenotipo sintético [121]. 

La hipertensión participa de manera importante ya que genera estrés mecánico al 

aumentar la rigidez de los vasos sanguíneos debido a una mayor vasoconstricción 

disminuyendo el grado de relajación, así como las ERO que además de cambiar el 

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

 

12.2. Modelos de SM 

Los estudios en modelos animales constituyen una valiosa herramienta para 

comprender los procesos fisiopatológicos asociados al SM, sus características 

histológicas y evaluar nuevas terapias. Los modelos más utilizados son los 

desarrollados en roedores (rata y ratón) por su similitud biológica con el humano y 

el conocimiento acumulado que se tiene de esta especie desde el punto de vista 

genético, molecular y enzimático, lo cual facilita la interpretación de los resultados y 

la interpolación 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 están los transgénicos, con deficiencia en la secreción de la leptina 

y alteraciones en la función de su receptor [123], o con mutaciones que incrementan 

la lipogénesis y disminuyen la β-oxidación de ácidos grasos y dificultan la 

eliminación del exceso de grasa hepática [124].  

En cuanto a los modelos de SM inducidos por la dieta están aquellas enriquecidas 

en carbohidratos, como fructosa y sacarosa, o enriquecidas con grasa, o bien, la 

combinación de ambas dietas. Estos modelos se caracterizan por el desarrollo de 
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obesidad, resistencia a la insulina y alteración en el metabolismo de lípidos [125]. 

También existen modelos con dietas deficientes aminoácidos como la arginina, 

colina o metionina, con administración de estrógenos, glucocorticoides o ciertos 

tóxicos que incrementan la lipogénesis hepática, o disminuyen la oxidación de 

ácidos grasos [126]. El uso de estos modelos experimentales permite avanzar en 

los procesos fisiopatológicos 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 solución 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, 

hipertensión, hiperinsulinemia y resistencia a la insulina [128, 129]. El modelo 

presenta alteraciones en el metabolismo de ácidos grasos que se reflejan en las 

altas concentraciones de ácido palmítico, palmitoleico y oleico [130]. En 

mitocondrias de hígado se ha observado un aumento en la generación de ERO, 

acumulación de ácidos grasos libres y la sobreexpresión de la proteína 

desacoplante UCP2. También se reportó un aumento de los marcadores de estrés 

oxidante, como el malondialdehído, peroxidación lipídica y glutatión oxidado, así 

como disminución del glutatión 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 porque están 
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presentes los marcadores clínicos necesarios para diagnosticarse en humanos, 

como aumento de la grasa intraabdominal, hiperlipidemia e hipertensión. 
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13. Justificación 

Las CMLV juegan un papel de gran importancia en el mantenimiento del tono 

vascular por medio del fenotipo contráctil que adquieren durante el desarrollo. En 

condiciones fisiológicas las CMLV se caracterizan por la expresión de diferentes 

proteínas contráctiles funcionales. Un cambio del fenotipo contráctil de las CMLV ha 

sido implicado en procesos patológicos como la aterosclerosis y la restenosis 

después de una angioplastia. Esto debido a una disminución en el contenido de 

proteínas características de su fenotipo contráctil y un aumento en la biosíntesis de 

proteínas de la matriz extracelular que se reflejan en una mayor proliferación. 

Existen varios factores que pueden modificar este fenotipo contráctil, entre los que 

se encuentra el estrés oxidante. En un modelo de SM inducido por alto consumo de 

sacarosa los marcadores de estrés oxidante están incrementados, además de que 

ésta condición patológica también es un factor de riesgo para desarrollar ECV. Por 

lo tanto, se consideró importante estudiar si el cambio del fenotipo contráctil de las 

CMLV aisladas de un modelo de SM involucra ERO. 
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14. Hipótesis 

Las células del músculo liso aisladas del modelo de síndrome metabólico cambian 

de fenotipo contráctil a proliferativo inducido por el aumento de especies reactivas 

de oxígeno generadas por la mitocondria y la NADPH oxidasa. 

 

15. Objetivo General 

Determinar la participación del aumento en las especies reactivas de oxígeno en el 

cambio de fenotipo de las células de músculo liso en un modelo de síndrome 

metabólico 

 

16. Objetivos Particulares 

 Evaluar la proliferación de CMLV aisladas del modelo de SM. 

 Determinar la generación de ERO a nivel de la NADPH oxidasa y de la mitocondria 

en CMLV aisladas del modelo de SM. 

 Investigar la participación de las ERO generadas por la mitocondria y la NADPH 

oxidasa sobre la proliferación de las CMLV aisladas del modelo de SM.  

 Evaluar las proteínas marcadoras de fenotipo contráctil en CMLV aisladas del 

modelo de SM.  

 Asociar la participación 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 

Cardiología Ignacio Chávez, recién destetadas, con un peso aproximado de 40 g y 

mantenidos y manejados según la norma de ética de tratamiento de los animales 

de laboratorio (NOM-062-ZOO-1999). 

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

Grupo control (C) que recibió alimento sólido (Lab diet fórmula 5001, Ralston Purina 

Corp., St Louis, MO) y agua de beber ad libitum; Grupo síndrome metabólico (SM) 

que recibió el mismo alimento sólido que los animales controles y como agua de 

bebida una solución de sacarosa (azúcar 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 día siguiente fueron sacrificadas por decapitación.  

 

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

La sangre se recolectó de la aorta abdominal en tubos con anticoagulante (EDTA al 

0.1%) y se centrifugó inmediatamente a 600 x g durante 20 min a 4 °C. Al plasma 

obtenido se le añadió butilato de hidroxi-tolueno (BHT) al 0.005% como antioxidante, 

se almaceno a -70°C hasta la cuantificación de los lípidos e insulina. 

Los AGL se determinaron por cromatografía de gases y se obtuvieron según el 

método de Folch [131]. La concentración de triglicéridos en plasma se midió según 

el método descrito por Nägele [132]. Los niveles de glucosa, insulina y leptina en 

plasma se midieron por radioinmunoensayo utilizando kits comerciales estándar 
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(Linco Research); cada ensayo comercial se calibró con los estándares del 

fabricante. 

La grasa intraadbominal se diseccionó de la cavidad retroperitoneal y alrededor de 

ambos riñones e inmediatamente se pesó. La grasa visceral y duodenal no se 

incluyó en este procedimiento. 

 

17.3. Determinación de la tensión arterial 

Previo al término de las 24 semanas de tratamiento se procedió a realizar la 

monitorización de la tensión arterial y la frecuencia cardiaca en los grupos 

experimentales. 

Se utilizó el equipo de medición de tensión arterial no invasiva Pletismógrafo LE 

5002 Non Invasive Blood Pressure Meter. El equipo fue calibrado previó a su uso, 

basados en las instrucciones del proveedor (Panlab. Harvard apparatus, 2007). 

Se realizó un  adiestramiento de las ratas durante siete días en un lugar tranquilo 

donde se minimizara la distracción 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 vasodilatación sistémica favorable. Cada 

rata se introdujo al cepo de acrílico, exponiendo su cola fuera de éste cerca de una 

fuente de calor (lámpara y caja de calor).  

Una vez comprobada la movilidad mínima del animal se procedió 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 consideró 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 colocó en un buffer que contenía 140 mM 

NaCl, 4.7 mM KCl, 1.2 mM Na2HPO4, 2.4 mM MgSO4, 2 mM CaCl2, 5.6 mM Glucosa, 

0.02 mM EDTA, 25 mM HEPES, pH 7.4 y se retiró la grasa 

perivascular.Posteriormente, la aorta se incubó con 1 mg/ml de colagenasa 

(GIBCO) durante 20 min para despegar el adventis (fibroblastos) del músculo liso. 

Una vez que el adventis fue retirado, la aorta se incubó con 10 mM papaína 

(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 µm (Tissue Grinder Kit, SIGMA) y sembradas en cajas pretratadas para 

cultivo primario de 25 cm2 (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 CMLV fueron colocadas en una 

incubadora (Forma Scientific Steri Cult 200) a 37°C con 5% de CO2 y 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 cm2,  en el mismo 

medio de cultivo descrito anteriormente. 

 

17.5. Proliferación celular 

Cuando las cajas de 75 cm2 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 agregó 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 proliferación celular. 

La cuantificación del ADN de las CMLV se determinó 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 excitación 

de 360 nm y emisión de 450 nm. 

Después de fijar la células con etanol, se les adicionó 150 µl de NaOH (1 N) y 1.35 

ml de 0.15 M Na2HPO4 con DAPI a una concentración final de 0.5 µM para 

posteriormente evaluar la cantidad de ADN por fluorescencia, utilizando un 

espectrofluorómetro Perkin Elmer LS 50B. Como referencia para determinar la 

concentración de ADN de las muestras se realizó una curva con ADN comercial de 

salmón (SIGMA), cuya concentración real fue determinada en un NanoDrop 

(Thermo Scientific). 

 

17.6. Participación de las ERO en la proliferación de las CMLV (inhibición 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, a 5 y 

10 µM durante 72 y 120 h. Todo esto para evaluar la participación de las ERO en la 

proliferación de las CMLV y qué fuentes de ERO están contribuyendo a este 

proceso.  
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17.7. Análisis de proteínas marcadoras de fenotipo contráctil 

17.7.1. Obtención de proteína total 

La obtención de proteína de las CMLV se hizo en dos fases de crecimiento: no 

confluentes (72 h) y confluentes (120 h). Las CMLV fueron disgregadas con tripsina-

EDTA al 0.25% y se centrifugaron a 700 x g durante 5 min a 4°C; se eliminó el 

sobrenadante y se resuspendió el pellet en 200 µl de buffer de lisis (25 mM HEPES, 

0.1 M NaCl, 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 último, se realizó la cuantificación de 

proteína 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 µg de proteína de cada muestra para la detección de caldesmona, 

20 µg para α-actina, 35 µg para la miosina de cadena ligera fosforilada y GAPDH, 

así como 100 µg para ERK 1/2, CyPA y CD147. Como control de carga se utilizó β-

actina. Los geles se corrieron en un buffer que contenía 190 mM Glicina, 25 mM 

Tris, 1% SDS a 120 voltios. La transferencia se realizó en medio húmedo en 

membrana de nitrocelulosa (Millipore) a 350 mA durante 60 min para caldesmona, 

ERK 1/2 y CD147, 45 min para α-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 NaCl, 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 específicos para caldesmona (abcam, 

1:20000), α-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 β-actina (novusbio, 1:10000), diluidos en una 

solución que contenía 10 mM NaCl, 10 mM Tris al 3% de leche baja en grasa a pH 

7.4 durante toda la noche a 4C. Posteriormente, las membranas se lavaron con 

TBS-T durante 10 min (5 veces) y se incubaron con los anticuerpos secundarios 

específicos 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 detección de las proteínas se realizó por 

quimioluminiscencia utilizando un kit comercial (Immobilon, Millipore) y placas 

radiográficas (BioMax, Kodak). 

Las bandas obtenidas en la placa que corresponden a la proteína de interés fueron 

analizadas con un fotodocumentador de alta resolución (UVP Inc., Upland, CA, 

USA), en donde se determinó la densidad óptica (D.O.) de cada banda. 

 

17.8. Análisis de la generación de ERO 

Las células fueron incubadas con 2’,7´-diclorofluresceina diacetato (DCF) o con 

MitoSOX a 5 µM durante 15 min para la detección de ERO a nivel citoplásmico o 

mitocondrial respectivamente. La oxidación del DCF por ERO emite una intensidad 

de fluorescencia en verde (λ excitación: 326 nm, una λ emisión: 432 nm)  a diferencia 

del MitoSOX (λ excitación: 510 nm, una λ emisión: 580 nm) que se acumula 

específicamente 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 paraformaldehído 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 analizó 

con un foto-documentador de alta resolución (UVP, GelDoc-It Imaging System), 

reportando la fluorescencia por cada célula. 

 

17.9 Análisis estadístico 

El análisis estadístico se realizó con el programa Sigma plot (versión 11). Los datos 

se presentan como el promedio + Error estándar (EE). Se utilizó la prueba 

estadística t de Student para la comparación de los grupos experimentales. La 

significancia estadística se consideró a una p<0.05. 
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18. Resultados 

18.1. Características generales de los animales 

El tratamiento de las ratas Wistar con sacarosa al 30% durante 24 semanas indujo 

un incremento estadísticamente significativo (p<0.01) de la frecuencia cardiaca, la 

presión arterial diastólica y sistólica y por lo tanto de la tensión arterial. Además, se 

encontró un aumento significativo en los niveles de TG, AGL, insulina y leptina en 

plasma, junto con el aumento en la acumulación del tejido adiposo intraabdominal. 

Por otro lado, el análisis del colesterol total no mostró diferencia significativa entre 

ambos grupos; sin embargo, el colesterol asociado a las HDL disminuyó de manera 

significativa (p<0.05) en los animales tratados con sacarosa. En el peso corporal no 

hubo diferencia significativa (Tabla 3). La alteración de estos parámetros en el 

modelo animal de SM desarrollado por la administración de sacarosa al 30% refleja 

el cuadro clínico 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. Características generales de los animales. 

Variables C SM 

Peso corporal (g)    488.0 ± 19.1 477.0 ± 31.7 

Frecuencia cardiaca (lat/min) 351.9 ± 5.2 371.9 ± 2.2** 

Presión arterial sistólica (mm/Hg) 111.7 ± 2.3 130.2 ± 2.9** 

Presión arterial diastólica (mm/Hg) 69.0 ± 2.7 97.8 ± 3.9** 

Tensión arterial media (mm/Hg) 82.8 ± 2.4 108.7 ± 3.4** 

Grasa intraabdominal (g) 7.4 ± 2.2 15.3 ± 2.6 * 

Triglicéridos (mM) 0.8 ± 0.1 1.8 ± 0.1 ** 

Glucosa (mM) 5.9 ± 0.1 5.9 ± 0.2 

Colesterol total (mM) 1.5 ± 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: Síndrome Metabólico,  AGL: Ácidos grasos libres. 

 

18.2. Proliferación 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 comparación 



52 

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) reflejó mayor proliferación de las CMLV aisladas del modelo 

de SM de un 18%, 55%, 40%, 89% y 95%, respectivamente, comparado con CMLV 

de animales control. 

 

Figura 6. La proliferación 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 µM). Las CMLV 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 cm2) ± 

EE (n=6 experimentos independientes y cada experimento corresponde a un animal diferente). 

 *p<0.05 corresponde a C vs SM. 

 

18.3. Participación de ERO en la proliferación de las CMLV 

Para elucidar la participación de la generación de ERO en la proliferación 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 anión 
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superóxido a nivel citoplasmático y a nivel de la mitocondrial respectivamente 

(Figura 8). 

Con el DPI a 5 µM se bloqueó la proliferación en un 32% en las células aisladas del 

modelo de SM a 72 h (Figura 7A). Después de 120 h, ambas concentraciones, 5 y 

10 µM de DPI, disminuyeron el ADN al 40% en CMLV control y 70% en las CMLV 

SM, respectivamente (Figura 7A).  

En cuanto a la inhibición de NADPH oxidasa con la apocinina (Figura 7B), se 

observó la inhibición en el crecimiento celular de un 45% en el modelo de SM a 120 

h y en un 20% la proliferación de células controles a 120 h.  

 

Figura 7. Inhibición de la actividad de la NADPH oxidasa con DPI (A) y APO (B) sobre la proliferación 

de las CMLV de ratas C (barras abiertas) y SM (barras negras) cultivadas durante 72 y 120 h a 5 y 

10 µM 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, &p<0.05 

SM vs SM + APO. 
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Al incubar las CMLV con Tempol, atrapador del O2
•- a nivel citosólico se observó una 

inhibición significativa de la proliferación celular a las 72 y 120 h, tanto en células 

controles (70%) como en las CMLV aisladas del modelo de SM (65%) (Figura 8A). 

Cuando las células fueron incubadas con mitotempo, como atrapador de O2
•- el cual 

actúa específicamente en la mitocondria, se observó un mayor efecto inhibidor de 

la proliferación 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 proliferación al 70%, mientras que 

en las células aisladas de animales control solamente reduce la proliferación al 30% 

a 72 y 120 h (Figura 8B).  

 

Figura 8. Efecto del Tempol (A) y Mitotempo (B) sobre la proliferación de las CMLV de ratas C (barras 

abiertas) y SM (barras negras) cultivadas durante 72 y 120 h a 5 y 10 µM 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, &p<0.05 SM vs SM + Mitotempo. 

 

18.4. Generación de ERO en las CMLV 

El MitoSox y el DCF fueron utilizados para evaluar la generación de ERO a nivel 

mitocondrial y citosólico, 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 comparación con las células control. 

Figura 9. Generación de ERO a nivel citosólico 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, C y D 

corresponden a las imágenes de microscopia óptica de C y SM sin DCF, C+DCF y SM+DCF 

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

 

La participación de la mitocondria como fuente generadora de ERO se evaluó 

incubando las células con el fluoroforo MitoSox, que se acumula específicamente 

en la matriz mitocondrial debido a su carga positiva; su oxidación en presencia del 

anión superóxido emite fluorescencia en color rojo. En las imágenes de microscopía 

(Figura 10), ambos cultivos primarios de las CMLV control y SM sin MitoSox emiten 

fluorescencia intrínseca 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) más intensa en células aisladas 

del modelo de SM en comparación con las células aisladas de animales controles.  
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Figura 10. Generación de ERO a nivel mitocondrial 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, C y D corresponden a las imágenes de microscopia óptica de C-DCF, SM-DCF, C+DCF y 

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

 

18.5. Análisis 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 comparación con las CMLV controles. Cuando las CMLV llegan a confluencia, el 

contenido de esta proteína aumenta tanto en células, SM (32%) y control (40%), en 

comparación con su estado no confluente.  

En cuanto al contenido de CD147 (Figura 11B), en condiciones no confluentes se 

observó un incremento significativo (p<0.05) en células aisladas del modelo de SM 

en comparación con las controles; sin embargo, en estado de confluencia, el 

contenido de esta proteína aumentó en ambos tipos celulares sin mostrar diferencia 

entre ambos grupos experimentales.   
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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). 

 

Figura 11. Análisis 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 óptica (D.O.) de CyPA/D.O. β-actina; D.O. CD147/D.O. β-actina; D.O. ERK1-2/D.O. 

β-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. Proteínas de fenotipo contráctil 

Las CMLV se caracterizan por la expresión de varias proteínas de fenotipo 

contráctil, como caldesmona, α-actina y la miosina de cadena ligera fosforilada, las 

cuales dependen del estado de crecimiento de la célula. Al evaluar estas proteínas 

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. Además, 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 α-actina (Figura 12B), el análisis de la D.O. mostró 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 aumentó en las CMLV 

aisladas del modelo de SM en comparación con células controles (Figura 12C). 

La cantidad de GAPDH no mostró diferencia significativa entre las CMLV controles 

y con SM en condiciones confluentes. En condiciones confluentes, el contenido de 

GAPDH incrementó significativamente (p<0.05) en células aisladas del modelo de 

SM (Figura 12D). 
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Figure 12. Análisis del contenido de caldesmona (70 kDa), α-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. β-actina; D.O. α-

actina/D.O. β-actina; D.O. p-miosina/D.O. β-actina y D.O. GAPDH/D.O. β-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. Discusión 

El objetivo de este trabajo fue investigar el mecanismo por el cual las ERO 

endógenas participan en el cambio de fenotipo y proliferación 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 generación de 

ERO en diferentes tejidos, incluyendo el tejido vascular [70]. Los resultados de las 

características del modelo muestran que las ratas que consumieron sacarosa tienen 

alteraciones metabólicas, como el aumento en la presión arterial diastólica y 

sistólica, 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 proliferación y migración de las CMLV son 

procesos fisiológicos en respuesta a una condición patológica como el SM, asociado 

con hiperglucemia, hiperlipidemia, hipertensión y diabetes [136, 137]. Estas 

alteraciones patológicas son caracterizadas por presentar estrés oxidante asociado 

al aumento de la generación de ERO.  Cuando la concentración basal de ERO 

aumenta y excede la defensa antioxidante, también puede inducir alteraciones del 

estado redox intracelular por la modificación de los índices GSH/GSSG y 

NAD(P)/NAD(P)H involucrados en la interacción entre proteínas de señalización y 

en la activación o inhibición de varias proteínas relacionadas con la proliferación y 

muerte celular [138, 139].  

La diferencia en la proliferación entre las CMLV controles y SM fue debido 

probablemente a una mayor generación de ERO en el SM, tal como se ha propuesto 

en otros trabajos [26, 140]. La participación de ERO en la proliferación 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 

observó una disminución significativa (p<0.05) en la cantidad de ADN tanto en 

CMLV de animales controles como SM a 72 y 120 h, teniendo un mayor efecto sobre 

las células de SM, sugiriendo un efecto citostático. 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 óxido nítrico, 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 específicamente impidiendo la unión de p47phox y 

p67phox con gp91phox subunidades de la NADPH oxidasa, sin afectar otras proteínas 

que pueden ser fundamentales para la vida celular [143]. Al incubar las CMLV con 

apocinina se observó una inhibición del crecimiento celular en células aisladas del 

modelo de SM sin causar disminución en la concentración de ADN por debajo a la 

observada a 24 h, sugiriendo que no tiene un efecto citolítico y que la participación 

de la NADPH oxidasa como generadora de ERO juega un papel fundamental en el 

mecanismo de proliferación de CMLV de la aorta del modelo de SM.  

El tempol es un compuesto que funciona como atrapador del radical superóxido 

permeable a las membranas biológicas y favorece el metabolismo de una amplia 

variedad de ERO, reduciendo el estrés oxidante [144, 145]. Su efecto sobre el 

crecimiento de las CMLV aisladas tanto de animales controles como del modelo de 

SM, sugiere la participación del anión superóxido, como molécula fundamental en 

el mecanismo de proliferación.  
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A diferencia del tempol, el mitotempo tiene un grupo catiónico lipofílico llamado 

trifenilfosfonio que lo hace específico a la mitocondria [146]. Su efecto inhibitorio 

sobre la proliferación de las CMLV aisladas del modelo de SM indica que el radical 

superóxido que se genera a nivel mitocondrial participa de manera importante en la 

proliferación de las CMLV aisladas del modelo de SM. 

Los experimentos para determinar la generación de ERO a nivel mitocondrial, 

utilizando MitoSox, el cual se acumula específicamente en la mitocondria y 

reacciona con el anión superóxido [147], indican un aumento en la generación de 

anión superóxido en las CMLV aisladas del modelo de SM con respecto a las células 

controles.  

En un estudio previo se reportó que en mitocondrias aisladas de hígado de animales 

con una dieta alta en sacarosa hay un aumento en la generación de ERO, asociados 

a alteraciones en el metabolismo de lípidos, 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 transcripción que controlan la expresión génica asociada con la proliferación, 

como por ejemplo de la proteína AP-1 (proteína activadora 1) [148, 149]. 

Uno de los mecanismos propuestos para explicar la proliferación de las CMLV 

asociado con la liberación de ERO ha sido la secreción de varias proteínas 

denominadas SOXF (secreted oxidative stress-induced factors), entre ellas se 

encuentra la ciclofilina A (CyPA). La secreción de CyPA, es un mecanismo que 

involucra varias proteínas que participan en procesos de remodelación del 

citoesqueleto y en la formación de vesículas necesarias para la secreción de esta 

proteína [150]. La CyPA se une a su receptor CD147, el cual está sobre expresado 
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en las CMLV de aorta del modelo de SM. Esta unión puede estimular vías como 

JAK, Akt, ERK1/2 y promover la proliferación 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 está aumentado para 

inducir la activación de ERK1/2 y promover la biosíntesis de ADN. La participación 

directa de ERO en la expresión y secreción de CyPA no fue evaluada. Sin embargo, 

el bloqueo de la proliferación por la inhibición de la generación de ERO a nivel 

mitocondrial y de la NADPH oxidasa sugiere otros experimentos para evidenciar la 

participación de ERO en la expresión de CyPA, CD147 y ERK1/2 y su relación con 

la proliferación celular.    

El fenotipo contráctil de las CMLV está caracterizado por la expresión de proteínas 

como la α-actina, la caldesmona y la miosina de cadena ligera fosforilada, así como 

la disminución en la proliferación. En estados patológicos la expresión de estas 

proteínas se ve disminuida y aumenta el rango de proliferación [152]. Nuestros 

resultados muestran que cuando las CMLV se encuentran en crecimiento (fase no 

confluente), pierden parcialmente su fenotipo. Esto se reflejó en una disminución en 

el contenido de las proteínas de fenotipo contráctil y, cuando llegan a confluencia y 

el rango de proliferación disminuye, recuperan el fenotipo contráctil al aumentar la 

expresión de estas proteínas. 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 disminución en el fenotipo contráctil de las CMLV de la 

aorta SM y al aumento en la generación 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 vasoconstricción 

encontrado en anillos de aorta y asociado con la hipertensión que caracteriza a las 

ratas con SM, además se ha descrito que participa en procesos de proliferación y 

migración de las CMLV [153]. 

La α-actina es una proteína que participa de manera importante en el proceso de 

contracción. 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 

contráctil. Con respecto al GAPDH, el cual es utilizado ampliamente como un gen 

de referencia o una proteína de control de carga, en las células aisladas del modelo 

de SM se encontró incrementado el contenido de esta proteína debido 

probablemente a que está involucrada en muchas funciones celulares, entre ellas 

la glucólisis por lo que en este modelo que implica la ingesta de sacarosa, el 

metabolismo glucolítico se encuentra modificado. Además, el aumento en el 

contenido de GAPDH se ha asociado con procesos de proliferación en algunos tipos 

de células tumorales, lo cual puede apoyar la idea de que el mecanismo de 

proliferación 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 proliferación debido al aumento en la 

generación de anión superóxido a nivel de la NADPH oxidasa y de la mitocondria. 

Además, las ERO aumentan el contenido de CyPA intracelular, que puede actuar a 

través de su receptor CD147 para promover la proliferación de las CMLV aisladas 

del modelo de SM, disminuyendo la expresión de proteínas de fenotipo contráctil. 

Como consecuencia, las ERO generadas debido a las alteraciones del modelo de 

SM participan en el proceso de proliferación de las CMLV por un mecanismo 

asociado a la CyPA, este aumento de la proliferación se reflejó en un cambio de 

fenotipo asociado a la disminución de las proteínas de fenotipo contráctil. 

 

21. Perspectivas 

Evaluar el efecto de las ERO sobre el cambio de fenotipo contráctil de las CMLV y 

sobre la secreción de ciclofilina A, además de otras proteínas involucradas en el 

mecanismo de proliferación como ERK 1/2, Akt y JAK. Además de analizar la acción 

directa de la ciclofilina A sobre la proliferación de las CMLV. 
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