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Abreviaturas

25-OH-Ch.- 25-hidrocixolesterol.

ACLP.- Proteina aortica similar a carboxipeptidasas.

ADP.- Adenosin dinucledtido fosfato.

AIF.- Factor inductor de apoptosis.

ANT.- Translocador de nucleotidos de adenina.

Apaf-1.- Factor activador de apoptosis-1.

ApoE.- Apolipoproteina E.

ARC.- Dominio de reclutamiento de caspasas.

ARF.- Marco de lectura alternativo, del ingles alternative reading frame.
ATP.- Adenosisn trinucleotido fosfato.

Bad.- Promotor de muerte asociado a Bcl-X;/Bcl-2.

Bak.- Bcl-2 antagonista/killer.

Barkl1.- Factor de transcripcion bark.

Bax.- Proteina x asociada a Bcl-2.

Bcl-2.- Célula B del linfoma 2, del inglés B-cell lymphoma 2.
bel-w.- Miembro de Bcl-2 anti-apoptotico.

bel-X. .- Forma larga del bel-x, anti-apoptético.

bFGF.- Factor de crecimiento de fibroblastos.

BH.- Bcl-2 homélogo.

Bid.- Dominio de muerte para la interaccion BH3, del inglés BH-3 Interacting
Domain Death.

Bik.- Del inglés Bcl-2 interacting killer.

Myb.- Oncogen myb.

BrdU.- 5-Bromo-2’deoxiuridina.

BrEt.- Bromuro de etidio.

BSA.-Albumina sérica bovina.

CARD.- Dominios de reclutamiento de caspasas.

CARDIAK - Quinasa asociada a CARD.



Casp.- caspasa.

Cdec.- ciclinas.

Cdk.- ciclinas dependientes de quinasas.

c-fos.- Oncogen c-fos.

c-myc.- Oncogen c-myc.

Cp.- Punto de corte.

CPP 32.- Caspasa-3.

DD.- Dominio de muerte.

DED.- Dominio efector de muerte.

DFF.- Factor de fragmentacion de DNA.

DHA .- Acido decosahesanoico.

DHFR.- Dihidrofolaro Reductasa.

dNTPs.- Desoxinucledtido trifosfato.

DRS.- Receptor de muerte 5.

DTT.- Ditiotreitol.

E2F .- Factor de transcripcion E2F.

EDTA. .- Acido etilén diaminotetraacético.

egr-1.- Oncogen egr-1.

EPA .- Acido eicosapentanoico.

ERK .- Quinasas reguladoras de sefial extracelular.
FADD.- Dominio de muerte asociado a Fas.
FAK.- Quinasas de adhesion focal.

Fas.- CD95/APO-1. Fas es miembro de la familia de receptors TNF .
FBS.- Suero bovino fetal.

FITC.- Isotiocianato de fluoresceina .
FLIP/FLICE.- Proteina inhibidora de FLICE/proteina ICE similar a Fas
caspasa-8.

FO.- Aceite de pescado.

F-PP.- Farnesil pirofosfato .

GG-PP.- Geranil geranil pirofosfato .

HDL.- Lipoproteina de alta densidad.
HMG-CoA .- 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A.

Hsp.- Proteinas del choque térmico.



IAP.- Proteina inhibidora de apoptosis.

ICAD.-DNAsa inhibidora de caspasas activadas.

ICE.- Proteina conversora de la interleuquina.

IGF-1.- Factor de crecimiento similar a la insulina.

IL-3.- Interleuquina.

INF.- Interferén.

IP.- Toduro de propidio.

Ixp.- Inhibidor de «f3

JNK/SAPK.- Jun quinasas/Sap quinasas

LDL.- Lipoproteinas d baja densidad.

LXR.- Receptor X de higado.

MADS.- Motivo de factores de transcripcion: MCMI1, Agamous, Deficiens,
SRF.

MAPK.-Quinasas de proteinas activadas por mitégenos.

MDM-2.- Proteina de union a P53, del inglés Mouse double minute 2
MEKK-1 Quinasa activada por mitogenos/ERKquinasa.

MHC.- Cadena pesada de miosina.

Mhox.- Factor de transcripcion Mhox.

MMP.- Metaloproteinasas.

MTT.- Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, sal de
tetrazolio.

NADPH.- Nicotinamida adenin dinucleo6tido fosfato.

NF-AT .- Factor nuclear de células T activadas.

NF-kp.- Factor nuclear del locus kappa de las inmunoglobulinas en células B.
NGF .- Factor de crecimiento nervioso.

Nkx.- Factor de transcripcion Nkx.

NO.- Oxido nitrico.

NOS.- Oxido nitrico sintasa.

Noxa.- Miembro proapoptdtico de la familia Bel-2.

Omi/HtrA2.- del inglés high temperatura required protein A.
oxLDL.- LDL oxidadas.

PARP.- Poly-ADP-Ribose-Polymerase.

PBS.- Tampon salino fosfato.



PCD.- Muerte celular programada.

PC-PLC.- Fosfolipasa C especifica de fosfatidil colina..
PCR.- Reaccion en cadena de la polimerasa.

PDGF .- Factor de crecimiento derivado de plaquetas.
PERP.- Efector de apoptosis de p53 relacionado a PMP.
PMP.- Proteina polimorfita de membrana.

PI3K.- Fosfatidil inositol 3 quinasa.

PKC.- Proteina Quinasa C.

PLAZ2.- Fosfolipasa A2.

PLD.- Fosfolipasa D.

PMP-22/gas.- del inglés peripheral myelin gene
PMSF.-Fluoruro fenilmetasulfonico.

POD.- Peroxidasa.

PPAR.- Receptor peroxisomal de activacion de proliferacion.
PS.- Fosfatidil serina.

PTP.- poro de permeabilidad transitoria.

PUFA .- Acidos grasos poliinsaturados.

PUMA .- Miembro pro-apoptotico de la familia Bcl-2.
PVDF .- Polifluoruro de vinilideno.

RAIDD.- Proteina homologa asociada a RIP con dominio de muerte.
Ras.- Oncogen ras.

Rb.- Proteina del retinoblastoma.

ROK.- Quinasas de rhoA/rho.

RIP.- Proteina de interaccioén con receptor.

ROS.- Sustancias reactivas del oxigeno.

SDS.- Dodecil Sulfato Sodico.

Smac/diablo.- Segundo activador de caspasas derivado de
mitocondria/proteina de unién directa a IAP de bajo pl.
SMC.- Células de musculo liso.

SM-MHC.- Cadena pesada de la miosina de musculo liso.
SNAP.- S-Niroso-N- Acetil Penicilinasa.

SNP.- Nitroprusiato sédico.

SREBP.- Proteina de unidn al elemento sensible a esteroles.

la



SRF.- Factor de respuesta a suero.

TCE.- elemento de control para TGF-f.

TGF-B.- Factor de crecimiento transformante.

TIMP.- Inhibidores de metaloproteinasas tejido especificas .
Tm.- Temperatura media de fusion o meelting.

TNF-R.- Receptor del factor de necrosis tumoral.

TRADD.- Proteina con domonio de muerte asociadad a TNF-R1.
TRAF.- Factor asociado al receptor TNF.

TRIAL.- Ligando inductor de apoptosis relacionado con TNR.
TUNEL.- del ingles terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP-mediated nick
end labelling
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A. MUERTE CELULAR PROGRAMADA

A.l.-Introduccion

El término apoptosis lo utilizaron por primera vez los investigadores Wyllie,
Kerr y Currie en 1972, para indicar una nueva forma de muerte celular (1). En este caso
las células morian de una manera morfolégicamente distinta a la muerte por necrosis, ya
que se producian una serie de cambios secuenciales que no tenian como resultado la
pérdida de la integridad de la membrana celular y que ademas no desencadenaban una
respuesta inflamatoria, tal y como ocurria en la muerte por necrosis. Mas tarde los
embridlogos describieron estos mismos cambios como muerte celular programada
(PCD) (2,3). Lo cierto es que puede haber tantas formas de morir “activa o
programadamente” como tipos celulares hay. Por esta razén, actualmente muchos
autores prefieren utilizar el termino PCD en vez de apoptosis, siempre que los
componentes de la célula participen de una forma activa en su muerte, sin necesidad de

que se den todos los cambios morfologicos que se han descrito en el término apoptosis.

Puesto que existen distintos tipos de muerte celular definidos por criterios
morfologicos y bioquimicos, vamos a sefalar las diferencias entre necrosis y apoptosis

o PCD.

En el proceso de necrosis, la célula se caracteriza por incrementar su tamafio
celular, los orgdnulos celulares se desorganizan y la mitocondria se hincha mientras que
la membrana mitocondrial interna se contrae, la cromatina aparece dispersa y finalmente
la membrana celular se rompe liberando todo el contenido celular y moléculas pro-

inflamatorias que desencadenan una respuesta inmune.

En el proceso apoptotico, los cambios celulares que se producen son diferentes

tal y como se describe a continuacion (4):

e Las células se encogen y pierden el contacto con células vecinas. Se han

descrito reducciones en el volumen celular de incluso el 30%. Esto es
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provocado por el movimiento de fluidos fuera de la célula, debido a la
inhibicion del sistema de cotransporte Na'-K'-CI".

Las cisternas del reticulo endopldsmico liso se dilatan y pueden
fusionarse con la membrana plasmatica, pero el resto de orgéanulos
celulares en el citoplasma permanecen intactos. También hay una gran
activacion de transglutaminasas las cuales producen el entrecruzamiento
de proteinas citoplasmaticas, que van formando polimeros.

La fosfatidilserina, presente en la cara interna de la membrana
plasmatica, pasa al exterior de la membrana plasmatica. Esto va a hacer
que la célula sea reconocible por los macrofagos.

La cromatina se condensa, el nucleo sufre unos cambios draméticos y el
primero de ellos es la condensacion de la cromatina y su acumulacion en
su periferia. Ademas el nucleolo se desintegra en particulas osmiofilas.
Fragmentacion nuclear por las endonucleasas endégenas que rompen el
DNA en fragmentos oligonucleosomales de entre 180-200pb. Esto
produce el caracteristico patron de DNA en escalera cuando se analiza en
electroforesis y se utiliza como marca bioquimica en el reconocimiento
de la apoptosis. Este patrén no es visible en todos los tipos celulares ya
que depende de que la rotura se produzca en las dos cadenas y del grado
de fragmentacion.

La membrana plasmatica comienza a tener circunvoluciones y adquiere
una apariencia vesicular caracteristica, externamente la célula parece que
hierve. Ademas, la célula pierde elementos de superficie como
microvellosidades y uniones célula-célula.

Como resultado de las grandes invaginaciones aparecen los cuerpos
apoptoticos. Estos tienen la membrana intacta (son impermeables a los
colorantes vitales), mantienen sus mitocondrias intactas, y contienen
cuerpos densos granulares que corresponden a fragmentos nucleares, los
cuales, también se producen por las grandes invaginaciones de la
membrana nuclear. Estos cuerpos apoptéticos pueden ser reconocidos
por macrofagos y ser fagocitados. En cambio, cuando las células estan
en cultivo, suelen hincharse y destruirse, conociéndose entonces como

apoptosis secundaria o falsa necrosis.
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Dentro de la PCD se han descrito, en el contexto del desarrollo embrionario, tres

tipos morfolégicos de PCD (5), que son:

Tipo I, muerte celular por apoptosis, en la que se dan los principales eventos
morfoldgicos descritos anteriormente.

Tipo II, muerte celular autofagica, caracterizada por la formacion de vacuolas
autofagicas.

Tipo III se caracteriza por la perdida rapida de la integridad de la membrana plasmatica

y la fuga del contenido intracelular.

El papel que tiene el proceso apoptotico en los organismos pluricelulares no es
solamente durante el desarrollo (en particular en la morfogénesis, diferenciacion sexual,
formacion y maduracion del sistema nervioso y sistema inmune) sino que también es
crucial para mantener la homeostasis tisular en el adulto, eliminando células dafiadas o
andmalas en la defensa contra infecciones y en la regulacion del proceso fisiologico de

envejecimiento.

Antes de descubrir el proceso apoptotico se pensaba que los procesos de
senescencia, diferenciacién y proliferacion controlaban la poblacion celular. El
descubrimiento de que la apoptosis es un proceso activo implica también que es un
proceso regulado (6-8). Por lo que la desregulacion de la maquinaria de PCD esta
implicada en condiciones patologicas tan importantes como pueden ser el cancer y las

enfermedades autoinmunes.

A.2.- Mecanismos moleculares de las rutas de la PCD

El mecanismo de la apoptosis es extremadamente complejo y sofisticado. Asi,
multiples moléculas promueven la muerte celular, amplificando efectos en cascada y
retroalimentacion positiva, todo para asegurar que una vez iniciado el proceso sea
rapido, fatal e irreversible. Como mecanismo de seguridad, la célula produce
reguladores para asegurar que pequenas alteraciones no den lugar a una muerte

innecesaria.
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La regulacion de la PCD se produce a varios niveles que dividimos en tres

fases: fase de decision, fase de compromiso y fase de ejecucion.

Oncogenes
Dafio DNA

Nucleo

Rotura de

sustratos d .
caspasas o~ Apoptosis

Sefiales de

supenvvencia
Receptor

factor de
crecimiento

Figura A 1.- Representacion esquematica de las rutas apoptdticas mas importantes

A.2.1.- Fase de decision

Es la fase en la que la célula toma la “decision” de entrar en apoptosis no
presentando ningiin evento morfoldgico, por lo que es dificil de observar. En esta fase
la célula integra los estimulos de sefiales pro y antiapoptoticas tanto externas como
internas. Estas sefiales vienen dadas por proteinas codificadas por genes, algunos
conocidos y otros desconocidos, entre los que se encuentran: algunos genes de los que

regulan el ciclo celular, los genes de la familia Bcl-2 y las citoquinas de supervivencia:
A.2.1.1.- Genes que regulan el ciclo celular

Los procesos de proliferacion y apoptosis estan intimamente relacionados, ya

que muchos de los genes implicados en el proceso de proliferacion tienen un doble
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papel al participar también en la PCD. Este doble papel, se interpreta como un doble
control celular, ya que las células que tienen lesiones oncogénicas son mas sensibles a
los estimulos apoptoticos (9). Esto significa que si escapan al control del ciclo celular,
como ocurre con las células cancerigenas, el organismo “decide” deshacerse de ellas.
Asi, en el caso de que los genes que inhiben la apoptosis estén mutados seria altamente

tumorogénico (10). Algunos de estos genes son: p53, c-myc, E2F, NF-«xf (11,12).

A.2.1.1.1.- Gen supresor de tumores p53

El gen supresor de tumores p53 se activa en respuesta a un dafio en el DNA o
mediante estimulos de estrés celular. Su activacion da lugar a una parada del ciclo
celular (en G1 y/o G2) y a un proceso de senescencia o de apoptosis. El que suceda una

cosa u otra depende de las sefiales que le lleguen tanto externas como internas.

Entre los genes que regulan transcripcionalmente la proteina P53 estan
implicados genes necesarios para la parada del ciclo celular y genes que codifican
proteinas implicadas en la regulacion de la apoptosis (13). Su papel como factor de
transcripcion directo estd demostrado en el proceso de parada del ciclo celular, sin
embargo en el proceso apoptotico hay descritos casos en los que su papel como factor
de transcripcion no es fundamental para su accidon apoptotica (14). En este caso la
accion apoptotica de P-53 se localizaria fundamentalmente a nivel mitocondrial (15),
donde P53 puede interaccionar directamente con Bcl-2 y Bcl-X;, liberando moléculas
proapoptdticas como Bak y Bax que se hayan unidas a Bcl-2 y Bcel-Xi y por tanto
quedarian libres para inducir los cambios mitocondriales que llevarian a la liberacion de
factores apoptogénicos de la mitocondria. De acuerdo con esto, un exceso de Bel-X; y
Bcl-2 inhibiria la liberacion del citocromo-c de la mitocondria inducida por P53. (16).
El dominio por el que P53 se une a Bcl-2 y a Bel-X;, es considerado como punto
caliente de mutacion, ya que en muchos tipos de tumores esta zona estd mutada. Al no
responder la célula a la induccion apoptdtica de P53, se produce una presion selectiva

positiva para la formacién de tumores.

Asi, la proteina P53 como factor de transcripcion en la apoptosis actuaria a
varios niveles y en dos rutas distintas, una extrinseca en la que estan implicados los

receptores de muerte, y otra intrinseca en la que estd implicada la mitocondria:
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Figura A.2.- Ruta extrinseca y ruta intrinseca en la apoptosis mediada por P53

La ruta extrinseca, es aquella en la cual estan implicados los llamados receptores
de muerte, pertenecientes a la familia TNF-R, los cuales mediante transduccion de
sefales llevan a la activacion de caspasas, especialmente caspasa-8 y caspasa-3. P53
puede activar esta ruta induciendo la expresion de tres proteinas transmembrana que

son: Fas, DRS y PERP:

« El receptor de superficie Fas (CD95/Apo-1 de la familia TNF-R), (17) y
favorecer el trafico de Fas a la membrana de forma que sensibiliza a las

células a la muerte mediada por Fas (18).
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« El receptor DR5 (DR5/Killer) contiene el dominio de muerte para el
ligando TRIAL (ligando inductor de apoptosis relacionado con TNR).
(19).

« PERP es una proteina transmembrana miembro de la familia PMP-22/gas
(implicadas en la regulacion del crecimiento celular), este es una diana

directa de P53.

La ruta intrinseca implica a la mitocondria donde produce la liberacion de
factores proapoptéticos desde ella. P53 es responsable de la induccidon directa de los
genes proapoptoticos de la familia bcl-2 que codifican para Bax, Noxa, PUMA y Bid
entre otros. Ademas P53 activa la expresion de Apaf-1 (20), que junto al citocromo c
proveniente de la liberacion de la mitocondria, son los iniciadores para la formacion del

apoptosoma. Esta activacion estd incrementada por E2F-1.

La conexion de la ruta extrinseca con la intrinseca también la realiza P53,
mediante la regulacion transcripcional de Bid. Este miembro proapoptdtico de la
familia Bcl-2 es activado por caspasa-8, la cual se activa por la ruta extrinseca y una
vez activado Bid es capaz de traslocarse a la mitocondria y activar a Bak,

desencadenando la activacion de la ruta intrinseca (21).
Por ultimo P53 también puede activar la cascada de caspasas tanto por su accion

transcripcional como sin ella. Asi, puede inducir directamente a caspasa-6 e

indirectamente a caspasa-8

A.2.1.1.2.- Factor de transcripcion E2F-1

E2F-1 es el miembro de la familia de factores de transcripcion E2F mejor
caracterizado. Su accién mas conocida es la activacion de la proliferacion, ya que
regula genes implicados en el control del ciclo celular como son las ciclinas cdc2,
cdc25a y la ciclina E, asi como genes que codifican proteinas implicadas en la sintesis

de DNA como DHFR (dihidrofolato reductasa), timidita quinasa, y DNA polimerasa-a.
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La actividad de E2F-1 mas importante es a nivel de regulacion de la proteina

Rb. La fosforilacion de Rb durante la fase G1 por las ciclinas dependientes de quinasas

(Cdk) provoca la disociacion de E2F-1 y por tanto este queda libre y puede activar la

transcripcion de genes que estan implicados en la entrada de la célula en fase S.

El papel de E2F-1, no es importante solo en la proliferacién sino también en la

apoptosis (22) ya que ésta puede ser inducida por E2F-1 al menos por tres mecanismos:

—| — —* |Estabilizacion de p53| ——————

O

L APOPTOSIS

\\II. 7 _” Senales antiapoptoticas

Otros blancos

Figura A.3.- Esquema sobre las principales accion apoptética de E2F

Inhibicion de senales antiapoptdticas: Como ya se ha dicho, la activacion
del receptor TNF-R, lleva a la activacion de la cascada de caspasas y por
tanto a la ejecucion de la apoptosis, pero también activa una ruta
antiapoptdtica mediante la activacion de las funciones de supervivencia
celular de NF-KB y JNK/SAPK. E2F-1 puede anular esta ruta o bien la

sefal antiapoptotica, manteniendo intacta la proapoptotica (23,24).

Activacion transcripcional de p73 (homologo de p53): La habilidad de
p53 para inducir apoptosis es compartida por otros miembros de la
familia de genes supresores de tumores como p73. E2F-1 es un activador

transcripcional directo de p73.

Estabilizacion de P53: La proteina P53 se encuentra siempre en un nivel
bajo, mediante regulacién feedback negativa, es decir P53 activa a

MDM-2, que es un mediador de la degradacion de P53 (25). E2F-1

10
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provoca la estabilizacién de P53 ya que es capaz de inducir a P14**F, 1a
cual inactiva a su vez a MDM-2. En muchos sistemas se ha comprobado
que la cooperacion entre P53 y E2F-1 es necesaria para que la apoptosis

se produzca..

A.2.1.1.3.- Protooncogen c-myc

El protooncogen c-myc codifica el factor de transcripcion c-Myc, el cual esta
desregulado en una gran variedad de tumores humanos (26,27). c-Myc actiia a muchos
niveles ya que puede activar la proliferacion, el crecimiento celular, inhibir la
diferenciacion terminal de la mayoria de los tipos celulares y sensibiliza a las células

para entrar en la apoptosis (28).

La expresion de c-myc estda muy controlada por sefales externas del tipo factores
de crecimiento y mitégenos. La activacion de c-myc, provoca la entrada en la fase G1
induciendo la proliferacion y actlia a varios niveles: Es un activador transcripcional de
ciclinaE-cdk2, necesaria para la progresion de G1-S (29,30), asi como de ciclinaD2 y
cdk4, estas secuestran a KIP1 (inhibidor de ciclinas/p27). Esto hace que no se pueda
inactivar el complejo ciclinaE-cdc2 y por tanto que se produzca la progresion del ciclo
celular. Ademas, cdk2 y cdk4 van a hiperfosforilar Rb, provocando la liberacion de

E2F-1, como se ha visto anteriormente.

c-Myc posee ademads actividad proapoptotica (31-33). Una de las explicaciones
de esta doble accion es el hecho de que oncoproteinas como c-myc ponen en
funcionamiento toda la maquinaria proteica de la proliferacion que estd intimamente
ligada con la maquinaria apoptotica, por tanto, su accion sensibiliza a la célula a los

estimulos apoptoticos. Los mecanismos por los que puede inducir la apoptosis son:

. Inhibicion de la sefial de supervivencia de la ruta NF-KB (34).
« Activacion de la proteina proapoptotica Bax que libera el citocromo c de
la mitocondria.

« Activacion indirecta de P53 via ARF (35).

11
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« Activacion de la union de Fas con su proteina adaptadora intracelular
FADD (dominio de muerte asociado a Fas), que culmina con la

activacion de caspasa-8 (36).
Las rutas por las cuales c-myc ejerce estas funciones no son muy conocidas y
hay que destacar que es muy posible que c-myc por si mismo no induzca la apoptosis, si

no que sensibilice a la célula para recibir otros estimulos apoptoticos.

A.2.1.1.4.- Factor de transcripcion NF-«(3

NF-kP es un factor de transcripcion de respuesta al estrés que juega un papel
muy importante en el desarrollo y en la inmunidad, y cuya principal funcién es la de
activar los llamados genes de supervivencia, los cuales incluyen genes implicados en el
crecimiento celular, en la inflamacién y en la apoptosis. La familia NF-xf3/Rel consta de
cinco miembros: c-Rel, P65, RelB, P50 y P52, los cuales forman heterodimeros siendo

los mas frecuentes P50/P65.

Estas formas estan secuestradas en el citoplasma por el grupo de proteinas
inhibidoras denominadas Ixf. Determinados estimulos como factores de crecimiento,
citoquinas inflamatorias, como el factor de necrosis tumoral (TNF), especies reactivas
del oxigeno y productos virales, producen la activacion de las quinasas de Ikp (Ikk) que
fosforilan la region consenso del extremo N-terminal de IkPB. EI Ik fosforilado es la
sefal para la ubiquitinizacién de éste y la subsiguiente degradacion por el proteasoma.
Esto da como resultado la liberacion NF- kf, su translocacion al nucleo y su union a los
elementos de respuesta NF- k3, seguido de una activacion transcripcional de estos genes

(37).

La activaciéon de NF- k3 como ya se ha dicho viene determinada por muchos
estimulos pero el mas conocido es la accién del TNF (38). En este caso la activacion de
NF- «f, se encarga de inhibir la sehal apoptotica mediada por este. En ausencia de NF-
kB, TNF es capaz de activar la cascada de proteasas especificas de la apoptosis
(caspasas) y de activar al proteina Bid, que es un miembro pro-apoptético de la familia

bcl-2, y cuya mision es la de traslocarse a la mitocondria y desencadenar por distintos

12
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mecanismos, la liberacion del citocromo c y otros factores proapoptoticos de la

mitocondria.
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Figura A.4.- Principales rutas que llevan a la activacion del factor NF-«x[3

Entre los genes que controla NF- kf hay que destacar (37, 38):

Genes que promueven la proliferacion celular como el oncogen c-myc,
cuyo promotor tiene sitio de unioén para este factor de transcripcion. La
activacion de c-myc en definitiva se produce por las sefales de
crecimiento que le llegan a la célula y promueve la proliferacion celular.
En diversos tipos celulares estd demostrado que sustancias que reducen
el nivel funcional de NF- kB, producen también la disminucién de la
expresion de c-myc al estar éste bajo el control de NF- «f, lo que lleva a

las células a la apoptosis.
Genes que inhiben la apoptosis y por tanto promueven la supervivencia

celular como son: Genes antiapoptoticos de la familia bcl-2, que

preservan principalmente la integridad mitocondrial; genes que codifican

13
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para proteinas de la familia IAP (inhibidor apoptotico), las cuales puede
inhibir enzimaticamente a determinadas caspasas; y genes que expresan
proteinas de la familia TRAF, que median en la activacion de NF- k3 e
inhiben la formacién de ceramida inhibiendo a su vez a

esfingomielinasas activadas por receptores de membrana de tipo TNF.

Por todo esto es fundamental que, NF- kf3 esté activo para que la célula pueda
dividirse, si los estimulos son los adecuados, mientras que si la célula recibe sefales de
muerte o las condiciones para su crecimiento no son adecuadas, se inhiba el crecimiento

y la accion de NF- «f.

A.2.1.2.- Genes de la familia bcl-2

De los genes implicados en la supervivencia celular de mamiferos, bcl-2 fue el
primero que se descubrio y por ello da el nombre a la familia (39). La proteina Bcl-2 es
capaz de inhibir la apoptosis en respuesta a estimulos especificos. La familia Bel-2
contiene tanto miembros antiapoptéticos Bcl-2, Bcl-X;, como proapoptoticos: Bax,
Bak, Bad, Bik. Se encuentran localizados en la membrana externa mitocondrial,
reticulo endopldsmico y membrana nuclear (40). Una de las caracteristicas mas
importantes de la familia Bcl-2 es su capacidad para convertirse en proteinas integrales

de membrana.
La familia Bcl-2 contiene cuatro dominios de homologia (BH) llamados BH1,

BH2, BH3 y BH4, los cuales corresponden a segmentos de a-helice (41-43). Segin

estos criterios la familia se divide en tres subfamilias:

14
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Miembros de la familia Bcl-2

Similar a Bcl-2
Bcl-2 Bax
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— — Mcl-1 Bid
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Figura A.5.- Esquema sobre los dominios de homologia BH en la familia Bcl-2.

(a) Subfamilia Bcl-2, compuesta por los miembros antiapoptdticos, poseen los
cuatro dominios de homologia. Ejemplos son: Bcl-2, Bel-X;, Bel-w.

(b) Subfamilia de Bax, compuesta por miembros proapoptoéticos, suelen tener
homologia en el dominio BH-1,2 y 3 pero no en el BH4. Ejemplos son Bax y
Bak.

(c) Subfamilia con dominio unico-BH3, todos son proapoptoticos y sélo presentan

homologia BH3, como es el caso de Bid y Bik.

El dominio BH3, tiene caracter anfipatico y es un dominio “critico de muerte”
que se encuentra presente en todos los miembros proapoptdticos. y parece ser
esencial para la heterodimerizacion de los miembros de la familia (42,43), la
heterodimerizacion estd mediada por la insercion de este dominio BH3 dentro del
bolsillo hidroféobico compuesto por los dominios BH1,BH2, BH3 de las proteinas
antiapoptoticas (44). Algunos de los miembros proapoptoticos tienen este dominio
escondido y la activacion por un estimulo apoptdtico supone un cambio
conformacional que exponga al exterior este dominio BH3, esto se ha visto que

ocurre con Bax y Bak (45,46). Dado que tanto los miembros proapoptoticos como
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antiapoptoticos poseen dominio BH3 y sabiéndose que éste es esencial para la
actividad proapoptdtica (46), debe haber alguna secuencia diferente y critica dentro
de este dominio. Muchos de los componentes poseen un dominio carboxiterminal

hidrofébico, esencial para integrarse en la membrana (47).

Los miembros de la familia Bcl-2 interactian de una forma dinamica para
regular la apoptosis. Los miembros proapoptdticos como Bax pueden heterodimerizar
con los antiapoptoticos como Bcl-2 y bloquear su accidon antiapoptotica. Por tanto la
relacion en los niveles de expresion entre antiapoptoticos/proapoptdticos determina si la
célula va a sufrir apoptosis o no tras un estimulo apoptético. Cuando Bcl-2 esta en
exceso, las células estan protegidas de la muerte celular, sin embargo cuando Bax esta
en exceso la célula estd avocada a entrar en apoptosis. Bax también tiene la habilidad de
heterodimerizar con Bcl-Xi, por lo cual un balance entre los dos también es necesario

para la induccion o represion del estimulo apoptético.

DMigomerizacitn
Formackin del poro
Transiclin de la permeabilidad

|
“ﬂl Y B Citocromo C

Cascada Caspasas &

Apostosoma

Figura A.6.- Regulacion de la apoptosis por la familia Bel-2

Los miembros de la familia Bcl-2 parecen tener localizaciones subcelulares

diferentes ya que mientras que los miembros antiapoptoticos suelen estar como
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proteinas integrales en las membranas del nucleo, del reticulo endoplasmico y
fundamentalmente de la mitocondria, los proapoptéticos se encuentran en el citosol o
asociados con el citoesqueleto (48,49). Una vez que llega la senal apoptdtica los
miembros proapoptdticos sufren un cambio conformacional que les permite integrarse
también en la membrana, especialmente en la membrana mitocondrial externa,
produciéndose una traslocacion subcelular. Esto se ha podido comprobar incluso con
Bim, el cual solo posee un dominio BH3 (49). Una vez que llegan a la mitocondria
interactian con los miembros antiapoptdticos, de modo que las moléculas anti-
apoptéticas serian “los guardianes de la puerta mitocondrial” y los pro-apoptoticos

después de una senal apoptoética lograrian entrar al interior de la mitocondria.

Otro nivel de regulacion de la familia Bcl-2, a parte de Ila
homo/heterodimerizacion, es por fosforilacion, por ejemplo, la fosforilacion de Bad la
inactiva y solo al quedar desfosforilada es capaz de unirse a Bcl-2 y Bcel-Xi, por tanto la
fosforilacion regula la exposicion al exterior del dominio BH3 de Bad. También Bcl-2
puede ser fosforilada in vivo y cambios en el estado de fosforilacion afecta a su

actividad antiapoptoética.

A.2.1.2.1.- Niveles de actuacion de Bel-2

Los miembros de la familia Bcl-2 regulan la liberacion de moléculas inductoras
de apoptosis presentes en el espacio intermembrana a través de membrana externa, (50),

pero esta no es su unica accion ya que pueden actuar a distintos niveles:

1.- Nivel mitocondrial.

El modo de actuacion de las proteinas de la familia Bcl-2 a nivel mitocondrial se
basa en que estas proteinas son capaces de producir la liberacion de factores
proapoptoticos presentes en el espacio intermembrana mitocondrial. Para explicar

esto han surgido varios modelos:

a. Una de las teorias mds importantes acerca de como se produce la
disrupcion del potencial de membrana es el de la formacion de poros

permeables de transicion (PTP), los cuales forman puntos de contacto
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entre membrana mitocondrial externa e interna (51,52). Los PTP son
canales de conductancia larga que dejan pasar moléculas de peso
molecular menor o igual a 1500 D. Este poro esta constituido por
proteinas de membrana interna tales como translocador de nucledtidos de
adenina (ANT) y canales anidnicos voltaje-dependientes en membrana
externa (VDAC), ademas otro componente fundamental son las porinas
(en la membrana interna). Estos son necesarios para el libre intercambio
de sustratos de la cadena respiratoria, por ejemplo ANT produce el
intercambio entre ADP por ATP

Cuando los PTP se abren se produce la disipacion del potencial de
membrana y finalmente pueden producir la ruptura por hinchamiento de
la membrana mitocondrial externa, dejando salir las moléculas
proapoptoéticas del espacio intermembrana.

Se ha comprobado que Bcl-2 puede mantener los poros cerrados y que
Bax puede abrirlos, de hecho Bax interacciona directamente con el poro
(53). Pero a su vez la liberacion del citocromo ¢ puede ocurrir incluso
sin perdida del potencial de membrana, por lo cual esta via podria ser una

especie de retroamplificacion para la apoptosis.

Otro modelo para explicar la liberacion de proteinas desde la mitocondria
se basa en la teoria de que estas pueden formar canales en la membrana
externa mitocondrial, o bien que puedan regular canales existentes en la
membrana alterando su conductancia (54-56). Asi, se ha comprobado
que Bcl-Xi, Bcel-2 y Bax pueden formar canales en membranas sintéticas.
A su vez, tienen gran tendencia a formar homodimeros y heterodimeros,
lo cual facilita la formacion de canales con caracteristicas distintas. Por
ejemplo Bax junto con Bak son capaces de formar canales tetraméricos a
través de los cuales el citocromo ¢ puede salir (57). De esta forma se
produce la alteracion del potencial de membrana (Aym) (58)o bien se
forman canales ‘“selectivos” para determinadas sustancias como el
citocromo ¢, AIF (factor inductor de apoptosis) y Smac/diablo los cuales
son moléculas proapoptoéticas, sin que sea necesario que se produzcan

grandes cambios en el potencial de membrana.

18



Antecedentes

(2) A nivel de las caspasas.

Bcel-Xp, puede interaccionar indirectamente con caspasa-8 y directamente con
Apaf-1 o Apaf-1/caspasa-9, esta union pude romperse por la union de Bax a Bel-Xp
(59). Basandose en esto se propone que Bcl-X; secuestra a estas caspasas para evitar su

activacion.

(3) A nivel de las membranas del reticulo endopldsmico y del nucleo.

En las membranas del reticulo endoplasmico y por tanto de la envoltura externa
del nucleo se encuentran localizados en abundante cantidad, Bcl-2 y Bcl-X;, donde
ejercen su accidon antiapoptotica, ya que pueden heterodimerizar con miembros
proapoptoticos o también secuestrar caspasas, como la caspasa-8, a la que se unen

mediante una proteina asociada a membrana del reticulo denominada P28Bap31 (60).

(4) Otros niveles

Bcl-2 afecta a la translocacion de P53 al nucleo, y también del factor NF-AT.

Ademas tiene la habilidad de reducir la entrada de Ca*" al nucleo.

A.2.1.3.- Receptores de 1a muerte celular

El descubrimiento de determinados anticuerpos que inducen la muerte de células
tumorales llevo a la identificacion de receptores en la superficie celular responsables de
esos efectos (61). Estos receptores pertenecen a la superfamilia del receptor del factor
de necrosis tumoral (TNFR) tales como: Fas (CD95), TNF-R1 y de receptores de
muerte tales como DR-4 y DR-5 (62). La union de estos a sus ligandos provoca la
agregacion del receptor y el reclutamiento de un gran complejo de proteinas
adaptadoras, que mediante la interaccion proteina-proteina van a transmitir la sefial de

muerte hasta las moléculas efectoras.
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A.2.1.3.1.- Receptor Fas (CD95)

Cuando se produce la unién Fas/Fas-L, da lugar a la trimerizacion del receptor
(63). Este ultimo tiene en su dominio citoplasmatico una regién, homologa a otros
receptores capaces de provocar apoptosis, de unos ochenta aminoacidos y muy rica en
aminoacidos cargados con los que puede interaccionar con sefiales proapoptdticas. A
este dominio encargado de transducir la sefial, se le denomina dominio de muerte (DD).
Como ya se ha dicho, la activacion de este receptor provoca el reclutamiento y union de

otras moléculas adaptadoras como son FADD y RIP (63,64).

Ligando
{FasL, TNF-a, TRAIL)

Receptor
de muerte
(Fas, TNFR1, DRS...)

Adaptadores
(FADD, TRADD)

e "= Activacion de
caspasas-3, -6, -7 =i APOPTOSIS

Caspasa-8 activa

Figura A.7.-Activacion de caspasas por medio de receptores de muerte

FADD (Proteina con dominio de muerte asociado a Fas) contiene dos dominios
importantes, que son el dominio DD, con el cual interacciona Fas, y el dominio DED
(dominio efector de muerte), que es el encargado de transmitir la sefial apoptotica a los
efectores, es decir a las caspasas, por ejemplo con caspasa 8, ya que tiene también un

dominio DED.

RIP (Proteina de interaccion con receptor), es una proteina Ser/Thr quinasa.

Tiene dos formas de actuacion dependiendo de que su unién sea a Fas o a TNF. En el
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caso de unirse a Fas, lo hace también por su dominio DD al DD de Fas. En este
momento estd en condiciones de interaccionar con RAIDD (proteina homologa asociada
a RIP con dominio de muerte), el cual también tiene dominio DD y otro dominio

homologo a caspasa-2.

La apoptosis inducida por Fas puede inhibirse por la expresion de una serie de
moléculas intracelulares como son FLIPs (Proteinas inhibidoras de FLICE-caspasa8) e
IAPs (Proteinas inhibidoras de apoptosis). FLIP tiene un dominio DED con el que
puede unirse a FADD y que no interacciona con caspasa-8. IAPs puede inhibir
enzimaticamente a determinadas caspasas y mediar en la activacion de determinadas
sefiales antiapoptoticas como la del factor de transcripcion nuclear b (NF-xf3), que a

activar la transcripcion de los genes de supervivencia.

Dentro de esta activacion existen dos mecanismos muy importantes, que

dependen del tipo celular (63-65). Asi algunos autores diferencian dos tipos de células:

Tipo I, células en las que la expresion de caspasa-8 seria bastante abundante y podrian
activar directamente a caspasa-3, aunque también a caspasa-6 y 7 a través de las
cascadas de las caspasas. Esto llevaria a la ejecucion de la apoptosis al producirse
condensacion de la cromatina, fragmentacion del DNA, etc. Este tipo de induccioén no
requiere de la mitocondria y por tanto no esta inhibida por factores como Bcl-2 o Bcl-
X1, ya que no requiere amplificacion de la sefial por factores pro-apoptoticos derivados

de la mitocondria.

Tipo 1II, en este tipo de células no hay una abundante expresion de caspasa-8 y esta por
tanto no puede activar eficientemente a caspasa-3, ni a otras caspasas que se encuentran
corriente abajo en la cascada de caspasas. En estas células la activacién de caspasa-8
provoca la activacion proteolitica de un miembro de la familia Bcel-2, como es Bid. Esta
activacion provoca la traslocacion de Bid a la mitocondria, donde va a interaccionar con
moléculas antiapoptoticas que se encuentran como componentes de la membrana

mitocondrial.
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A.2.1.3.2- Receptor TNF-R1

Respecto a TNF y su receptor TNF-R1, su accién es igual a la de la unioén
Fas/Fas-L. También tienen un dominio intracelular DD, pero las moléculas que se unen
a ¢l son distintas. Por un lado, se pueden unir a FADD, pero a través de una molécula
denominada TRADD (Dominio de muerte asociado a TNF-R1 (65). Este receptor no
tiene dominio DED, por lo que ha de asociarse a FAAD, que si lo tiene, para poder
activar a caspasa-8 y la ruta continua como la descrita anteriormente. Por otra parte,
puede también interaccionar a través de TRADD con RIP y en este caso activaria a NF-
kf y de esta manera, se opondria a la accion apoptdtica del TNF. Ademas TNF-R1
puede activar dos tipos de esfingomielinasas, una de ellas, localizada en la membrana
plasmatica y denominada esfingomielinasa neutra, provocaria la acumulacion de
ceramida al romper el enlace fosfodiester entre la fosfocolina y la ceramida (66)
activando una serie MAP-quinasas que llevan a la activacion de la ruta de las caspasas;
la otra, llamada esfingomielinasa acidica endosomal, quedaria activada de forma
indirecta por TNF-R1 al activar este a la fosfolipasa C y el diacilglicerol resultante seria

el que activara a este tipo de esfingomielinas.

A.2.1.4.- Citoquinas de supervivencia celular

Las citoquinas tienen diversos efectos pero uno de ellos es el de la supervivencia celular
(67,68). Entre ellas cabe destacar al factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF), el factor de crecimiento nervioso (NGF), interleuquina-3 (IL-3), el factor de

crecimiento similar a la insulina (IGF-1).

A.2.2.- Fase de compromiso

Dado que no existe ninguna molécula o conjunto de moléculas que sean estrictamente
necesarias para que se produzca la muerte celular, las moléculas que cambian una vez

que la célula ha tomado “la decision” de muerte son dificiles de establecer, ya que como

se ha dicho anteriormente, todo depende tanto del estimulo como del tipo celular.
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A.2.2.1.- Papel de la mitocondria

La mitocondria es el punto donde convergen las distintas rutas apoptdticas, provenientes
de distintos estimulos apoptéticos, y a partir de ese momento la célula “decide” si se
produce o no la muerte programada, es decir a partir de aqui es un punto de no retorno.
Aunque hay que destacar que no todas las rutas apoptoticas pasan por la mitocondria

como es el caso de la apoptosis inducida por Fas.

Entre los candidatos mas importantes que regulan esta fase estan todos los factores

apoptogénicos que se liberan de la mitocondria tales como:

(a) Citocromo c que participa en la activacion de caspasas a través de la

formacion del apoptosoma (cuya formacion se analizara mas adelante).

(b) Procaspasas-2, -3 y-9 (47), las cuales pueden activarse una vez liberadas. Se
ha descubierto que estas caspasas estan nitrosiladas, pero su papel no esta
claro (69). Por el contrario hay investigadores que no han encontrado

caspasas en la mitocondria (70).

(c) Proteinas del choque térmico hsp10 y hsp60, las cuales facilitan la activacion
de caspasa-3. Sin embargo Hsp70, es un factor citoprotector, capaz de unirse

y neutralizar la accion de AIF.

(d) Factor inductor de apoptosis (AIF). Es una flavoproteina que al liberarse de
la mitocondria se transloca al niicleo donde se ha demostrado que provoca la
condensacion y rotura de DNA en fragmentos de alto peso molecular
(50KB). Ademads, a nivel de membrana activa a la flipasa e inhibe a la
translocasa. Esto hace que los restos fosfatidilserina que en células normales
se encuentran en la cara interna de la membrana se expongan ahora al
exterior (71). El mecanismo de actuacion no se conoce, pero se sabe que no
tiene actividad nucleasa ni su actividad oxidoreductasa es necesaria para
desencadenar la apoptosis. La actividad de AIF es inhibida por la
sobreexpresion de bcel-2, pero no por los inhibidores de caspasas, es decir su

accion es caspasa-independiente.
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(e) Smac/diablo  (segundo activador de caspasas derivado de la
mitocondria/proteina de union directa a IAP de bajo pl) es un inhibidor de
las proteinas inhibidoras de apoptosis (IAPs) las cuales tienen la habilidad de
inhibir a las caspasas activas; por tanto Smac/Diablo previene la inactivacion
de las caspasas. La union de las IAPs a caspasas y a Smac/Diablo se
produce en el mismo dominio, por tanto se produce una competencia de
union. Pero ademads parece tener otro mecanismo de induccion apoptotica ya
que aunque se suprima el dominio de uniéon a IAP, Smac/Diablo sigue

teniendo actividad proapoptdtica (72).

(f) Omi/HtrA2, es homologa a HtrA en bacterias. Funciona también como
inhibidor de IAPs, mediante la inactivacion por corte, ya que se trata de una
serinproteasa (73). Su accidn seria redundante a Smac/diablo, aunque parece
que tienen localizacion tisular distinta. La induccion que produce es tanto

dependiente como independiente de caspasas (74).

(g) Endonucleasa G, se trasloca al nucleo tras la liberacion y estd involucrada en
la fragmentacion del DNA junto con exonucleasas y DNasa I, produciendo
posiblemente el patréon en escalera tipico de apoptosis (75). Esta accion al

igual que AIF es caspasa-independiente.

Es importante sefalar el porqué la célula utiliza tantas proteinas mitocondriales
como factores apoptoticos, el hecho de que estén confinados en la mitocondria y que sus
sustratos estén en el citoplasma supone una garantia de que sélo van a ejercer su accion
mortal si son liberados durante el proceso apoptético. Ademas tiene también la ventaja
de que dentro de la mitocondria ejercen otra funcion: el citocromo c¢ participa en la
cadena de transporte electronico entre los complejos III y IV de la cadena respiratoria
mitocondrial; AIF al tener un dominio con actividad oxidoreductasa protege a la célula

del estrés oxidativo; Omi/HtrA2 funciona como chaperona.
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A.2.2.2.- Papel del citocromo.c: formacion del apoptosoma

Una vez liberado de la mitocondria, el citocromo c activa a las caspasas, pero
esta activacion es muy compleja, ya que depende de la unién del citocromo ¢, Apaf-1,

caspasas-9 y dATP, formando un complejo conocido como apoptosoma (76).

A. Ruta de activacion de caspasas en la mitocondria.

Liberacidn de
CitC Formacion del =
—_— - [ | —  apoptosoma  — Caspasa-9
| |

Activacion de

Estimulo Apoptitico

B. Formacion y activacion del apoptosoma.

o Pocaspasa-9
g (= —

Apaf-1

Dimeros de
caspasa-9
activados

Apoptosoma

Figura A.8.- Activacion de caspasas por la ruta mitocondrial mediante la formacion del
apoptosoma.

La unioén del nucledtido a Apaf-1 es crucial para la formacion del apoptosoma y
esta estimulado por el citocromo ¢ el cual se une a Apaf-1 en su extremo C-terminal
(dominio WD-40). Hay que destacar que la union de dATP, no implica la hidrolisis de

este ya que en el apoptosoma maduro no se encuentra dADP (77).

Una vez que se ha unido el citocromo ¢ al dominio C-terminal de Apaf-1 esta
sufre un cambio conformacional desde una forma rigida a una forma flexible, de manera
que se facilita la unién del ATP a sus dominios de unién a nucledtidos. Esto lleva a la
formacion de un complejo formado por siete moléculas de Apaf-1 interaccionando por
los extremos N-terminal. EIl apoptosoma une a caspasa-9 en su zona central por
interaccion de dominios CARD (dominios de reclutamiento de caspasas). Esta union
provoca un cambio conformacional en caspasa-9 que convierte al apoptosoma en una

forma activa, capaz de activar en ese momento a caspasa-3 y a caspasa-7 (78).
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A.2.3.- Fase de ejecucion

Esta fase representa el momento en el cual todos los cambios morfologicos se

hacen evidentes. Los mediadores de esta fase son las caspasas (79, 80).

A.2.3.1.- Caspasas

Las caspasas son proteasas que unicamente cortan después de un residuo de
aspartico, y tienen un sitio activo muy conservado QACxG (79,80). En mamiferos se
conocen 14 tipos de caspasas, que se pueden dividir entre caspasas iniciadoras y
caspasas efectoras. Las iniciadoras son por tanto las primeras en activarse y estas
activarian a las efectoras. Las caspasas actiian en cascada y como substrato final tienen
a proteinas que van a producir los cambios morfologicos de la muerte celular (81).
Entre las mas importantes estan la caspasa-9, como caspasa iniciadora y la caspasa-3

como efectora, ambas son criticas para la PCD en numerosas células.

Las caspasas se sintetizan como zimdgenos y necesitan de una activacion
proteolitica. La estructura tridimensional de las caspasas nos indican su funcién y los
mecanismos de activacion: Constan de un pre-dominio N-terminal, una subunidad larga
(17-21 KDa) y otra pequena (10-13 KDa), que a veces estdn unidas por un pequefio
conector. La activacion supone un corte entre la subunidad larga y la pequefia y la
eliminacion del pre-dominio, lo cual da como resultado una enzima activa
heterodimérica. Estos heterodimeros se asocian para formar tetrameros como en el caso

de la caspasa-3 (82,83).

El pre-dominio juega un papel fundamental en la activacion, ademés segin el
pre-dominio se clasifican en dos grupos como se ha dicho anteriormente. Caspasas
efectoras las cuales no tienen pre-dominio o bien lo tienen muy corto como caspasa-3,
caspasa-6, caspasa-7, caspasa-14 y caspasas iniciadoras las cuales poseen un pre-
dominio largo como caspasa-1, caspasa-2, caspasa-4, caspasa-5, caspasa-8, caspasa-9,
caspasa-10, caspasa-12 y caspasa-13. Mediante este dominio se produce la unién de las

procaspasas a los receptores de muerte para el ensamblaje de complejos activadores de
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caspasas, por tanto, este dominio regula su actividad y ademas sirve para la

homodimerizacion.

Dentro del pre-dominio se encuentran dos Unicos dominios de interaccion
proteina-proteina que son el dominio DED (dominio efector de muerte) unidos mediante
asociaciones hidrofobicas y CARD (dominio de reclutamiento de caspasas) unidos
mediante interacciones electroestaticas (84). Estos dominios necesitan de moléculas

adaptadoras de union.

Como molécula adaptadora para los dominios DED de caspasa-8 y caspasa-10
esta FADD (dominio de muerte asociado a Fas). FADD ademéas de un dominio DED
para caspasas tiene un dominio DD (dominio de muerte) para anclar el complejo a los

complejos activados de receptores de membrana de Fas, TNF-R1, DR3 y DRS.

Para los dominios CARD de caspasa-1, caspasa-2 y caspasa-9 las moléculas
adaptadoras son las llamadas “moléculas adaptadoras que contienen CARD” como
CARDIAK, RAIDD y Apaf-1 respectivamente. Estas moléculas pueden tener también
dominios DD como es el caso de RAIDD que media entre caspasa-2 y el dominio DD

de RIP, el cual se une directamente con Fas o TNF-R1.

Una vez que llega la sefial apoptdtica se activan muchas caspasas mediante una
cascada de activacion secuencial de caspasas, lo cual sirve para amplificar la sefial
apoptdtica y puede ser regulada a varios niveles. Los mecanismos de activacion pueden
ser transactivaciones, por cortes proteoliticos por parte de otras caspasas o por

autoactivacion.

La transactivacion por parte de las caspasas se produce de una forma secuencial
y son las caspasas iniciadoras las que cortan y activan a las caspasas efectoras que han
perdido el pre-dominio. Estas amplifican la sefial y ejecutan la muerte celular cortando
proteinas reguladoras y estructurales lo que conlleva el colapso de la célula. Asi
caspasa-8, caspasa-9 y caspasa-10 activan a caspasa-3 y caspasa-7; caspasa-3 puede

activar a caspasa-9 con lo que se produce un bucle de amplificacion (85,86).
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Existen aparte de las caspasas otras moléculas capaces de transactivarlas como
es la granzima B, la cual es una serin proteasa que puede activar a caspasa-3

directamente.

La autoactivacion se produce principalmente por agregacion, lo que puede
producirse tanto en el citosol como en la membrana y es evidente que el pre-dominio es
necesario para esta agregacion y autoactivacion (87). Los principales ejemplos a nivel
de membrana ocurren con la activacion de caspasa-8 y en el citoplasma la activacion de

caspasa-9 en la formacién del apoptosoma tal y como se ha explicado anteriormente.

A.2.3.1.1- Acciones de las caspasas

Por ultimo hay que analizar los sustratos de las caspasas, sobre los que tienen
dos efectos activacion o inactivacion. Dado que el papel de las caspasas se desarrolla en
la apoptosis desencadenando los principales cambios morfologicos, no es dificil pensar
que muchas de las proteinas que regulan la apoptosis son substratos de las caspasas (88-

91). Entre sus acciones hay que destacar:

« Inactivacion de proteinas del citoesqueleto: laminina, actina, gelsolina,
vicentina etc.

« Sobre las proteinas asociadas a DNA como PARP (Poli ADP-ribosa
polimerasa), ICAD y DFF etc.

« Activacion por proteolisis de Bid, que activado por caspasa-8, se
transloca a la mitocondria para cooperar con Bax y Bak provocando la
liberacion de moléculas apoptoticas mitocondriales.

o Caspasa-3 es capaz de cortar a Bcl-2, quitando su dominio
intermembrana y dejando siempre expuesto su dominio BH3, lo que la
convierte en una molécula proapoptotica al igual que Bax .

« Inactivacion de NF-KB, lo que bloquea la transcripcion de genes de
supervivencia, mediante el corte en la zona de regulacion de su inhibidor
IkB y también por corte directo de P65.

« Estabilizacion de P53 por corte del inactivador de MDM2 (inhibidor de
P53) lo que facilita la accioén de P53.
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« Inactivacion de Rb con lo que E2F esté activo.
« El corte de MEKK-1 (quinasa activada por mitogenos/ERKquinasa)
provoca un cambio en su accion (principalmente es de supervivencia)

ante respuestas de estrés, al ser cortada promueve la apoptosis.

A.2.3.1.2.- Inhibicién de caspasas

La inhibicion de caspasas puede darse de dos formas:

(a) Inactivacion por interaccion de proteinas.

« Los IAPs son inhibidores de la apoptosis liberados por la mitocondria y
ejercen su accion inhibiendo a caspasas. Pueden hacerlo de dos maneras,
por union directa a la forma activa como ocurre con caspasa-3, caspasa-7
y caspasa-9, o por unién a la procaspasa-9, lo cual evita que se forme el
apoptosoma. De esta forma impide que esta caspasa se pueda activar, y
por lo tanto tampoco se active la caspasa-3 que es su sustrato inminente.
De esta manera se inhibe tanto los estimulos proapoptoéticos que van por
via mitocondrial (caspasa-9), como los que no van por esta via (caspasa-

3y -7) (92-94).

« FLIP/FLICE, contiene un dominio DED y antagoniza la apoptosis
mediada por receptor, ya que compite con caspasa-8 en la union a
FADD, con lo que se evita la cascada proteolitica de caspasas, aunque
también puede inactivar directamente a caspasa-8 por heterodimerizacion

(95).
« El inhibidor ARC, contiene un dominio CARD y también antagoniza la

apoptosis mediada por receptor, ya que es capaz de unirse e inactivar a

caspasa-2 y caspasa-8 (96).
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(b) Inactivacion por modificacion proteica

(¢) Otros:

« Mediante fosforilacion, por ejemplo Akt, la cual es una quinasa de
supervivencia y mediador de PI3K, puede fosforilar el centro activo

de caspasa-9 inhibiendo su funcién (97).
« Mediante nitrosilacion, el 6xido nitrico forma complejo con las

caspasas quedando estas S-nitrosiladas e inactivas, aunque es un

proceso reversible (98).

Bcl-2 y Bel-Xp evitan la liberacion del citocromo ¢ y por tanto la

consiguiente activacion de caspasa-9 y -3.

Bcl-X1 puede unirse a Apaf-1 impidiendo la asociacion entre Apaf-1y

caspasa-9.
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B.- LA CELULA MUSCULAR LISA

B.1.- La célula muscular lisa en las arterias

Las células de musculo liso (SMC) en animales adultos son células altamente
especializadas cuya principal funcién es la contracciéon y la regulacion del tono
vascular, la presion sanguinea y el flujo sanguineo. Las SMC proliferan en los vasos a
un nivel extremadamente bajo y con una actividad sintética muy baja, expresan casi
exclusivamente una gran cantidad de proteinas implicadas en la contraccidn, canales
ionicos y moléculas de la transduccion de sefiales de la contraccion. Pero ademas las
SMC guardan una cierta plasticidad que les permite cambios profundos y reversibles en
su fenotipo en respuesta a estimulos de su entorno (99). Los factores precisos y los
mecanismos que regulan estos cambios fenotipicos no son muy conocidos. Ejemplos de
esta plasticidad se observan en el desarrollo embrionario de los vasos donde juegan un
papel fundamental en el desarrollo de estos. En este estado muestran una gran
proliferacién, migracion y produccion de matriz extracelular como colageno, elastina y
proteoglicanos que son los principales componentes de los vasos, al mismo tiempo que
van adquiriendo la capacidad de contraccion. De forma similar cuando se produce un
dafio en la pared vascular, las SMC incrementan su proporciéon de proliferacion,

migracion y capacidad de sintesis, necesario para reparar el vaso dafado.

La plasticidad como propiedad inherente de las SMC diferenciadas les
proporciona una ventaja de supervivencia ya que pueden reparar los vasos, pero también
puede tener malas consecuencias ya que un ambiente adverso puede llevar a un cambio

fenotipico que permita el desarrollo de lesiones vasculares.

Existen otras hipotesis distintas a la idea de que la reparacioén en los vasos se
lleva a cabo por un cambio fenotipico y reversible de las SMC preexistentes, tal y como
hemos dicho. Estos mecanismos alternativos son que células circulantes derivadas de la
médula 6sea y progenitoras de las SMC se encargan de reparar el vaso dafiado (100-
102). El segundo mecanismo se basa en que la poblacion de las SMC dentro del vaso es
heterogénea, con una poblacion estable de SMC que son fenotipicamente distintas a las

SMC contréctiles normales (103,104), es decir mostrarian un fenotipo sintético, y éstas
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serian las encargadas de la reparacion, pero no existen evidencias de que los fenotipos
encontrados sean linajes estables (105). Por tanto es irrefutable que las SMC normales
preexistentes, por un cambio fenotipico, reparan las lesiones y las otras dos formas
expuestas pueden ser complementarias y estar limitadas a determinadas circunstancias

(105).

En este sentido el cambio fenotipico, entendido como cualquier cambio en la
estructura o funcion normal de las SMC diferenciadas, tiene un papel muy importante
en la mayoria de las enfermedades vasculares como aterosclerosis, cancer e
hipertension. En la aterosclerosis es donde se producen los cambios en las SMC mas
intensos.  Otros trastornos asociados a disfunciones de las SMC son el asma y

numerosos trastornos digestivos y reproductivos (105).

Interacciones SMC-SMC
-Contacto célula/célula
-Factores autocrinos

Influencia células endoteliales
-Factores difusivos, NO
-Contacto CE/SMC

-Control de la permeabilidad vascular

Factores humorales
-Factores de crecimiento/inhibidores (PDGF-BB) .- ?
-Agonistas de la contraccion g
-Otros factores de

Diferenciacion (TGFy,,

____________________

Fuerzas mecanicas
-Estrés activo

-Fuerzas hemodinamicas
-Estiramiento pasivo

Estimulos aterogénicos N
-Lipidos / productos lipidicos
-Toxinas, ROS, farmacos
-Trauma mecanico
-Mediadores inflamatorios Efectos neuronales Matriz extracelular
-Neurotransmisores -Componentes del tejido conectivo
-Control del tono vascular  -Moléculas de ashesién/integrinas
-MMPs

Tensién de O,

Figura B.1.- Representacion del estado de diferenciacion de las SMC dependiendo de la
integracion de multiples factores locales
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B.2.- Mecanismos moleculares que originan la diferenciacion de las SMCs

El origen embrionario de las SMCs es diverso, procediendo (segun su
localizacién) de distintas lineas celulares precursoras. Este dato contrasta con el origen
de las otras células musculares (esqueléticas y cardiacas), que derivan del mesodermo.
Se han realizado pocos estudios sobre el patron de expresion de los genes especificos de
SMC durante la embriogénesis, por lo que los mecanismos moleculares que originan la

diferenciacion de las SMC no estan atn bien conocidos.

El primer paso para conocer la diferenciacion celular de las SMC es identificar
qué genes son especificos de la funcion diferenciada. Durante el desarrollo embrionario
y el desarrollo postnatal las SMC presentan una proporcioén de proliferacion muy alto,
pero al mismo tiempo se estan induciendo gran cantidad de genes marcadores de la
diferenciacion (106). Sin embargo en la aterosclerosis las SMC muestran bajos niveles
de proliferacion y fenotipicamente estdn moduladas, evidenciado por la pérdida o la
expresion reducida de estos genes marcadores de SMC (107,108). Asi en las SMC se
han identificado una variedad de genes que sirven para marcar en qué estado de
diferenciacion se encuentran. Entre estos se incluyen los que codifican para las
proteinas del aparato de contraccion de la célula muscular lisa: SM a-actina, SM-MHC,
h;-calpaina, SM22 a, proteina aortica similar a carboxipeptidasas (ACLP), desmina, h-
caldesmon, metavinculina, telokina, smootelina (109). En los ultimos afios se han
hecho grandes progresos para conocer los mecanismos que contribuyen a la regulacion
transcripcional de estos genes marcadores de SMC y del estudio de rutas que suprimen
la expresion de estos genes, ya que estas rutas estdn implicadas en la modulacién

fenotipica de las SMC en respuesta a un dafio vascular o aterosclerosis.

Es muy interesante el hecho de que todos los marcadores SMC encontrados
hasta la fecha poseen uno o mas elementos CArG (motivos del tipo CC(AT)sGG) en la
region promotora y/o intrones (110-114). Por ejemplo el gen de la SM a-actina la
mutacion de cualquiera de estas 4pb del elemento CArG impide la expresion de actina,
de forma similar ocurre con SM MHC, SM22a y desmina. El gen SM-MHC posee tres
elementos CArG y la mutaciéon de cada uno de ellos tiene efectos distintos. Asi la
mutacion de CArGl (el més proximo a la regién 5°) impide la expresion totalmente,

mientras que la mutacion dentro del intron impide la expresion en arterias largas y las
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coronarias, pero no afecta en arterias musculares, pulmonares y gastrointestinales. Esto
implica que dependiendo del subtipo de SMC emplean regiones modulares distintas
para la expresion de genes. Este esquema de regulacion esta en consonancia con el alto
grado de plasticidad de las SMC, y debe ser el resultado, al menos en parte, de la
activacion selectiva de estas regiones promotoras, provocada por elementos que

responden a las condiciones ambientales a las que estan expuestas las SMC (105).

El factor de transcripcion SRF (factor de respuesta a suero) se une a estos
motivos CArG, los cuales fueron identificados por primera vez en el gen c-fos y se
denominaron elementos de respuesta a suero (SRE o caja CArG). El factor SRF se une
como dimero a través del denominado dominio de caja MADS, y como hemos dicho,
regula genes de respuesta al crecimiento como c-fos y genes marcadores de SMC,

ademads de genes especificos de musculo esquelético y cardiaco (114).

Gy
Angiotensina @

: @5' e
ﬁ:g
>
( Miocardn )

TGBB

Figura B.2.- Esquema sobre los factores de transcripcion que participan en la expresion de
genes especificos de las SMC.

Lo que determina la accién especifica de este factor de transcripcion en la

regulacion de genes SMC (105) se ha descrito que puede deberse a:
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a. La expresion del factor de transcripcion SRF en las SMC es mayor que en
cualquier otro tipo celular, aunque parece que este no es el factor limitante y
como tantos otros factores de trascripcion lo que determina su especificidad es la
diferente habilidad con la que se une a su secuencia reguladora en los elementos
ACrG (115). En este sentido se ha visto que la afinidad con la que SRF se une a
ACrG de genes SMC es baja comparado con la que se une a la caja CArG de
los genes de crecimiento (c-fos, egr-1), de forma que éste podria ser un
mecanismo de regulacion para que solo las células que expresan altos niveles de
SRF puedan activar los genes SMC, o bien las células que tengan mecanismos

para potenciar la afinidad de SRF por CArG (116).

Seglin esto, las SMC poseerian mecanismos para regular la afinidad de SRF. De
hecho las SMC poseen una proteina de homodominio Mhox que aumenta
muchisimo la capacidad de SRF para unirse a CArG de a-actina. Asi, factores
como la angiotensina II produce un aumento de actina mediado por la
sobreexpresion de Mhox y otras proteinas de homodominio como Nkx tendrian

el mismo efecto.

b. Los genes SMC poseen mas de un dominio CArG, éstos cooperan entre si y
ademds no son intercambiables. Por ejemplo los dos elementos CArG de a-
actina estan separados por 40 pb en todas las especies, dado que una vuelta de
DNA tiene 10pb quiere decir que estos elementos estan en fase, y ademas ha de
ser asi porque la perdida de fase por inserciéon de pb hace que pierdan la

actividad (105).

c. Las modificaciones postranscripcionales también influyen en la actividad de
SRF, entre ellas estan: ayuste alternativo, la fosforilacion que puede alterar la
afinidad de union a DNA y a cofactores y rhoA/rho quinasas (ROK) que
provocan la translocacion al nucleo y la activacion de SRF. Se ha demostrado
que la sobreexpresion de RhoA estimula la activacion de muchos genes SMC

(117), mientras que inhibidores de ésta disminuyen la expresion de estos genes.

d. La presencia de coactivadores especificos en las SMC como las proteinas con

homodominio Barkl y Nkx3.2, las cuales forman un complejo estable con SRF
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y con GATAG6 para la uniéon a CArG activan genes SMC, pero no genes c-fos
(118), ademas esta triada s6lo se expresa en las SMC. Esto implica que los
genes SMC sean regulados independientemente de genes que controlan el

crecimiento celular en las SMC.

Otro coactivador de SRF descubierto en los ultimos tiempos es la proteina
miocardin que se expresa selectivamente en musculo cardiaco y en las SMC
diferenciadas (119,120). Esta proteina presenta un motivo de cremallera de
leucinas que sirve de puente entre regiones CArG, la sobreexpresion de esta en
fibroblastos es suficiente para que se expresen todos los genes del linaje de las

SMC.

Aunque las rutas SRF-ACrG son criticas para la expresion de genes SMC, no
son las unicas, asi otra region denominada TCE (elemento de control para TGF-f) es
necesaria y es particularmente importante que TGF-B esté implicado en el dafio
vascular y en la aterosclerosis. TGF-f incrementa la expresion de la mayoria de genes
marcadores de SMC (121), ademas es un activador de SRF, ya que aumenta su afinidad
de unidn a regiones CArG y por ejemplo para la correcta induccion de SM a-actina por
TGF-p se requieren también los elementos CArG. Otros dominios importantes son la
caja-E (motivos CANNTG) y represor de elementos G/C, los cuales estan muy

proximos a motivos CArG (122).

En definitiva el estado de diferenciacion de las SMC depende de la integracion
de multiples sefiales que determinan el patron de expresion de los genes para situaciones
concretas. Esto es critico para las SMC ya que como se ha dicho anteriormente, ellas

tienen que conservar una gran plasticidad inherente a las SMC diferenciadas.

B.3.- Modulacion fenotipica de las SMC v su implicacion en las patologias

vasculares

La principal enfermedad en la que el cambio fenotipico juega un papel
fundamental es en la aterosclerosis. Esta enfermedad es responsable del 55% de las
muertes en la civilizacion occidental. En su desarrollo estan implicados un gran nimero

de células como son macréfagos, linfocitos, neutrdfilos, células endoteliales y SMC
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(123).  Incluso por evidencias recientes se han incluido células circulantes

pluripotenciales derivadas de la medula 6sea.

El origen de la enfermedad es multifactorial, pero se cree que las lesiones
iniciales son debidas a turbulencias locales de la corriente sanguinea que fluye a alta
presion u otras acciones mecanicas, que alteran o rompen la barrera estructural formada
por las células endoteliales. Al ponerse en contacto las plaquetas con el tejido
conectivo, se liberan sustancias que estimulan la proliferacion de células musculares
lisas. Generalmente, el proceso se invierte, con re-epitelizacion local, a no ser que se
produzca la lesion repetidamente o que haya otros factores aterogénicos como la
presencia de gran cantidad de LDL. En este caso, prolifera el musculo liso y aumenta el
tejido conectivo (colageno y elastina) y se depositan lipidos intra y extracelulares

(ésteres de colesterol, triglicéridos y fosfolipidos).

La entrada de lipoproteinas asi como su retencion y modificacion en la pared
arterial y la penetracion de linfocitos y monocitos en el espacio subendotelial hace que
estos se transformen en las denominadas células espumosas tras cargarse de LDL
modificadas a través del receptor de eliminacion (scavenger). Las células espumosas
son fenotipos terminales que acaban necrosdndose y liberando su contenido lipidico al
entorno. Casi simultdneamente, se produce la liberacion de sefiales moleculares por los
macrofagos y las células endoteliales, que provocan en las SMCs de la intima una
modulacion hacia el fenotipo sintético (124), seguida de migracion al espacio
subendotelial, proliferacion y sintesis de matriz extracelular. Las SMCs sintéticas, al
igual que los macrofagos pueden expresar receptores para LDL modificadas, lo que
provoca su transformacion en células espumosas (123). Todos estos eventos provocan
la aparicion, sobre la pared arterial de una estructura conocida como estria lipidica, la
cual puede evolucionar hacia la denominada placa ateromatosa. En la formacion de la
placa ateromatosa se incrementan el acumulo de lipidos, continda la proliferacion de
SMCs y sintesis de matriz extracelular. Se produce una intensa respuesta inflamatoria
(con adhesion de monocitos, linfocitos T y plaquetas) y en los estadios avanzados
aparece un proceso necrotico en el endotelio y las capas de SMC (123). Ademas de la
necrosis, se ha encontrado evidencias de muerte celular por apoptosis en el interior de

las placas ateromatosas (125-127). Finalmente, producidas por la placa ateromatosa,
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aparecen las consecuencias clinicas de la arteriosclerosis como hipertension, hemorragia

interna, isquemia, gangrena e infarto (de miocardio y cerebral).

En definitiva los cambios que se producen implican lo que se denomina
modulacion fenotipica de las SMC, término que fue originariamente usado por

Chamley-Campbell hace unos 30 afios (128,129, 105). Esto implica:

. Cambios en el estado proliferativo.

« Incremento en la produccion de matriz extracelular (130,131).

« Produccion de proteasas, fundamentalmente metaloproteinasas (132).

« Participacion en una respuesta inflamatoria crénica, incluido sintesis de
citoquinas inflamatorias y de algunos marcadores de inflamacion
(133,134).

« Alteracion de la contractilidad al estar alterada la expresion de proteinas

contractiles (135,136).

Los cambios fenotipitos asociados a la aterosclerosis proporcionan un gran
ejemplo para comprender la modulacién fenotipica de las SMC en otras muchas
patologias. Al respecto hay que reconocer que hablar simplemente de dos estados de las
SMC, contractil y sintético, es simplificar mucho y ademas es inadecuado para explicar
el amplio rango de fenotipos que pueden expresar las SMC bajo distintas circunstancias,
en concreto respecto al proceso aterosclerdtico el fenotipo de las SMC cambia
dependiendo del estadio de la lesion y/o de la localizacion de estas SMC dentro de la

lesion.

El papel de las SMC parece variar dependiendo del estado en el que se encuentra
la lesion, de forma que juegan un papel negativo en el desarrollo de la lesion inicial,
aterosclerosis temprana, y en la progresion (99,123), pero sin embargo juegan un papel
beneficioso en la placa fibrosa, estabilizando la placa aterosclerotica, para que no se

produzca la ruptura de esta (137).

Los factores ambientales son los determinantes de la modulacion fenotipica, y
ademads estos son muy importantes en la aterosclerosis, ya que algunos de ellos van a ser

los responsables del reclutamiento inicial de SMC desde la media a la lesion en la
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intima y otros se encargaran sin embargo de inhibir la apoptosis y las proteasas
fundamentalmente de matriz extracelular en los estados finales. Entre estos factores
podemos considerar los factores de crecimiento, citoquinas, células mediadoras de la
inflamacioén, lipidos, lipidos oxidados, lipidos peroxidados, especies reactivas del
oxigeno, 6xido nitrico, entre otros (123,138, 139). De ellos entre los mas estudiados
esta el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el cual ejerce su accion en
los estadios iniciales provocando el reclutamiento, migracion y proliferacion de las
SMC (140), en este sentido se ha visto que el PDGF es un gran modulador fenotipico de
las SMC (141), ya que hace que disminuyan los marcadores selectivos de SMC. Otro
factor es el TGF-B implicado en la rediferenciacion de las SMC y por tanto en la
estabilizacion de la placa aterosclerotica (142) y por ultimo las metaloproteinasas
(MMP) las cuales se van expresando con distinta especificidad segin avanza la lesion
ya que al principio son necesarias para la migracion y la formacion de la placa y en los

estados finales pueden desencadenar la ruptura de esta.

B.4.- La célula muscular lisa en cultivo

Al igual que ocurre con los fibroblastos, las SMC en cultivo muestran una gran
capacidad proliferativa y pueden ser subcultivadas varias veces, lo que permite una
rapida obtencion de masa celular. Ademas, la capa media de las arterias esta compuesta
casi exclusivamente por SMC, por lo que es relativamente facil obtener cultivos de

musculo liso vascular con una minima contaminacion de otros tipos celulares (128).

En los cultivos primarios, y segun las caracteristicas anteriormente sefialadas, las
células sufren un proceso de modulacion de su fenotipo. En general, tras ser cultivadas,
conservan el fenotipo contractil durante unos pocos dias (de 1 a 7), a continuaciéon se
produce una modulacion hacia el fenotipo sintético, seguido de una intensa
proliferacion. Cuando el cultivo se acerca a la confluencia, disminuye la proliferacion y
se depositan grandes cantidades de matriz extracelular. Frecuentemente, una vez que el
cultivo ha alcanzado la confluencia, modula de nuevo su fenotipo hacia el contractil.
De esta forma, el fenotipo contractil inicamente se manifiesta en las etapas iniciales y
finales (cuando alcanza la confluencia) del cultivo primario. Las capacidades de

proliferacién y sintesis de matriz extracelular, son exclusivas del fenotipo sintético
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(128). Se ha descrito en numerosas ocasiones, que el fenotipo contractil de la SMC
cultivada, conserva su capacidad de contraccion de forma espontdnea o cuando se

estimula eléctricamente (143).

Dependiendo de la especie y edad del animal del que procedan, los cultivos
primarios de SMC vascular pueden subcultivarse entre 6 y 20 veces, hasta que el cultivo
muere por un proceso de senescencia similar al descrito en los fibroblastos (144-146).
Las SMC subcultivadas van perdiendo progresivamente la capacidad de modular su
fenotipo, de forma que a partir del tercer o cuarto pase, la practica totalidad de las
células tiene el fenotipo sintético (inclusive en estado de confluencia). Posiblemente
debido a la gran sintesis de matriz extracelular, los cultivos de SMC pueden crecer en
varias capas cuando alcanzan la confluencia. Esta caracteristica provoca un tipico
aspecto en la confluencia que se ha denominado de colinas y valles, las colinas
contienen de 10 a 15 capas de células, mientras que los valles no contienen mas de 3

capas celulares (128).

La composicion de la matriz extracelular producida por la SMC en cultivo
primario, es similar a la encontrada en el tejido conectivo de los vasos sanguineos de los
que proceden (principalmente colageno 1 y II, elastina, proteoglicanos y
glucosaminoglicanos), aunque se han descrito alteraciones en la composicion

relacionadas con la especie, las condiciones y el nimero de pases del cultivo (128).

Al igual que ocurre in vivo, durante la maduracion postnatal de los vasos
sanguineos y durante la reparacion de los mismos tras sufrir un dafo fisico, la sintesis
de matriz extracelular de las SMC cultivadas se produce por el fenotipo sintético en
estado de quiescencia, lo que se interpreta como un mecanismo de economia celular.
Cuando la poblacion celular se encuentra en una situacion de crecimiento activo, la
mayoria de los recursos se destinan a la proliferacion y cuando ésta cesa, se activa la

sintesis de matriz extracelular (147).

Se ha investigado la regulacion de los genes que codifican proteinas
responsables de la sintesis de matriz extracelular y se ha encontrado una relacién
inversa entre la expresion de dichos genes y ciertos protooncogenes presentes durante el

estado de proliferacion celular (148,149). Asi, se ha demostrado que el patréon de
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expresion del protooncogen b-myb (presente durante las fases G1 y S del ciclo celular)
es opuesto al patron de expresion de los dos genes (al y a2) del colageno tipo 1. El
mecanismo de accion se basa en un efecto inhibidor directo de la proteina b-Myb sobre
los promotores de dichos genes, a través de secuencias denominadas MBS (Myb-
binding site) que se encuentran en numerosos promotores regulados por los

protooncogenes de la familia myb (150).

41



Antecedentes

C.- APOPTOSIS EN LAS SMC

C.1.- Introduccion

Las SMC dentro del vaso son capaces de proliferar, migrar, sintetizar/degradar
matriz extracelular ante determinados estimulos. Sin embargo en un individuo adulto
las arterias muestran unos indices de renovacion muy bajos, con indices de proliferacion
y apoptosis muy bajos también (151). Bajo condiciones patoldgicas, determinados
factores presentes en la vasculatura alteran el balance entre proliferacion y apoptosis, asi
numerosos estimulos pueden producir apoptosis en las SMC, pero también es cierto que
alteraciones especificas dentro de la célula provocan una sensibilizacion a estimulos
especificos asociadas a situaciones patoldgicas. Por tanto a pesar de que la regulacion
de la apoptosis en la vasculatura es una combinacion tanto de factores sistémicos como
locales, la importancia de cualquier ruta apoptdtica particular depende del tipo de célula

y del estimulo que lo desencadena.

Las alteraciones que sufren las SMC relacionadas con la proliferacion y la
apoptosis son muy importantes en determinadas enfermedades, pero principalmente
durante la aterosclerosis (152-154). Virchow en 1858 sugirié por primera vez que en la
aterosclerosis se producia muerte celular (155). El dijo que la placa aterosclerotica
estaba formada por células que se dividen y después mueren, a este estado le llamo
degeneracion “‘fibro-fatty”. Posteriormente otros investigadores, estudiando lesiones
ateroscleroticas inducidas por la dieta en animales de experimentacion, identificaron
mediante microscopia electronica la muerte celular de la SMC en la aterosclerosis, la
denominaron necrosis, aunque los cambios morfolégicos a nivel nuclear y citoplasmico
que presentaron estos investigadores correspondian a un proceso apoptotico. En 1995,
varios laboratorios, publicaron la existencia de apoptosis en SMC, células endoteliales y
macrofagos en las lesiones aterosclerdticas (156-161). También se han descrito
fenomenos de apoptosis en estas células una vez aisladas de placas aterosclerdticas, o

bien de células procedentes de una aterosclerosis experimental (161).

42



Antecedentes

Las consecuencias de la apoptosis en las SMC dependen del estado y la
localizacion en la placa aterosclerdtica. El grado de muerte celular estd fuertemente
relacionado con el estado de desarrollo de la placa aterosclerdtica. En general, los
estados iniciales como la estria adaptativa inicial y la estria lipidica, muestran muy poca
apoptosis, mientras que la lesion avanzada muestra evidentes localizaciones de muerte
apoptotica. Sin embargo, existen evidencias de que en la aterosclerosis temprana hay
apoptosis y que esta positivamente ligada a la proliferacion celular. En este sentido, en
estudios in vitro se ha observado que las SMC proliferativas, tal y como ocurre en la
aterosclerosis, muestran mas apoptosis que aquellas que no son proliferativas, ya que las
SMC tanto en humanos como en aterosclerosis experimentales muestran unos valores
de replicacion muy bajos (162), un leve incremento en el nivel de apoptosis de las SMC

puede llevar a una disminucion drastica del contenido en SMC del sistema vascular.

Se ha demostrado que las SMC derivadas de una placa aterosclerética, pero no
para las provenientes de la media, mueren cuando se cultivan. Esto hace pensar que
estan programadas para morir (160). EI que a las células de la media no les ocurra lo
mismo, y que incluso haya estudios en los que se muestra una cierta proteccion a la
apoptosis de las SMC en la media (163) hace necesario la distincidon de los procesos que

ocurren en los distintos componentes de la lesion.

C.2.- Tipos de SMC en relacion con la apoptosis en la aterosclerosis

Se han distinguido tres tipos celulares, que se corresponden con distintas localizaciones
de la lesion aterosclerdtica, basadas en la expresion de algunos genes apoptéticos y en el

grado de apoptosis (164). Estas son:

1.- SMC tipo A

Estan presentes en la media normal y en la estria adaptativa
inicial. Esta altima se define como la acumulacion de SMC entre el
endotelio y la media. Las SMC muestran un fenotipo contractil. El
citoplasma no contiene vacuolas de lipidos, pero si se observan

numerosos microfilamentos. En la zona tampoco se encuentran
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macrofagos infiltrados. Este tipo no se detectan Bax ni Bcl-2 ni caspasa-

3. Tampoco muestran patron de DNA en escalera (TUNEL negativas).

2.- SMC tipo B

Corresponden a las células que se encuentran en una estria
lipidica, correspondiente a una aterosclerosis inicial. Se describe como
una estria adaptativa inicial con depdsitos de lipidos, los cuales se
presentan en pequefias vacuolas en el citoplasma. La poblacion de
macrofagos es muy inferior al 1%. Estas células mas tarde derivaran en
lo que se conoce como células espumosas. Tanto unas como otras
muestran una alta cantidad de Bax, mientras que Bcl-2 y caspasa-3 no
son detectables y la prueba TUNEL es negativa. Esta sobreexpresion de
Bax también se encuentra en SMC provenientes de placas en
aterosclerosis experimentales (165,166). Es interesante destacar que esta

sobreexpresion puede revertirse si se privan a las células de lipidos (167).

SMC normal SMC estria lipidica SMC espumosa

- Bax negativo - Baxtt - Bax

- Caspasa 3 negativo - Caspasa 3 - Caspasa J++

- TUHEL - - TUHEL - - TUHEL+

Media Estria lipidica Placa aterosclerdtica

Estria adaptativa inicial

Figura C.1.- Tipos de SMC en relacion con la apoptosis en la aterosclerosis
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3.-SMC tipo C

Se corresponden con células que se encontrarian en una placa
aterosclerotica avanzada y responden a una morfologia de células
espumosa (foam cell), este tipo de SMC presentan una muerte que
responde a las caracteristicas de la apoptosis (162). Estas regiones del
vaso donde se encuentran se definen como nucleos necréticos. La region
entre el nucleo y el endotelio se denomina capa fibrosa, tienen una alta
infiltracion de macréfagos que se han convertido en células espumosas

por el acaimulo de lipidos en su interior.

El ntcleo necrotico no muestra células lo cual sugiere que ha
habido una muerte celular masiva, correspondiéndose con SMC que se
han desintegrado en fragmentos -citoplasmaticos. Estos fragmentos
muestran una alta expresion de caspasa 3 y Bax. A su vez es posible la

deteccion de fragmentacion del DNA, dando TUNEL positivo.

C.3.- Regulacion de la apoptosis en lesiones ateroscleroticas tempranas

Una vez que se produce el dafio inicial en el endotelio, los monocitos se adhieren
a la fibronectina via integrinas (CD11/CD18). EI desencadenamiento de la respuesta
inflamatoria subsiguiente provoca también la acumulacion de lipidos y la exposicion a
otras sustancias aterogénicas (168,169, 170). Uno de los cambios encontrados en las
lesiones aterogénicas tempranas cuando la enfermedad es todavia reversible es la
modulaciéon de fenotipo contractil a sintético de las células musculares lisas en la intima
arterial es. Estas células de fenotipo sintético, en cultivo se muestran desdiferenciadas,

muy proliferativas y productoras de abundante matriz extracelular (124, 169, 170).
El hecho de que existe apoptosis en la placa aterosclerdtica estd bien

demostrado, pero esto también ocurre en la aterosclerosis temprana, tal y como lo

demuestran estudios realizados en aterosclerosis experimentales (161,171).
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Entre los estimulos sistémicos que pueden inducir apoptosis hay una gran
variedad de factores como son: las altas concentraciones de glucosa, el incremento del
estrés oxidativo y las LDL oxidadas. En contraste existen factores protectores como el
oxido nitrico (NO). El control de la apoptosis en las SMC in vivo reside en un complejo
sistema de agentes pro y antiapoptoticos, gobernado por interacciones célula-célula,

célula-matriz extracelular y células-citoquinas.

C.3.1.- Interacciones de SMC con otras células

Macrofagos y linfocitos T secretan citoquinas que pueden inducir apoptosis en
las SMC, posiblemente a través de la produccion de NO inducida por P53 y Fas. Pero
el principal papel de estas citoquinas es preparar a la célula para la apoptosis y el
contacto célula-célula es el principal efector apoptotico entre estas células y las SMC
(172-174). Las SMC expresan Fas y los linfocitos T, macrofagos y células endoteliales
expresan Fas ligando, por tanto la interaccion célula-célula de las SMC con estas células
provoca la apoptosis, y suele darse en zonas con gran infiltracion de células

inflamatorias.

Las SMC ademas expresan TNF-R y los macrofagos sintetizan TNF-a, por tanto
la apoptosis via TNF también se puede dar. Los linfocitos T ademas expresan granzima
B, la cual puede matar via granzima B/perforinas (que produce dafos en la membrana).
La accion de TNF-a produce directamente apoptosis pero también puede proteger de
ella, la induccién a la apoptosis da como resultado final la degradacion de Bcel-2 y la
activacion de caspasa-3. La proteccion estd mediada por factor de transcripcion NF-KB

(175).

El nivel de expresion de Fas-L y TNF-R en las SMC normales es bajo,
comparado con el nivel que expresan las células hematopoyéticas, de hecho la
induccién unica de Fas ligando provoca indices de apoptosis muy bajos. Incluso si se
estimula por separado con TNF-a, IL-1B o INF-y, pero la combinacion de éstas si
induce apoptosis aunque a altas concentraciones. Es por esto que las SMC normales se

dice que son resistentes a la apoptosis mediada por Fas (175).
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Sin embargo, las SMC derivadas de placas aterosclerdticas aumentan la
expresion de Fas en su membrana, porque las células estan sensibilizadas mediante
distintos estimulos como la combinacion de citoquinas, que pueden sensibilizar a la
apoptosis mediada por Fas en las SMC, ya que provocan una sobreexpresion de Fas en
la membrana (176). Esto también ocurre con las oxLDL, las cuales impiden la

degradacion de Fas (177).

Este es un mecanismo comun en el que se suman efectos de una forma sinérgica
para promover la apoptosis. Ademas se ha visto que la estimulacion con Fas en SMC
produce apoptosis si previamente las células han sido tratadas con cicloheximida, la
cual es un activador de p53. Como ya hemos dicho en el capitulo de introduccion del
proceso apoptdtico, P53 sensibiliza a las células a la apoptosis y uno de sus mecanismos
es aumentar la expresion de Fas e incrementar el movimiento de este hacia la membrana

plasmatica (175).

Dentro de la misma activacion de Fas existen dos mecanismos muy importantes
que dependen del tipo celular (63,64). Asi, algunos autores diferencian dos tipos de
células: Tipo I, células en las que la expresion de caspasa-8 seria bastante abundante y
podria activar directamente a caspasa-3 y las de Tipo II, dentro de la cual estarian las
SMC ya que su cinética de muerte inducida por Fas responde a este tipo. En este tipo de
células no hay una abundante expresion de caspasa-8 y €sta por tanto no puede activar
eficientemente a caspasa-3, ni a otras caspasas que se encuentran “corriente abajo” en la
cascada de caspasas. En estas células la activacion de caspasa-8 provoca la activacion
proteolitica de un miembro de la familia Bcl-2, como es Bid. Esta activacion provoca la
traslocacion de este a la mitocondria, donde va a interaccionar con moléculas

antiapoptoticas que se encuentran como componentes de la membrana mitocondrial
C.3.2.- Interacciones SMC-citoquinas

La apoptosis en SMC puede ser regulada tanto positiva como negativamente por
factores de crecimiento convencionales. Asi, el factor de crecimiento similar a la

insulina (IGF-1), el factor de crecimiento de fibroblastos (bFGF) y el factor de

crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) actian como factores de supervivencia para
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las SMC. De hecho la ausencia de factores de crecimiento es un potente inductor de la

apoptosis en las SMC.

Durante el proceso aterosclerdtico se ha visto que existe una sobreexpresion de
PDGF y IGF-1, cuya accion puede ser la de preservar las células de la apoptosis y
aumentar la proliferacion, aunque como ya se ha dicho la proliferacion y apoptosis que
presentan la SMC es muy baja a pesar de la presencia de factores de crecimiento. De
hecho las SMC en la placa aterosclerdtica muestran un fenotipo senescente,
caracterizado por su incapacidad para proliferar, si le llegan sefiales de proliferacion es
mas probable que entren en apoptosis que en proliferacion. Una explicacion es que a
pesar de que estén presentes los factores de crecimiento las SMC pierdan la capacidad
de respuesta a estos, asi se ha demostrado que durante la aterosclerosis se reduce la
expresion del receptor tipo 1 del IGF. Es importante destacar que las oxLD,L las cuales
inducen apoptosis en las SMC, pueden suprimir la expresion de este receptor (178,179).
Otro factor que puede disminuir la expresion de IGF-1 es el TNF-a, con la consecuente
disminucion en la viabilidad de las SMC. Parece ser que uno de los mecanismos para
inducir apoptosis, incluso aunque esté¢ presente IGF-1, pasa a través de la ruta de la

protein quinasa C (PKC) (180).

C.3.3.- Interacciones en SMC proteinas-matriz extracelular

La presencia de matriz extracelular protege de la apoptosis en muchos tipos
celulares mediante sefiales mediadas por integrinas Por ejemplo la proteina fibronectina
presente en la matriz extracelular, es capaz de trasmitir sefiales de supervivencia via
FAK (quinasas de adhesion focal), la fosforilacion de ésta inactiva el gen supresor de
tumores, que como ya hemos visto es un gran inductor apoptdtico, desarrollando por
tanto una repuesta de supervivencia. La integrina o, 3 es también muy importante en

las sefiales de supervivencia proporcionadas por la matriz extracelular (181, 137).

Las metaloproteinasas de matriz extracelular (MMPs) rompen estas
interacciones y por tanto promueven la apoptosis. Estas MMP pueden incluso
promover la apoptosis directamente al liberar de la membrana de las células tanto Fas-L
como TNF. Las MMP las producen tanto las SMC como los macrofagos,

principalmente en zonas vulnerables ateroscleroticas, puede ser que las MMP liberadas
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por macrofagos provoquen la apoptosis de las SMC, predisponiendo a la ruptura de la
placa. Las MMP se encuentran inhibidas normalmente por los inhibidores de
metaloproteinasas tejido especificas (TIMP), estas proteasas deberian de proteger de la
apoptosis, sin embargo se ha comprobado que TIMP-3 puede inducir directamente

apoptosis en SMC, aunque actualmente el mecanismo es desconocido (181, 137).

C.3.4.- Expresion de moléculas reguladoras de apoptosis en SMC

Como ya hemos comentado las SMC en cultivo derivadas de una placa
aterosclerotica incrementa la susceptibilidad a la apoptosis y ademas esto no varian con
el subcultivo. Esto sugiere que existen cambios estables, intrinsecos a la célula, en la
expresion de genes proapoptoticos o antiapoptoticos que controlan la apoptosis en las
SMC mas que las interacciones célula-célula o el microambiente que existe en la placa y

que por tanto esta susceptibilidad debe desarrollarse en los estadios iniciales.

La fase de decision incluye la expresion de genes especificos pro y
antiapoptoticos, como son los protooncogenes y los genes supresores de tumores. Si la
suma de estas sefiales da como resultado la apoptosis se desencadena toda la maquinaria
proteica para la destruccion. La apoptosis en las SMC la puede promover por la
desregulacion en la expresion de c-myc o de E2F (182,159), estos a su vez pueden estar
regulados por p53. La sola expresion de pS53 puede promover la apoptosis en SMC
(183), de hecho las SMC en la aterosclerosis son muy susceptibles a la apoptosis
mediada por P53. De este modo, la parada del ciclo celular y la imposibilidad de

fosforilar Rb protegeria a las SMC de la apoptosis.

Otro regulador muy importante en la apoptosis en SMC es la familia bcl-2. La
apoptosis puede ser bloqueada por Bcl-2. Las SMC expresan bajos niveles de Bcl-2 in
vitro e in vivo (159, 160). En las SMC provenientes de un proceso aterosclerdtico,
aunque no muestran grandes diferencias en la expresion de bcl-2, el balance entre
proteinas antiapoptdticas/proapoptoticas, puede cambiar a favor de las proapoptoticas y

desencadenar la apoptosis principalmente por Bax.
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C.3.4.1.- Expresion del gen p53 en SMC

La expresion de p53 estd involucrada en el control de la proliferacion,
senescencia y apoptosis de las SMC en condiciones patologicas como la aterosclerosis
(184). Este control lo realiza junto con Rb, de forma que existe un modelo de control
del ciclo celular y la apoptosis. La inactivacion de P53 en SMC normales prolonga la
vida en cultivo pero no parece tener influencia en la proliferacion, lo cual sugiere que la
supresion de p53 en estas células bloquea la apoptosis. Sin embargo en SMC de placas
ateroscleroticas la inactivacion de Rb provoca una masiva apoptosis, y esta apoptosis
esta mediada por P53, esto quiere decir que para que las SMC proliferen se tienen que
inhibir tanto p53 como Rb. Los mismos mitégenos que son capaces de fosforilar a Rb y
liberar a E2F para que la célula prolifere en SMC normales, en SMC procedentes de
placas ateromatosas inducen apoptosis dado que, como ya hemos dicho, necesitan
suprimir p53 para proliferar. Esto podria explicar porqué mitégenos como PDGF, a
pesar de que se encuentran en altos niveles en la aterosclerosis, no producen indices de
proliferacion muy distintos de las SMC de arterias sanas, y sin embargo aumentan los
indices de apoptosis. Otros factores de supervivencia presentes como el factor de
supervivencia IGF-1 puede ser anulado por P53 en las SMC, ya que induce la expresion
de la proteina de union a IGF, lo cual bloquea su sefal. El bajo nivel de proliferacion y
la pronta senescencia que se encuentra en las SMC procedentes de placas ateromatosas
puede deberse a la disminucion en la fosforilacion de Rb y por tanto, para que las SMC
proliferen necesitan por un lado inhibir Rb e inhibir P53 para bloquear la apoptosis

(184,185).

Existen hipdtesis en las que se expone que P53 es el responsable del estado
quiescente en el que se encuentran las SMC en la media arterial. Cuando se producen
los primeros cambios en una aterosclerosis inicial, las SMC adquieren la capacidad de
migrar desde la media a la intima y para esto necesita suprimir la expresion de p53, la
cual puede estar inducida por mitégenos presentes en los vasos (186). Las agresiones
bioquimicas y mecanicas que puede sufrir un vaso arterial hacen que las SMC de la
media queden expuestas a mitdogenos cuya sefial producen la rdpida degradacion de los
niveles endogenos de P53, en ese momento comienza la migracion y la proliferacion de
las SMC de la media, una vez que estas se ponen en cultivo no re-expresan p53. Si esta

disminucién no se produce, las SMC entran en apoptosis.
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Como ya se ha dicho, las SMC derivadas de placas aterosclerdticas muestran una
gran sensibilidad tanto a la apoptosis como a la parada del ciclo celular mediada por
P53 en comparacion con las SMC derivadas de arterias normales, estas diferencias en la
sensibilidad al estimulo de P53 parece ser debido a que las células estén o no
progresando en el ciclo celular. Los mecanismos que emplea P53 para inducir apoptosis
o parada del ciclo celular son distintos, de hecho si se inhibe la sintesis de proteinas no
se reduce su capacidad para producir apoptosis, mientras que si lo hace para parar el
ciclo celular (187, 188). Esto sugiere que en las SMC de placas aterosclerdticas P53
debe tener una actividad adicional a la regulacién transcripcional capaz de llevar a las
células a la apoptosis. Por tanto este incremento de susceptibilidad no esta mediada por
un aumento en la expresion de P53 ni de su actividad (188). En otros estudios mas
recientes se ratifican estos hechos con ratones ApoE “knockout”, con los que se
demuestra que P53 es esencial para el control del ciclo celular (parada en Gj), pero no

para la induccion de la apoptosis en la aterosclerosis en este modelo (189).

Lo cierto es que la expresion de p53 en las SMC esta en controversia ya que por
ejemplo no se detecta P53 en arterias después de “ballon-injured”, ni tampoco en SMC
bovinas en cultivo (190), sin embargo si se detecta expresion en cultivos de SMC de
rata (161). El principal punto de controversia est4 en si los niveles endogenos de P53
regula predominantemente la proliferacion o la apoptosis en las SMC. Estudios
recientes han demostrado que los niveles enddgenos de P53 protegen de la apoptosis a

las SMC y que reducen el desarrollo de la aterosclerosis (191).

C.3.4.2.- Factor de transcripcion c-Myc en SMC

El factor de transcripcion c-Myc, estd codificado por un gen de respuesta
temprana, implicado en la proliferacion, diferenciacién y crecimiento celular. Esta
descrito que interfiere en el control de la proliferacion de las SMC (192), incluso se ha
demostrado que las SMC en cultivo derivadas de placas aterosclerdticas muestran una
sobreexpresion de c-myc respecto a las SMC controles (193), también se ha demostrado
su expresion en lesiones aterogénicas tempranas en animales de experimentacion. Entre
los factores aterogénicos responsables de esta elevacion se apunta a las LDL, ya que

¢éstas incrementan la expresion de c-myc (194).
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En las SMC normales en estado quiescente los niveles de c-Myc son bajos o
indetectables, pero una vez que se produce la induccién con mitdégenos o por dafos en la
pared vascular, se produce una rapida induccién de c-myc, y después, una vez que las
células ya estan proliferando, permanece con una expresion estable pero no alta,
(195,196). Asi, la expresion continua de c-myc produce en las SMC una proliferacion
continua y ademas una reduccion en los niveles de a-actina y apoptosis que responde a
un cambio de fenotipo contractil a sintético en las SMC (197). La induccion de c-myc
es condicion necesaria y suficiente para que la célula quiescente entre en el ciclo celular
y que progrese en ¢€l, ya que si los niveles de c-Myc se mantienen artificialmente las

SMC entran en apoptosis (195, 196).

Por otra parte c-Myc es ademds un potente inductor de la apoptosis en las SMC
(182). Se ha comprobado que c-Myc media la apoptosis en las SMC cuando se priva a
las células de factores de crecimiento y en respuesta a estrés fisioldgico y que esta
accion puede ser inhibida por Bcl-2, por lo que puede actuar via mitocondrial para
ejercer su accion apoptdtica. Esto implica que c-myc en las SMC puede promover tanto
apoptosis como proliferacion y que por tanto seran los mediadores “corriente abajo” de
c-myc los que puedan desarrollar un proceso u otro. En este sentido se ha visto que
cdc25A, (fosfatasa asociada al ciclo celular, involucrada en la progresion de G1) es
inducida directamente por c-Myc, y que se requiere tanto para la proliferaciéon como
para la apoptosis. La supresion de esta fosfatasa inhibe ambos procesos, aunque la
expresion de cdc25A es necesaria pero no suficiente para inducir apoptosis en las SMC

y su accion esté limitada a la fase GO/GI1.

Respecto al papel que c-myc juega en el desarrollo de la aterosclerosis se ha
demostrado en animales hipercolesterolémicos que c-myc se activa no solamente en
zonas de aterosclerosis temprana, si no incluso en zonas adyacentes susceptibles de
unirse a la lesion (198), lo cual demuestra que la activacion de c-myc se produce de
forma muy temprana en las zonas donde los lipidos se acumulan. Hay que apuntar que
cuando se produce un acimulo de lipidos se crea un estrés oxidativo en la zona, y dado
que c-myc es un gen sensible a procesos de estrés oxidativo, se activa. Otro factor
sensible al estrés oxidativo es el NF-KB, este se ha demostrado que se activa de forma

similar en las lesiones tempranas y en las mismas zonas (199). En este estudio se ha
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comprobado que anulando el estrés oxidativo mediante la administracion de

antioxidantes se atenua esta activacion y el desarrollo de la lesion.

C.3.4.3.- Familia bcl-2 de SMC

La regulacion de la apoptosis por miembros de la familia Bel-2 es un proceso
que se lleva acabo mediante la dimerizacion de las moléculas pro- y anti-apoptoticas de
la familia, por tanto la susceptibilidad a la apoptosis viene determinada por la
proporcion de expresion relativa de estas moléculas. La expresion de los genes de la
familia bcl-2 en las SMC depende del estado de la lesion y de la localizacion de las

SMC dentro de la arteria (200).

La expresion de bax se detecta tanto en las SMC de la intima y de la media
normales como en toda la lesion ateroasclerotica (201, 202). Pero en la lesion
aterosclerotica la expresion es mucho mayor, por tanto ha de ser sobreexpresado a lo

largo del proceso.

Bcl-2 inhibe la apoptosis generada por radicales libres y peroxidacion lipidica en
las SMC, acontecimientos muy importantes en el desarrollo de la aterosclerosis (203).
Bcl-2 no es detectable en la mayoria de las SMC en la placa atromatosa, ni tampoco en
las arterias sanas (174, 204), por lo cual su papel no esta bien definido. bel-X; se
expresa en las SMC procedentes de placas ateroscleroticas, y se cree que tiene el
principal papel para evitar la apoptosis en la aterosclerosis (205), incluso se ha visto que
puede aumentar en las SMC de la intima en lesiones aterosclerdticas tempranas (202).
Otros miembros de la familia bcl-2 como Bak, se expresa mucho en las SMC

procedentes de placas ateroscleroticas y tiende a heterodimerizar con Bel-X.

C.3.5.- Efecto de los factores circulantes en las SMC

El papel de los factores circulantes es muy importante y no debe de ser
subestimado. Los mas importantes en relacion con la apoptosis son las LDL, en
particular las oxLDL y la produccion local de sustancias reactivas del oxigeno, las
cuales alteran el estado redox de las células, que puede llevar a las células a la apoptosis

o hacer que otras sustancias se conviertan en inductores de apoptosis. Un estrés
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oxidativo se produce cuando las células estan expuestas a altos niveles de O, o sus
derivados ROS (especies reactivas del oxigeno), el mas conocido es el anién superdxido
O, el cual es producido principalmente por células inflamatorias. Este puede peroxidar
lipidos y provocar apoptosis en las SMC (206-208). En el sistema vascular la principal
fuente de O, se produce por la NADPH oxidasa, la cual estd sobreexpresada en la

aterosclerosis.

C.4.- Papel de las lipoproteinas en el desencadenamiento del proceso apoptotico

La relacion entre altas concentraciones de colesterol en el suero y la
aterosclerosis es algo que esta establecido desde hace mas de 50 afios, esta accidon viene
desencadenada por las lipoproteinas LDL (209). La presencia de radicales del oxigeno
junto con los altos niveles de LDL en la pared vascular lleva a la oxidacion y
peroxidacion de estas LDL. Las oxLDL son inductores apoptdticos muy potentes, las
cuales se produce mediante rutas intrinsecas, y son capaces de sensibilizar a las células

a estimulos externos.

Tanto el colesterol como sus 6xidos estdn involucrados en la iniciacion del
proceso aterosclerdtico (210-212), una de las hipdtesis de formacion de la placa
aterosclerdtica sugiere que los altos niveles en plasma de LDL ricas en colesterol y la
oxidacion de LDL acumuladas en el espacio subendotelial promueven el
desencadenamiento de la aterosclerosis (213). Los cambios estructurales y bioldgicos
que se producen en las LDL en este nivel son principalmente acumulacion de
lisofosfatidilcolina y lipidos peroxidados, incluido el colesterol, dando como producto
oxyesteroles. Las oxLDLs son capaces de provocar que las células vasculares liberen
factores quimiotacticos localizados que provocan el reclutamiento de monocitos y su
posterior diferenciacion en macréfagos. Incluso ellas mismas pueden producir estos
efectos (214). Los monocitos son responsables de producir la peroxidacion de las LDL
y su posterior ingestion por receptores no regulados por colesterol, los llamados
“receptores basureros” y de esta manera convertirse en células espumosas, las cuales
son fenotipos terminales que acaban necrosdndose y liberando su contenido lipidico al
entorno. Ademads, debido a factores derivados del entorno que se estd creando, se
produce una modulacion del fenotipo de las SMC, pasando de un fenotipo contractil a

un fenotipo sintético. Las SMC sintéticas, al igual que los macréfagos, pueden expresar
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receptores para LDL modificadas, lo que provoca que se vayan cargando de lipidos
dando lugar a su posterior transformacion en células espumosas. Ademads, las oxLDL
son citotdxicas por si mismas, ya que provocan la liberacion de lipidos intracelulares y

de enzimas lisosomales que aumentan la progresion de la aterosclerosis (214).

Las oxLDL van cargadas de oxidos de colesterol (215), los cuales tienen una

gran cantidad de acciones (214, 216-218) entre las cuales las mas importantes son:

e Potente regulador de los niveles de esteroles en la célula. Esto lo hacen
de dos formas:

a) Mediante la regulacion negativa de la HMG-CoA reductasa, enzima
reguladora de la biosintesis del colesterol y también del nimero de
receptores de LDL en la célula.

b) Aumentando la esterificacion del colesterol intracelular por la
activacion de la AcilCoA colesterol acil transferasa

e Inhiben la proliferacion de las SMC.
e Tienen efectos citotoxicos.

e Son capaces de inducir apoptosis in vitro.

De los o0xidos de colesterol encontrados en la placa ateromatosa humana, los mas
numerosos son el 7-hidroxycolesterol y el 7-cetocolesterol, mientras que el 7-
cetocolesterol y el 25-hidroxycolesterol son los mas abundantes en la pared aortica tras
una dieta rica en colesterol en animales de experimentaciéon. De éstos, se ha visto que
los dos ultimos son efectivos para inducir muerte celular, pero especialmente el 25-

hidroxycolesterol (214).

El papel de las oxLDL en la apoptosis de las SMC, no s6lo se reduce a aquellas
areas de la placa ateromatosa donde hay una infiltraciéon de macréfagos. Es decir, no
solo actia en una aterosclerosis avanzada, sino también en la aterosclerosis temprana.
Este fendmeno ha sido estudiado en animales de experimentacion, a los cuales se les ha
proporcionado una dieta rica en colesterol durante un tiempo determinado, el cual no es
suficiente para que se desarrolle la placa aterosclerdtica. La apoptosis que se observa en

estos modelos estd directamente relacionada con el incremento de lipidos y sus
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derivados. Como ya se ha dicho anteriormente, hay una relacion directa entre el grado
de acumulacion de lipidos por las SMC, provocado por las oxLDL, el aumento en la

expresion de bax (molécula pro-apoptotica) y el aumento de la apoptosis (218).

Por otro lado, determinados estudios muestran que de todas las sustancias que
componen las oxLDL, solamente tienen una significacion en la induccion apoptdtica de
las SMC el 7-cetocolesterol y el 25-hidroxycolesterol, mientras que los fosfolipidos no
tienen efectos a este nivel. El 7-cetocolesterol tiene mas influencia en la inhibicion de
la proliferacion de SMC y en la induccién a la apoptosis de las células endoteliales,
mientras que el 25-hidroxycolesterol tiene efecto pro-apoptotico en las SMC, a la vez

que es el que mas potencia proapoptotica tiene de los dos (214).

Los mecanismos que parecen involucrados en la accion proapoptética de las
oxLDL vy, en particular, de los oxiesteroles, no estdin en absoluto bien conocidos,
apareciendo en la bibliografia una serie de relaciones entre los oxiesteroles y diversas
moléculas y acciones proapotdticas. Debido a esto, a continuacién se van a describir los
principales acontecimientos que se producen bajo la accion de oxLLDL, oxiesteroles y la
relacion que estos factores tienen con el proceso apoptotico. Los hechos observados

son:

1.- Regulacion negativa de bel-2 y aumento en la expresion de bax

2.- Aumento en la actividad caspasa-3.

3.- Activacion Fas/Fas-L

4.- Generacion de ROS

5.- Acumulacion de ceramidas

6.- Aumento de los niveles de Ca”".

7.- Inhibicion de la sintesis de colesterol.

8.- Inducen la degradacion o el bloqueo de quinasas de supervivencia Akt

9.- Otros efectos de la accion de oxLLDL sobre el proceso apoptdtico
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C.4.1.- Efecto de las oxLDL sobre la expresion de genes de la familia bcl-2

Como se ha dicho, la principal funcién de la familia Bcl-2 es la de regular la
apoptosis a nivel mitocondrial. Una de sus principales actuaciones es la de evitar o
inducir que se produzca la salida del citocromo ¢ de la mitocondria, el cual activaria de

forma irreversible la ruta de las caspasas y por tanto la muerte celular.

Durante la apoptosis el citocromo ¢ se libera de la mitocondria y este hecho es
inhibido por la presencia de Bcl-2. El citocromo ¢ una vez en el citoplasma forma parte
del apoptosoma: citocromo c, Apaf-1 caspasa-9. La liberacion de citocromo c¢
provocada por Bax no es contrarrestada con inhibidores de caspasas, lo que quiere decir

que su accidn no esta mediada por estas proteinas.

Los oxiesteroles en especial el 25-hidroxicolesterol pueden disminuir la
expresion de bel-2 y bel-Xp (219-221), activar a Bad y aumentar la expresion de genes
que codifican para proteinas proapoptoéticas de dominio tinico BH3 como Bim, lo cual
lleva también a la activacion de Bax/Bak. Estas acciones parecen estar mediadas por la

inhibicién de quinasas de supervivencia Akt (216).

Respecto a los estudios de expresion de bel-2 en SMC, se ha comprobado que no
estd sobreexpresado y que cuando se produce una inducciéon apoptotica con 25-
hidroxycolesterol se produce una rapida disminucion en la cantidad de Bcel-2 (221).
Pero la relacion causa-efecto entre oxiesteroles y bel-2 no se conoce. Ademas existe una
relacion entre las oxLDL y la elevacion de los niveles de Bax en las SMC dependiente

del estado de la lesion aterosclerotica (218).

C.4.2.- Aumento en la actividad caspasa-3 por oxLDL

La caspasa-3 (CPP 32) es un miembro de la denominada familia cistein
proteasas de la proteina conversora de la interleukina 1f (ICE), cominmente llamada
caspasas. Estan involucradas en la ejecucion de la apoptosis ante determinados
estimulos. CPP 32 es una de las caspasas mds importantes al ser un ejecutor muy
eficiente. Tiene como sustratos proteinas tan importantes como PARP (Poly-ADP-

Ribose-Polymerase) que es una enzima de reparacion del DNA que se une
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especialmente al de cadena simple; proteina Rb (proteina del retinoblastoma) implicado
en el control del ciclo celular; SREBPs (proteinas de union a elementos de respuesta a
esteroles) implicados en el control del metabolismo de esteroles; y U1-70Kd necesaria

para la maduracion de los mRNA.

Se ha observado que al inhibir la caspasa-3 se contrarrestan los efectos
apoptdticos inducidos por los oxiesteroles, por tanto la apoptosis inducida por
oxiesteroles debe producir la activacion de caspasa-3 (CPP32). Si se inhiben CPP 32 y
ICE (caspasas de iniciacion: 1,5 y 4) se produce la inhibicion de la apoptosis si el
tratamiento ha sido con 7-cetocolesterol, ademas esta inhibicion es aditiva, es decir es
mayor que inhibiendo solo CPP-32, pero esto no ocurre con 25-hidroxycolesterol (221).
Esto sugiere que, en la apoptosis producida por 7-cetocolesterol, ICE actuaria
secuencialmente a CPP-32, pero en el caso del 25-hidroxicolesterol seria independiente,

o bien podrian ser otras caspasas las implicadas.

C.4.3.- Activacion Fas/Fas-L por oxLDL

Oxiesteroles como el 25-hidroxicolesterol incrementan la activacion de Fas/Fas-
L en las SMC (222) . En estas células la activacion de Fas es detectable mientras que
apenas lo es la activacion de Fas-L (176), por tanto un incremento en Fas-L, como el
provocado por los oxiesteroles es crucial para el desencadenamiento de la apoptosis en
las SMC. Este hecho queda confirmado ya que al antagonizar a Fas-L se inhibe la

induccidn apoptotica generada por oxLDL.

C.4.4.- Generacion de sustancias reactivas del oxigeno por oxLDL

La exposicion de SMC a oxLDL, lleva asociado una rapida generacion de
sustancias reactivas del oxigeno (ROS). Ademas, el aumento de ROS que producen las
oxLDL no se observa con las LDL nativas. Tanto el anion superoxido como el
peroxido de hidrogeno inducen apoptosis en SMC, accion que puede ser inhibida por
antioxidantes (223). Una de las acciones que producen las ROS es la disminucion de
los niveles de Bcl-Xi, con lo cual ésta podria ser otra ruta de actuacion apoptotica

(224,225).
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Asi se establece una relacion entre la cantidad de ROS, el estado redox que
adquiere la célula y la cantidad de oxLDL. Ademads, la inhibicion de las lipooxigenasas
también disminuye la producciéon de ROS en SMC; por tanto, la accion apoptotica de

las oxLLDL también involucra esta ruta (226).

Respecto a cudl es la fuente de ROS en SMC, se ha visto que las células tratadas
con Rotenona (inhibicion de la cadena respiratoria) inhiben la generacion de ROS, a
pesar de estar en presencia de oxLDL. Esto indica que la mitocondria estaria

involucrada en la generacion de ROS por oxLLDL (226).

De cualquier manera, la generacion de ROS a partir de la mitocondria puede ser
mas bien un acontecimiento tardio, una vez que la célula ha comenzado el proceso
apoptdtico, puesto que como hemos dicho antes, la liberacion por parte de la
mitocondria de ROS es debida a una pérdida total de la membrana externa, y hemos de

recordar que para el proceso apoptdtico se necesita ATP.

C.4.5.- Acumulacion de ceramidas por oxLDL

Se ha comprobado que tanto las oxLDL como los oxiesteroles producen una
acumulaciéon de ceramida a través de la activacion de las denominadas
esfingomielinasas acidas (endosomales). El mecanismo de accioén no se conoce, pero al
quedar éstas inhibidas, se inhibe la apoptosis generada por oxLDL. Las ceramidas
gjercen su accion proapoptdtica principalmente activando o inhibiendo distintas
moléculas como: PKCs, PLD, PLA2, PC-PLC, 6xido nitrico sintasa, y las cascadas de
sefales de ERK, SAPK/INK (66). Ademas, pueden activar o inhibir factores de
transcripcion, modular la homeostasis del Ca’", e interaccionar con proteinas
reguladoras del ciclo celular como la proteina Rb. Pero su principal accion apoptotica

es la activacion de MAP-quinasas que van a regular moléculas apoptdticas.
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C.4.6.- Aumento de los niveles de Ca** por oxLDL

Ademas del papel del Ca” como mediador de los estimulos mitoticos, la
elevacion de los niveles citosolicos de Ca' se asocian también a la muerte por apoptosis
(227). La primera evidencia de esto se mostro con el estudio de las endonucleasas que
producen la rotura internucleosomica del DNA. Al incubar nucleos aislados de una
gran variedad de células con Ca®" y Mg”" se produce el corte del DNA y esto da lugar al
patron en escalera tipico de la apoptosis. Asociado a esto también se ha visto que otras
proteinas que activan estas endonucleasas, como la calpaina, se activan al aumentar los

niveles de Ca>" (227).

Otra evidencia de que el Ca®" juega un papel crucial es el hecho de que bcl-2
ejerce su accion antiapoptotica en parte alterando la compartimentacién celular del Ca",
especialmente en el nucleo celular. En contraposicion, el Ca®*, también puede inhibir la
apoptosis. Este efecto contrario parece que responde a concentraciones y tiempos de
exposicién a Ca®". De esta forma, una elevacion rapida durante un periodo corto del
nivel de Ca®" llevaria a una inhibicion de la apoptosis y un aumento de la proliferacion,
mientras que un aumento continuo y duradero condenaria a la célula a una muerte por

apoptosis (4).

Respecto a las SMC, se ha demostrado que tanto las oxLLDL, como el 25-
hidroxycolesterol, alteran los niveles de Ca®" citos6licos y que esto induce la apoptosis.
Asi la inhibicion de los canales de Ca*" produce la inhibicion de la apoptosis inducida
por el 25-hidroxicolesterol en las SMC (228), este efecto también se consigue si se
elimina el Ca’" del medio. Estos descubrimientos apoyan, de una manera muy
importante, la hipétesis de que el Ca’" es un mediador intracelular muy importante en

la apoptosis mediada por oxiesteroles.
C.4.7.- Inhibicion de la sintesis de colesterol por oxLDL
Se ha descrito que el efecto apoptotico de la oxLDL, y en particular del 25-

hidroxycolesterol, se debe en parte a su capacidad para inhibir la ruta del colesterol

(229). A este respecto se sabe que:
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- La inhibicion de la ruta biosintética del colesterol, mediante inhibidores de la
HMG-CoA reductasa y de la sintesis de isoprenoides (lovastatin), induce
apoptosis aun en presencia de aporte de colesterol por parte de las LDL. Asi
parece que para que no se produzca la apoptosis, lo necesario, mas que el
colesterol, serian los derivados no esteroideos del mevalonato, ya que éste es
el producto de la HMG-CoA reductasa. Esto incluye proteinas preniladas
como Ras, laminina nuclear, dolicol y ubiquinona entre otros (230).

- La apoptosis inducida por oxiesteroles, especialmente por 25-
hidroxycolesterol en células en cultivo, se inhibe en presencia de colesterol
(CPP32) (221).

- Ademas, el colesterol inhibe la apoptosis al inhibir la degradacion de

esfingomielinasas, las cuales producirian ceramidas.

Antes de analizar estos hechos es necesario saber para qué necesita una célula
colesterol en el proceso apoptotico. Es un hecho que la caspasa-3 activa
proteoliticamente a los SREBP, de manera que éstos se vuelven insensibles a la
represion por esteroides, permaneciendo siempre activados (231). Estos SREBP activan
la transcripcion de genes, tanto de la ruta biosintética del colesterol, como de los genes
para el receptor LDL. Por tanto, estan proporcionando un aporte de colesterol a la
célula durante la apoptosis. Durante el proceso apoptotico, en contraposicion a lo que
ocurre en la necrosis, las membranas permanecen intactas. Es posible que el papel del
colesterol est¢ manteniendo la integridad de las membranas, y por esto se activarian los

SREBP.

Por tanto, existe una contradiccion entre el papel apoptdtico que juegan los
oxiesteroles inhibiendo la ruta biosintética del colesterol y el hecho de que el colesterol
sea necesario para la integridad de la membrana celular y que se activen los SREBP en
el proceso apoptdtico, junto con el hecho también de que en la apoptosis por
oxiesteroles se inhibe en presencia de colesterol (221,231). Esta relacion no se conoce,
pero existen determinadas hipotesis una de ellas explica que la activacion de SREBP

puede ser un control feedback para prevenir en el tltimo momento la apoptosis.
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C.4.8.- Induccion por oxLDL de la degradacion o el bloqueo de supervivencia Akt

Las Akt son proteinas quinasas de supervivencia (proteina quinasa B), las cuales
quedan inhibidas tras la induccion apoptética del 25-hidroxicolesterol. Esta inhibicion
es un evento temprano en la apoptosis, ya que se produce antes de cualquier activacion

de caspasas (216).

La activaciéon de muchos de los genes de la familia bcl-2 por los oxiesteroles
viene desencadenada por esta inhibicién de Akt. Akt actiua fosforilando e inhibiendo a
Bad, también es capaz de inducir la expresion de Bcel-X; a través de la ruta NF-«xf y son

capaces de inhibir proteinas de dominio inico BH3 como Bim (219,220).

C.4.9.- Otros efectos de las oxLDL sobre el proceso apoptotico

Se ha descrito que las oxLDL, y los oxiesteroles tienen efectos sobre los

siguientes factores y mediadores apoptdticos.

- Activacion de MAPK (MAP quinasas), mediada por la transduccion de senal
desde los receptores basurero (232).

- Activacion de rutas PKC ( protein quinasa C) (233).

- Las oxLDL producen la induccion de p53 (222). En concreto el 25-
hidroxicolesterol aumenta los niveles de P53, pero esta accion no se
encuentra con otros oxiesteroles como el 7-Bhidroxicolesterol.

Estudios con 7-cetocolesterol tampoco muestran elevacion en los niveles de
P53, pero si para P21 como mediador apoptdtico (234).

- Sobreexpresion de c-myc (235) el cual se expresa en células que proliferan
activamente y es capaz de inducir apoptosis en ausencia de factores de
crecimiento, a través de P53. Esta apoptosis inducida por c-Myc puede ser

suprimida por Bcl-2 a través de una via independiente de P53.
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C.5.- Apoptosis en SMC regulada por 6xido nitrico

El endotelio vascular produce un gran numero de agentes, los cuales pueden
regular la apoptosis de las SMC. EI mas interesante es el NO, el cual parece actuar via
peroxinitritos los cuales se forman gracias a que el NO es altamente reactivo, puede

reaccionar con el oxigeno y producir ONOO™ (236).

. El 6xido nitrico es hidrofébico y con una alta capacidad de difusiéon como
radical libre, es generado por la oxidacion de L-arginina mediante la oxido nitrico
sintasa (NOS) dependiente de NADPH. En el endotelio se expresa de forma
constitutiva (cNOS) y de forma inducible (iNOS), mientras que en las SMC se

encuentra solo la NOS inducible.
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Figura C.2.- Accion proapoptotica/antiapoptotica del 6xido nitrico en una arteria normal y en

una arteria con aterosclerosis.

El NO se ha comprobado que puede tanto inhibir la apoptosis en determinados
tipos celulares, mientras que en otros puede inducir la apoptosis, entre los que se

encuentran las SMC (237). EIl mecanismo concreto de esta doble accion no se conoce
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con claridad, pero las diferencias en el estado redox de la célula parece ser el factor
determinante (238,164). Incluso se ha descrito que esta dualidad parece responder a
diferentes concentraciones de NO, las cuales pueden aumentar o disminuir la afinidad
con la que P53 se une al DNA, con lo cual alteraria todo el patron de genes que activa o

reprime transcripcionalmente p53 (239).

Varios estudios han demostrado mediante tratamientos con donadores de NO
(240), o con la sobreexpresion de NOS que el NO induce la apoptosis en las SMC. De
cualquier manera las rutas de accion del NO en el proceso apoptdtico de la
aterosclerosis no estan definidas en absoluto. Ademas los métodos que se emplean para
la generacion de NO, como es el caso del nitroprusiato sddico (SNP), tienen efectos per

se en la apoptosis.

En la pared arterial normal las células endoteliales sintetizarian pequefias
cantidades de NO mediante la NOSc, que protegerian tanto a ellas como a las SMC de
la apoptosis. Esta proteccion estaria mediada por mecanismos tanto dependientes como
independientes de cGMP. Aunque en muchos tipos celulares la accidén antiapoptotica
del NO esta asociada a la producciéon de cGMP, el cual suprime la liberacion de
citocromo ¢, la produccion de ceramidas y la activacion de caspasas entre otros. Sin
embargo en la aterosclerosis la situacion es radicalmente distinta, ya que esta activada la
iNOS y las células se encuentran en una situacion de estrés oxidativo, en el que se
incluye una situacion de hipercolesterolemia. En esta situacion el NO se combina con
el anion superoxido para dar peroxinitritos (ONOO 7), y tanto estos como el NO inducen

apoptosis (236).

Como ya hemos dicho, tanto IL-1-B, IL-4 INF-y y TNF-a pueden inducir
apoptosis al inducir la produccion de NO en las SMC, las cuales poseen la forma
inducible de la 6xido nitrico sintasa (iNOS). Esta se ha detectado especialmente activa

en las proximidades de los nucleos necrdticos de la placa aterosclerotica (241,242).

Otros estudios muestran que la accion del NO es radicalmente distinto
dependiendo del fenotipo que expresen las SMC, de forma que las SMC contractiles, a
las que denominan SMC de fenotipo arremolinado es relativamente resistente a la

apoptosis inducida por NO, lo cual es consecuente con su papel estructural dentro del
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vaso, mientras que las de fenotipo sintético o SMC de fenotipo epiteloide muestran una

respuesta apoptética al NO muy superior (243).

C.5.1.- Acciones pro-apoptoticas del NO en SMC

Las moléculas que actuan después del NO no se conocen bien, pero dentro de

ellas estan:

1.- P53

El NO induce la acumulacion de P53. Esta acumulacién de P53 produce parada
del ciclo celular mediada por P21, o bien induce apoptosis. Son varios los caminos por
los que P53 se acumula en células tratadas con NO, en primer lugar el NO o sus
derivados pueden producir dafios en el DNA, lo cual provoca la activacion de p53. Pero
diversos estudios muestran que esta no debe de ser la principal causa ya que el NO no es

muy efectivo en la produccion de dafios en el DNA (244).

Existen evidencias de que p53 se activa transcripcionalmente, ya que se necesita
la accion de P53 para inducir la expresion de determinados genes por NO, como son
p21 o bax (245, 246), ademads se ha visto que la sobreexpresion de AKT, la cual inhibe a
P53, impide la apoptosis mediada por P53 (247).

La proteina P53 acumulada esta fosforilada en la serina 15, lo cual es necesario
para su actividad y se encuentra localizada en el ntcleo (248), pero se encuentra unida a
su regulador negativo Mdm2. El NO produce una disminucion en los niveles de Mdm?2,
lo cual lleva a una acumulacion inicial de P53, después Mdm?2 se restablece aunque P53
sigue estabilizada y activa (249), en este momento el NO puede actuar impidiendo el

paso nucleo-citoplasma de P53.

Sin embargo en estudios de induccion apoptdtica en SMC tratados con NO no se
ha observado acumulacién de P53 (250). Lo cual indica que el NO activa una ruta
apoptotica independiente de P53. Por el contrario otros estudios en los que se hace una
transfeccion de iNOS en SMC si se ve acumulacion de P53 antes del desarrollo

morfologico de apoptosis (240).
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2.- Activacion de INK/SAPK y p38 quinasas.

El NO activa tanto JNK (c-Jun N-terminal quinasas) como a SAPK quinasas las
cuales pertenecen al grupo quinasas activadas por mitdégenos (MAPK), con lo cual
median la accion apoptdtica del NO. En concreto estas quinasas junto a P38 quinasa
median la activacion de caspasa-3 producida por el NO, y la inhibicion de estas impide
también la activacion de caspasa-3 (251). Estas quinasas pueden contribuir a la accion

apoptdtica del NO estabilizando P53 (252-257).

3.- Fas

NO induce la expresion de Fas (258, 259). En las SMC (260) el bloqueo en la
unioén Fas-Fas-L inhibe completamente la accion apoptotica de donadores de NO. La

manera en que aumenta la expresion de Fas puede deberse a un mecanismo dependiente

de GMPc.

4.- Inhibicion de PKC (protein quinasa C), y activacion de PKG.

Una de las rutas que median la accion apoptdtica del NO implica la inhibicion de
la actividad PKC, mediante un mecanismo de S-nitrosilacion (261). Sin embargo el
papel de la PKC en la apoptosis estd en controversia, ya que existen estudios en los que
es necesaria su inhibicion (262, 66), o su activacion (263,264). Un ejemplo de este
ultimo es el hecho de que en SMC tratadas con donadores de NO, se ha visto que es

fundamental la activacién de PKC en la accion apoptotica del NO (250).

5.- NF-kB

El NO actua disminuyendo la capacidad de union del NF-kB al DNA en las
SMC (250, 251). En SMC con donadores de NO a concentraciones apoptoticas se ha
visto como disminuye esta capacidad de union (250, 265, 266). La inhibicion de NF-kB
hace que se pierda la transcripcion de genes de supervivencia y se desencadene la

apoptosis.
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6.- Generacion de ceramidas

Los donadores de NO incrementan los niveles de ceramidas, mediante el
aumento de actividad de la esfingomielinasa neutra (N-SMasa) (267, 268). Las
ceramidas activan diversas rutas apoptoticas, entre las que se incluyen la liberacion del
citocromo c, activacion de caspasa-3, activacion de JNK/SAPK, inhibicion de protein

quinasa B/Akt, y la supresion de bcl-2.

7.- Activacion de la ruta apoptotica mitocondrial

NO es capaz de unirse a la citocromo ¢ oxidasa de la cadena de transporte
mitocondrial. Esto produce la inhibicion de la cadena de transporte electronico, con lo
cual se produce una caida del potencial de membrana, la apertura de los PTPE y la
liberacion del citocromo c (269, 270). Ademads en estas circunstancias el superdxido
producido puede combinarse con el NO y formar peroxinitrilos (271), los cuales
también inducen la disfuncion mitocondrial y la liberacion del citocromo c. Por tanto

esta accion depende del estado redox de la célula.

Respecto a la accion sobre la familia Bel-2, NO modula el balance de expresion
bcl-2/bax en las SMC (237), lo que hace es disminuir la expresion de bcl-2 y aumentar
la expresion de bax, lo cual indica una situacion proapoptotica. El p53 produce ambos
efectos, con lo cual esta accion del NO puede estar mediada por p53. Ademas puede
inhibir la expresion de bel-Xp (265)

Existen estudios en los cuales la accion del NO es tinicamente disminuir Bel-2 'y
no tiene ninguna accion sobre Bax, aunque evidentemente tiene el mismo efecto sobre
el proporcién bel-2/bax. Ademas esta accion proapoptdtica esta limitada a SMC con un
determinado fenotipo, el que ellos denominan SMC de fenotipo epiteloide, el cual seria
compatible con las SMC sintéticas, mientras que las SMC de fenotipo contractil

normales serian resistentes a la accion del NO (243).
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C.5.2.- Acciones anti-apoptoticas del NO en SMC

En contraste a esta accidn proapoptotica estd descrito que el NO a
concentraciones fisioldgicas producidas por la NOSc del endotelio, protege de la

apoptosis mediante distintos mecanismos, los cuales son:

a).- Inhibicion de la actividad caspasa por S-Nitrosilacion

Esta inhibicion la realiza el NO mediante un mecanismo de nitrosilacion de los
restos Cys de las caspasas (272, 69), los cuales son necesarios tanto para su activacion
proteolitica como para su accidon también proteolitica (273). Esta actividad de
nitrosilacién se contrarresta por la accion de los antioxidantes como el glutation. Lo
cual sugiere de nuevo que la accion del NO esta sujeta al estado redox de la célula.
Ademas este mecanismo implica que NO puede inhibir cualquier estimulo apoptotico ya

que las caspasas son los mediadores finales de apoptosis.

Esta nitrosilacion es reversible y es muy interesante el hecho de que caspasa-3
pierde la nitrosilaciéon una vez que se ha activado la ruta de Fas. Por tanto, los
mecanismos de nitrosilacion/desnitrosilacion sirven como mecanismos de regulacion,

analogo a la fosforilacion/desfosforilacion (98).

También puede actuar a nivel de los poros transitorios de permeabilidad de la
membrana mitocondrial (274), ya que puede disminuir su formacion impidiendo por

tanto la liberacion del citocromo ¢ y la consecuente activacion de caspasa-3.

b).- Regulacion de genes antiapoptoticos

Algunos autores han demostrado que el 6xido nitrico incrementa la expresion de
bcl-2 y bel-X, lo cual les confiere una proteccion a la apoptosis frente a otros estimulos
proapoptéticos como el TNF-a (275,276). Ademas inducen la expresion de HSP 70 y
HSP 32, los cuales van a impedir la formacion del apoptosoma, ya que impiden la

oligomerizacion de Apaf-1, al interaccionar con los dominios CARD de Apaf-1.
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D. CONTROL NUTRICIONAL Y REGULACION GENICA POR NUTRIENTES
EN LA ATEROSCLEROSIS Y LA APOPTOSIS

A continuacion se va a analizar el efecto de dos tipos de dietas en el control de
genes que afectan al proceso aterosclerotico y a la apoptosis relacionada con la

aterosclerosis.

D.1.- Papel del colesterol en la aterosclerosis v 1a apoptosis

La relacion entre altas concentraciones de colesterol en el suero y la
aterosclerosis es algo que esta establecido desde hace mas de 50 anos (209). Por tanto
la hipercolesterolemia, que se caracteriza por altos niveles en plasma de
colesterol/lipoproteinas (LDL principalmente), ha sido amplia e intensamente

relacionada con la aterosclerosis (277).

El colesterol no es so6lo un componente esencial de la membrana plasmatica,
también es precursor de dacidos biliares, hormonas esteroideas y vitaminas. La
proporcion colesterol/fosfolipidos determina la fluidez de la membrana plasmatica,
ademads la composicion lipidica de la membrana es caracteristica de cada tipo celular y
de cada organulo celular. El contenido en colesterol de las membranas es necesario
para que se desarrollen las caracteristicas de esta y para las funciones celulares, ya que
alteraciones en el contenido de colesterol provocan cambios en actividades enzimaticas
asociadas a membranas y de canales cationicos (278, 279). Todas estas observaciones
hacen suponer que el colesterol provoca alteraciones en las membranas celulares mucho
antes de que se desarrolle la aterosclerosis, de hecho un incremento de los niveles de
colesterol en la dieta provoca disfuncion endotelial, observable en los estados iniciales

antes del desarrollo visible de la aterosclerosis (280).

La principal relacion entre el colesterol y el desarrollo de la aterosclerosis no es
directa y estd mediada por los productos de oxidacion de este, los cuales se encuentran
fundamentalmente en las oxLLDL de sujetos hipercolesterolémicos (281) y cuyo papel se

ha explicado extensamente en el capitulo anterior.
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En contraste con estas afirmaciones no hay que olvidar que el acumulo de
colesterol y de esteres de colesterol en la pared arterial, lleva a la formacion de células
espumosas atribuidas fundamentalmente a macréfagos que se han llenado de colesterol,
la formacion de estas células son una marca inconfundible de aterosclerosis. Las SMC
también pueden convertirse en células espumosas y esto ha sido demostrado in vivo
(282-285). La adquisicion de la capacidad de las SMC para acumular colesterol
responde a cambios fenotipicos ya que hace que pierdan rapidamente los marcadores de

fenotipo SMC (286).

Como ya hemos hablado, la alteracion en el estado de diferenciacion, que lleva a
perder el fenotipo contractil de las SMC, es el principal cambio para el desarrollo de la
aterosclerosis (123). Estudios in vitro en los que se cargan a las células con colesterol
muestran una perdida de marcadores de fenotipo contractil tan importantes como o-
actina, MHC (cadena pesada de miosina) y sin embargo adquieren caracteristicas de
macrofagos. Por tanto el colesterol puede provocar una modulacion fenotipica de las

SMC asociado con la aterosclerosis (123).

Pero los mecanismos moleculares que provocan estos cambios por el colesterol
no estan definidos, aunque si se conoce que se producen a nivel transcripcional en
respuesta a este acumulo de colesterol libre. En macréfagos esta descrito que el efecto
del colesterol implica a las rutas de estrés del reticulo endoplasmico (287), es posible
que esta relacion sea también para las SMC. Dos factores de transcripcion que regulan
el contenido en colesterol son las proteinas de union a elementos de respuesta a
esteroles (SREBP) y el receptor X de higado (LXR). En los estudios en los que las
SMC se cargan de colesterol in vitro, los SREBP, no parece que sean los reguladores de
los cambios en las SMC, ya que la ruta SREBP esta inhibida, sin embargo LXR, dado
que su ligando natural son los oxiesteroles, si se encontraria implicado (286). Otro
candidato son los PPARY (receptor peroxisomales de activacion de proliferacion), se ha

visto que se activan con el acimulo de colesterol (288).

Una de las consecuencias del acimulo de lipidos en las SMC es el hecho de que
las células susceptibles de apoptosis (que sobreexpresan bax) sean aquéllas que estan
cargadas de lipidos (células espumosas), lo cual indica la relacién entre la acumulacion

de lipidos en el citoplasma de las SMC y cambios en la relacion de Bax/Bcl-2. Asi esta
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demostrado que los lipidos peroxidados y en especial los oxiesteroles inducen apoptosis
en SMC por una ruta dependiente de caspasa-3 y de la disminucion de Bcel-2. Ademads
se ha comprobado que hay una regulacioén positiva de bax también en animales con
placas aterosclerdticas experimentales, revirtiéndose el proceso si se les elimina la dieta

de lipidos.

La razén por la cual aumenta la expresion de bax, parece que es porque produce
una regulacion positiva dependiente de p53. Se sabe que p53 se sobreexpresa en la
placa, aunque las causas no son claras. Si se conoce que las especies reactivas del
oxigeno, las cuales crean un estrés oxidativo, pueden dafiar el DNA. Esto activaria
determinadas quinasas, denominadas quinasa dependientes de DNA (DNA-PK), las

cuales fosforilarian a P53 provocando su activacion.

Existen varios estudios en los que se muestra que el colesterol libre acumulado
en los macrofagos, lo que conocemos estrictamente como células espumosas, lleva a la
activacion de rutas apoptoticas dependientes de caspasas, y lo hace mediante dos
mecanismos posibles: 1.- Incrementando la cantidad de Fas-L en membrana externa, lo
cual llevaria a una activacion de la ruta de fas; y 2.- activando la ruta apoptotica
mitocondrial (289). Esto tltimo se ha comprobado al observar que se produce una
disfuncion mitocondrial en estas células cargadas de lipidos, lo cual puede deberse a la
elevacion de los niveles de Bax ya sefialados, o incluso el propio enriquecimiento en
colesterol de la membrana mitocondrial, puede llevar a una alteracion estructural y la
caida del potencial de membrana, ya que entre otras cosas se conoce que los altos
niveles de colesterol afecta a la accion de la ATPasa mitocondrial. En este mismo
sistema ademas se ha observado que existe apoptosis independiente de caspasas, lo cual

revela otros efectos apoptoticos del colesterol (290).

Otra importante observacion es el hecho de que inhibidores de la HMG-CoA-
reductasa por estatinas inducen apoptosis (291,292 ,230). La HMG-CoA reductasa es
una enzima clave en el control de varias rutas metabodlicas que culminan, por una parte,
en la sintesis de colesterol y sus derivados (4cidos biliares y hormonas esteroideas), y
por otra, en derivados isoprenilados y farnesilados que formaran parte de importantes
proteinas reguladoras (entre ellas la proteina G y la tirosin quinasa). Ademas, se

expresa (con diferente intensidad) en casi todos los tejidos del organismo.
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Esta inhibicion hace que disminuyan los metabolitos derivados del mevalonato y
produce descenso en los niveles de Bcl-2 y ningun efecto sobre Bax, ademads se produce
una activacion de caspasa-9, lo cual indica, que este descenso en la proporcion Bcl-
2/Bax induce la ruta mitocondrial del proceso apoptodtico (230, 293). Sin embargo tres
componentes de la ruta del mevalonato restauran los niveles de Bcl-2 e inhiben la
apoptosis causada por la inhibicion de la HMG-CoA-reductasa, estos son, mevalonato,
farnesil pirofosfato (F-PP) y geranil geranil pirofosfato (GG-PP). Por tanto el efecto
apoptdtico que parece tener la inhibicion de la HMG-CoA reductasa sobre las SMC esta
mediado por la inhibicion en la prenilacion de proteinas (293), ya que F-PP y GG-PP se
usan para la prenilacion de proteinas, ejemplos concretos de esta accion seria la proteina
P21 Rho A, la cual se prenila por GG-PP, ésta puede mediar en la supervivencia celular
ya que induce la expresion de bel-2 (294). La expresion constitutiva de rho A activa

revierte los efectos de la inhibicion de la HMG-CoA reductasa.

Otro dato a destacar trata de la relacion entre la sintesis y acumulo de colesterol
y el control del ciclo celular. Una de las proteinas implicadas en el trasporte del
colesterol tanto dentro como hacia fuera de la célula es la caveolina, la expresion del
gen que codifica esta proteina estd regulada por la cantidad de colesterol y a su vez
controlada por SREBP-1. La expresion de caveolina estd ausente en muchos tumores, y
en cé¢lulas normales disminuye en la fase S. La inhibicion de la expresion de caveolina
hace que las células acumulen colesterol (295). La caveolina esta regulada ademas por
P53 por la formacion de un complejo P53-E2F-Sp1. Por tanto una respuesta efectiva de
la caveolina tanto a nivel de ciclo celular como del contenido celular de colesterol
necesita de niveles adecuados de E2F y P53. Como hemos expuesto ampliamente E2F
y P53 estan implicados tanto en la proliferacion como en la apoptosis y gracias a la

caveolina también estan implicados con el contenido en colesterol (296).

D.2.-Papel de los acidos grasos polinsaturados en la aterosclerosis v apoptosis

Se ha comprobado en animales de experimentacion que el aceite de pescado
(FO) tiene eficiencia como agente antiaterogénico (297-301). Esta proteccion a nivel

general se basa en su capacidad para bajar el nivel de triglicéridos y aumentar los
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niveles de HDL (302). Muchos experimentos se han basado principalmente en el efecto
de los acidos grasos polinsaturados (PUFA), los cuales son los principales componentes
del aceite de pescado y en concreto el DHA (dcido decosahesanoico) y el EPA (acido

eicosapentanoico).

El efecto de la suplementacién con aceite de pescado se ha comprobado que es
evidentemente mas eficaz en los estados iniciales de la aterosclerosis, con lo cual su
efecto debe ir dirigido a las células que se activan de forma temprana en el proceso
aterosclerotico: las SMC y células de la capa adventicia. Asi el aceite de pescado
parece capaz de actuar en los cambios que las SMC sufren en la media, ligados a una

alteracion de su fenotipo y a los procesos de proliferacion, migracion y apoptosis (303).

Una de las principales acciones del aceite de pescado parece consistir en la
interferencia de este con los niveles de LDL-colesterol (304), ya que la acumulacion de

lipidos precede a la proliferacion de las SMC en la intima y que alteran el fenotipo de

las SMC.

Esta accién parece estar restringida a la cantidad de colesterol y oxLDL
presentes en el suero, asi el aceite de pescado reduce significativamente la lesion
aterosclerotica so6lo si las concentraciones de colesterol no son muy altas (303, 304,

299).

El cambio fenotipico que produce el aceite de pescado en las SMC va en el
sentido de aumentar la diferenciacion a fenotipo similar al contréctil de las SMC que
estan manifestando un fenotipo sintético, este efecto es mas evidente en la media. Esta
modificacion afecta a los indices de proliferacion en la adventicia y en la media que
disminuyen, pero no parece afectar a la distribucion en la apoptosis. Es decir el numero

de SMC disminuye no por muerte sino porque dejan de proliferar (303).

Para intentar comprender estos efectos hay que analizar el efecto de los PUFA
sobre los diferentes procesos celulares. Los PUFA, tienen muchos efectos a nivel
metabodlico y de expresion de genes, lo cual lo realizan al menos a través de cuatro
familias de factores de transcripcion (305): los receptores activadores de proliferacion

peroxisomales (PPAR), receptor X hepatico (LXR), el factor nuclear-4 hepatico, y las
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proteinas de union a elementos regulados por esteroides (SREBP). Entre las acciones

que desencadenan podemos destacar:

« Regulacion del metabolismo lipidico: los PUFA n-3 tienen un papel

fundamental en la regulacion del metabolismo lipidico a distintos niveles
como oxidacion de acidos grasos, sintesis de triglicéridos, desaturasas de
acidos grasos, gluconeogénesis, citocromo p450, transporte de acidos

grasos, metabolismo y transporte del colesterol, cetogénesis.

Tanto los n-6 y los n-3 disminuyen la expresion de genes de enzimas
lipogénicas (306). De hecho el aceite de pescado es uno de los mas
potentes inhibidores de la lipogénesis en higado y un gran activador de la
oxidaciéon mitocondrial de acidos grasos lo cual explica su accion
antiaterogénica al bajar el nivel de triglicéridos y aumentar los niveles de

HDL (302).

o Efecto sobre la capacidad antioxidante: la accion de los PUFA sobre el

estrés oxidativo y la actividad de enzimas antioxidantes, esta mediado, al
menos en parte, por cambios en la expresion génica. Existen grandes
evidencias de que el aceite de pescado tiene una gran influencia sobre la
expresion de genes antioxidantes y la produccion de ROS. De hecho
genes con actividad antioxidante aumentan su expresion unas cuatro
veces con el aceite de pescado, mientras que la produccién de ROS
disminuye (307). Uno de los mecanismos de esta accidon es evitar la
activacion del NF-kP, que es un gen de respuesta a estrés como hemos

visto.

. Efecto en la proliferacion y la apoptosis: existen estudios en los que se

muestra como DHA y otros PUFA n-3 son capaces de disminuir la
expresion de genes reguladores del ciclo celular (306-308), y de

aumentar la transcripcion de caspasas, de p21 y p27 asi como otros

inhibidores de cdk (309).
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Ademas los PUFA son capaces de disminuir la expresion de la 6xido
nitrico sintasa, INF, cGMP, y NF-x. DHA en cerebro es capaz de
inhibir la apoptosis generada por staurosporina (310), aunque estos
efectos parecen especificos para DHA, y no se han hecho estudios sobre

el efecto global del aceite de pescado
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Objetivos

OBJETIVOS:

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio, han dado lugar al desarrollo de un
modelo celular de aterogénesis temprana. Dicho modelo estd basado en el estudio a
nivel molecular de los cambios experimentados en las células de musculo liso arteriales
(SMC) tras una dieta rica en colesterol. El modelo in vivo / in vitro implica la
alimentacion de un grupo de pollos con una dieta control, (de los que se obtienen
células SMC-C) y de otro grupo alimentados con una dieta enriquecida en colesterol,
(de los que se obtienen células SMC-Ch). Las células SMC-C y SMC-Ch se cultivan en
las mismas condiciones, de forma que los cambios debidos al mantenimiento de las
células en cultivo quedan obviados al comparar los resultados de los experimentos entre

los obtenidos en cultivos SMC-C y en SMC-Ch.

El objetivo global de la presente memoria de tesis doctoral fue investigar los cambios
que produce una dieta de colesterol en el modelo celular SMC-C/SMC-Ch sobre
diferentes pardmetros de proliferacion y apoptosis, y comprobar si estos cambios son
reversibles al sustituir la dieta de colesterol por una dieta enriquecida en aceite de

pescado (SMC-Ch-FO). Para ello nos propusimos los siguientes objetivos concretos:

- Estudios in vivo
Investigar los cambios que provoca una dieta de colesterol en las SMC sobre:
1.- Los indices de proliferacion y apoptosis.
2.- La expresion de proteinas apoptoticas: Bel-X;, Bax y Bel-2.
3.- La expresion génica de bcl-2, bel-Xp, c-myc, p53 y caspasa-3.
4.- Conocer si estos cambios revierten al suprimir la dieta de colesterol y

sustituirla por una dieta rica en aceite de pescado

- Estudios in vitro
Investigar los cambios que provocan sustancias presentes en una aterosclerosis
temprana, como son el 25-hidroxicolesterol y 6xido nitrico sobre:

5.- Los indices de apoptosis.

6.- La expresion de proteinas apoptodticas: Bel-X, Bax y Bel-2.

7.- La expresion génica de bel-2, bel-X, c-myc, pS3 y caspasa-3.
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Material y Métodos

E.- MATERIAL y METODOS
E.1.- Material
E.1.1.- Material biologico
Se trabajo con animales machos de la especie Gallus domesticus raza White

Leghorn. Los animales se alimentaron ab libitum, desde su nacimiento con un pienso

compuesto A.00 de Sanders, con la siguiente composicion:

Proteina bruta..........ccceevevieiiiieniiieeecceee e 20-25 %
GIrasa DIULA.....c..eevuieiicieiieieee e 5%

Ceniza DIUta.....coouiiiiiie e 6 %

Celulosa Bruta........eeecveeeciiecciee e 4%
AIMIAON....c..iiiiiiiiiii e 38 %

(71 Uo3 To O RRPRSRR 1%

NY 0 ¢ 116 T OO RRR 0,7 %

LISING...utiiiieiieie ettt 1,25 %
VItAMING A...ooiiiiiiiieeiieeee ettt et 100000 UI/ Kg
AV 17230411 4 - B TN 2000 U/ Kg
Vitamina E......ooooooiiiiiiiic e 20 mg / Kg

Se hicieron tres grupos de pollos, uno alimentado con dieta control, otro con
dieta control suplementada con un 5 % de colesterol y otro alimentado con dieta de
colesterol durante diez dias y después sustituida por dieta suplementada con 10% de
aceite de pescado durante diez dias.

El aceite de pescado utilizado fue aceite de arenque (menhaden oil) suministrado

por ICN Biomedical.

Las células de musculo liso, utilizadas en los experimentos, se extrajeron de las
aortas de dichos animales, a los diez dias del nacimiento. A los cultivos de SMC
procedentes de animales alimentados con pienso control, se les denominé SMC-C, a los

procedentes de animales alimentados con pienso suplementado con colesterol, se les
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denomindé SMC-Ch, y a los procedentes de animales alimentados primero con pienso
suplementado con colesterol y luego suplementado con aceite de pescado, se les

denominé SMC-Ch-FO. Los tres tipos de cultivo se mantuvieron de forma idéntica.

E.1.2.- Instrumentacion

Centrifugacion. Durante el desarrollo de los distintos métodos, se realizaron
centrifugaciones en una Microfuga E de Beckman, una centrifuga Meditronic de
Selecta.

Espectroscopia. Todas las determinaciones espectrofotométricas, tanto en el
espectro visible como en el ultravioleta, se realizaron en un espectrofotometro DU-70
de Beckman. Para la lectura de placas multipocillos de los experimentos de
citotoxicidad y incorporacion de BrdU, se uso un lector de placas ELx800 Universal

Microplate Reader de Bio-Tek instruments.

Electroforesis y transferencias. Para la realizacion de electroforesis de acidos
nucleicos, se utiliz6 una fuente de alimentacion P500B de Sigma y cubetas de
electroforesis suministradas por Bio-Rad y para la electroforesis de proteinas se utilizd
la cubeta del sistema de BioRad MiniProtean, para la transferencia de las proteinas se

utilizd el mismo sistema de BioRad con la cubeta Transblot.

Termostatizacion. Los experimentos de RT se realizaron en un termociclador
Progene de Techne. Para los experimentos de PCR a tiempo real se utilizo el
termociclador lightcycler de Roche. Durante el desarrollo de los diversos métodos, para
conseguir las distintas temperaturas (37-90 °C), se utilizé un bloque térmico de Selecta.
La estufa utilizada en el mantenimiento de los cultivos fue una CO,-Auto-Zero Heraeus,

acoplada a una bombona de CO,, suministrada por Air Liquid.

Agitacion. Para la mezcla de los productos se utilizé un agitador automatico de

Selecta.

Esterilizacion. La esterilizaciéon del material soélido y de las soluciones se
realizd6 en un autoclave de Selecta. Para aquellas soluciones no susceptibles de ser

esterilizadas mediante calor (medio de cultivo y solucion de tripsina), utilizamos filtros
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de acetato de celulosa (0,2 um de tamafio de poro), suministrados por Gelman y

acoplados sobre un soporte de filtros Nalgene de capacidades de 250 y 500 ml.

Aparatos de medida auxiliar. Las pesadas de precision se realizaron en una
balanza Metler A6245. Los valores de pH requeridos en las diferentes disoluciones
utilizadas, se ajustaron con un phmetro Crison Microph 2002. Para las medidas de

pequetios volumenes se utilizaron pipetas automaticas de Crison.

Microscopia. La observacion de las células en cultivo, se realizd mediante un

microscopio optico invertido de contraste de fases, tipo Olimpus CK2.

Analisis informatico. Para la densitometria de imagenes digitalizadas, se utilizé
el programa QuantisScan de Biosoft. Para el analisis matematico del contenido celular
de DNA mediante citometria de flujo, se utilizdé el programa LISYS II de Becton

Dickinson.

Otros. El material de plastico estéril utilizado en el mantenimiento de los
cultivos (pipetas, placas de petri, frascos de cultivo, etc.) se obtuvo de la casas

comerciales Nunc y Sterilin.

La conservacion de los diferentes reactivos y muestras bioldgicas se desarrolld
en un frigorifico congelador Miele, en un ultracongelador (de -89 °C) de Revco y en

contenedores de nitrogeno liquido tipo MVE SC 20 / 20.

Los geles tefiidos con bromuro de etidio se visualizaron mediante un
transiluminador con una longitud de onda de 312 nm. Dichos geles se fotografiaron
mediante un sistema Polaroid DS-34. Las fotografias se digitalizaron mediante un

scaner Hewlett Packard 51000 C.

Para los estudios de medida del contenido celular de DNA, se utiliz6 un

citometro de flujo tipo Becton Dickinson FACS Vantage.
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E.1.3.- Productos quimicos

Las enzimas utilizadas en la elaboracion de las soluciones enzimaticas para la
disgregacion de tisular fueron adquiridas de Sigma. Elastasa tipo II.A y colagenasa tipo
II.A. La tripsina utilizada en el mantenimiento de los cultivos, fue suministrada por
Sigma . El suero bovino fetal, usado en la preparacion de los medios de cultivo, fue
suministrado por Laboratorios FontLab. El medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s
Modification of Eagel’s Medium), con glutamina y sin bicarbonato sodico, asi como los

antibidticos que formaron parte del medio de cultivo, fueron suministrados por Sigma.

Los diferentes disolventes organicos, sales utilizadas en la elaboracion de las
distintas soluciones, 25-hidroxicolesterol, nitroprusiato sdédico, MTT, IP, RNAsa y los
reactivos utilizados para la extraccién de proteinas fueron suministrados por Sigma y

Merck.

La cuantificacion de proteinas se uso el kit de Bio-Rad DC “Protein assay”.

Los anticuerpos usados en la inmunodeteccion fueron suministrados por Cell
signalling, Santacruz y Transduction Laboratorios y el revelador quimioluminiscente
fue proporcionado por Amersham Pharmacia.

El reactivo para la extraccion del RNA fue TRIZOL suministrado por Gibco.

Para la retrotranscripcion se uso la enzima PowerScript y los Oligo(dT) de
Clontech. Y para la PCR a tiempo real se utilizo el Kit de Roche Fast Star DNA Master

SYBR Green I.

Los kit de anexina fue suministrado por oncogene y el de incorporacion de BrdU

por Roche.
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E.2.- Métodos

E.2.1.- Animales y dietas

Se utilizaron pollos machos de la especie Gallus domesticus raza White
Leghorn. Los animales se alimentaron ab [ibitum, desde su nacimiento y se
mantuvieron en una habitaciéon con un periodo de luz de 9:00-21:00 y a una

temperatura de 29-31°C.

Dependiendo del experimento se utilizaron hasta tres grupos de pollos, el
grupo C (control) alimentado con una dieta estandar (A-00), el grupo Ch (colesterol)
alimentado con dieta estandar suplementada con un 5% w/w de colesterol y el grupo
Ch-FO (colesterol-aceite de pescado) alimentado durante 10 dias con dieta estandar
suplementada con un 5% w/w de colesterol y los siguientes 10 dias con dieta

estandar suplementada con un 10% v/w de aceite de pescado.

E.2.2.- Obtencion de los cultivos de células de musculo liso

Las células de musculo liso (SMC) se obtuvieron a partir de explantes de aorta
de pollo. A los diez o veinte dias del nacimiento, dependiendo del experimento, los
animales se sacrificaron mediante decapitacion a primera hora de la mafana, e
inmediatamente se extrajeron las aortas y se colocaron en una placa de petri con PBS
(135 mM NacCl, 2,5 mM KCl, 10,2 mM Na,HPO,4 y 1,7 mM KH,PO, a pH 7,4), donde

se abrieron y limpiaron de restos de sangre y tejido graso.

A continuacion, las aortas se sometieron a un tratamiento con antibidticos
(ampicilina 100 p/ml y gentamicina 40 pg/ml en PBS), incubdndolas 30 minutos a
temperatura ambiente. Seguidamente, se lavaron tres veces con PBS, se sometieron a
una digestion con colagenasa (1 mg/ml en PBS) durante 20 minutos a 37 °C, se lavaron
nuevamente con PBS, se cortaron en fragmentos de ~ 1 mm? y se distribuyeron sobre en

las placas de petri. Se dejaron 15 minutos para que los explantes se adhirieran a la placa,
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se anadié 4 ml de medio de cultivo y se incubaron en una estufa humidificada, a 37 °C y

con un atmosfera enriquecida en CO; (5 %).

A las 24 horas de incubacion aparecen las primeras células de musculo liso
procedentes de los explantes, que proliferan rapidamente y alcanzan la confluencia en

las 96-120 horas posteriores. (311).

E.2.3.- Mantenimiento de los cultivos de células de musculo liso

Los cultivos se mantuvieron en placas de 60mm con 4 ml de medio de cultivo
(DMEM, 10% FBS) cambidndose este antes de que su color se tornara amarillento (el
rojo de bromofenol, incluido en el medio, cambia de color ante una acidificacion del
pH). Dicho viraje ocurria cada 24-72 horas, dependiendo de la confluencia y edad del

cultivo.

Cuando las células del cultivo alcanzaron una confluencia del 80-90 %, se
despegaron mediante tripsinizacién y se sembraron diluidas en nuevas placas. Para
ello los cultivos se incubaron con 1 ml de solucion de tripsina (0,02 % de EDTA y
0,05 % de tripsina en PBS) durante tres minutos a 37 °C. A continuacion se golpeo
suavemente la parte inferior de la placa (para ayudar a despegar las células), se
afadio 8 ml de medio de cultivo para diluir la tripsina y la mezcla resultante se
distribuy6 en dos placas de petri nuevas, que se incubaron en la estufa a 37 °C.
Aproximadamente una hora mas tarde, las células viables se adhirieron a la
superficie de la nueva placa, quedando las células muertas en suspension, se elimind

la mezcla de medio de cultivo y tripsina, y se afnadié 4 ml de medio de cultivo fresco.

Cada tripsinizacion o pase se realizd con una frecuencia que dependia de la
capacidad proliferativa del cultivo, y vari6 entre dos (en los primeros cinco pases) y
cinco dias (en los ultimos). Debido al proceso de senescencia acelerado que sufren las
células en cultivo (312), su capacidad proliferativa disminuia progresivamente con el
nimero de pases y con el sistema de cultivo utilizado, llegando a ser nula (alrededor de

los quince pases).
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E.2.4.- Tratamientos in vitro

Los tratamientos in vitro se realizaron por incubacion de los cultivos SMC con

25-hidroxicolesterol o con nitroprusiato sédico:

1.- Tratamiento con 25-Hidroxicolesterol.

Este oxiesterol fue disuelto en etanol absoluto y diluido con el medio de cultivo
para conseguir las concentraciones de trabajo (5-40ug/ml). La concentracion final de
etanol en el medio de cultivo nunca excedio el 0,8%, concentracion a la cual el cultivo

no se ve afectado.

2.- Nitroprusiato Sédico (SNP)

Este compuesto es un donador de 6xido nitrico (NO). Se usé directamente

diluido en medio de cultivo (0.1-1mM).

Tanto las incubaciones con 25-hidroxicolesterol como de SNP se realizaron con

medio completo (10% FBS).

E.2.5.- Analisis de la proliferacion celular en cultivos SMC-C, SMC-Ch y SMC-
Ch-FO

E.2.5.1.- Analisis del contenido celular de DNA, mediante citometria de flujo

El contenido celular de DNA se analizd con loduro de propidio siguiendo el

método descrito por Hanon (313).

Las células se despegaron de la superficie de la placa mediante tripsinizacion y

se sometieron a dos fijaciones sucesivas:

1- Con formaldehido al 0,1 % en PBS, durante 15 minutos a 4 °C.
2- Con etanol al 75 % en PBS, durante 12 horas a -20 °C.
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La primera fijacion con formaldehido tiene como misién la unién del DNA con
el entorno, y la segunda fijacion con etanol se encarga de preservar la integridad celular
y de permitir la entrada del ioduro de propidio. La digestion con ribonucleasa durante la

tincidn evita el error provocado por la union del ioduro de propidio al RNA.

A continuacion las células fijadas se centrifugaron y el sedimento se
resuspendié en una solucidn de tincidon, compuesta por ioduro de propidio (5 pg/ml)
y ribonucleasa (200 pg/ml) en PBS, durante 30 minutos a temperatura ambiente. La
fluorescencia celular se midi6 en un citémetro de flujo. Las moléculas de ioduro de
propidio emiten una fluorescencia con un maximo a 610 nm, cuando son excitadas a
una longitud de onda de 540 nm. De esta forma se puede cuantificar la fluorescencia
emitida por cada célula (Becton Dickinson FACS Vantage). Para el analisis
matematico se utilizo el programa Lisys II, de la misma casa comercial. Esto nos
permite clasificar las células en sus distintas fases (Go/Gi, S y G2/M) del ciclo

celular.

Los resultados finales se expresan en porcentajes de células con tres contenidos

distintos de DNA:

1) Con un contenido 2n de DNA. Fase Go/G1.
2) Con un contenido de DNA entre 2n y 4n. Fase S.
3) Con un contenido 4n de DNA. Fase G2/M.

E.2.5.2.- Medida de la Sintesis de DNA: incorporacion de BrdU

La asociacion entre la sintesis de DNA y la division celular hace que la medida
de la sintesis de DNA sea una manera eficaz de medir la proliferacion celular. Si se
afladen precursores de DNA marcados 5-Bromo-2’deoxiuridina al medio de cultivo, las

células que se van a dividir van a incorporar este precursor en su DNA.
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El 5-Bromo-2’deoxiuridina es un analogo de la timidina y se incorpora al DNA
como lo haria la timidina. La deteccion de esta incorporacion se realiza por

inmunoensayo, usando anticuerpos monoclonales directamente sobre la BrdU.

E.2.5.2.1.- Incorporacion de BrdU

Las células SMC-C, SMC-Ch y SMC-Ch-FO se sembraron en placas de 96
pocillos a una densidad de 25000 células/pocillo. Las células no se sincronizaron y por
tanto se trabajo con cultivos asincronicos ciclicos. La BrdU se incorporo utilizando el

Kit Cell Proliferation ELISA BrdU (colorimétrico) de Roche.

Las células mantuvieron durante 12h para que se adhirieran a la placa, después
se procedid al ensayo de incorporacion de BrdU. Para esto se hizo un marcaje continuo
de la siguiente forma: se retir6 el medio de cultivo y se lavaron las células con PBS, se
afiadi6 medio nuevo conteniendo la BrdU (10uM). Después de esto las células se

recogieron para su procesamiento a las 2, 4, 6, 8, 10 h.

Ademas se colocd en un pocillo de la placa un blanco que no lleva células para
darnos informacion sobre la union inespecifica del anticuerpo a la placa. Este valor debe
ser sustraido a los valores obtenidos para las muestras. Ademas, se realiz6 un control de
ruido de fondo el cual no llevaba BrdU para darnos informacion de la union inespecifica

del anticuerpo a las cé¢lulas.

E.2.5.2.2.- Inmunoensayo

Las placas multipocillos se lavaron tres veces con PBS, a continuacion se afiadio
una solucion con una doble funcién: la fijacion de las células y la desnaturalizacion del
DNA con el fin de hacer accesibles los restos incorporados de BrdU, durante 30 min, a
T.A. A continuacién se incubd con el anticuerpo anti-BrdU-POD (conjugado con
peroxidasa), diluido 1:100, durante 90 min. Tras el lavado se procedio al revelado de la

placa. Se afiadio el substrato de la POD, que en este caso es el ABTS 2,2"-Azino-Di-[3-

91



Material y Métodos

ethilbenzthiazoline sulfonate (6)], y tras 10 minutos aparece un color azulado. Para

detener la reaccion se afiadid a cada pocillo H,SO4 y se espera un minuto en agitacion.

La medida colorimétrica se llevod a cabo en un lector de ELISA a 450nm y con

una longitud de onda de referencia de 690nm.

E.2.6. Deteccion de citotoxicidad y viabilidad celular

Se utilizo6 el colorante MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio, sal de tetrazolio) como indice de la integridad de la membrana
mitocondrial interna. Las deshidrogenasas mitocondriales transforman el MTT de color
amarillo en un derivado del formazan insoluble de color violeta que absorbe a una
longitud de onda de 570nm. La disminucién en la formacion de formazan se relaciona

con la perdida de viabilidad celular.

Las SMC se sembraron en placas de 96 pocillos a una densidad de 25000
células/pocillo. Se mantuvieron durante 12h para que se adhirieran a la placa, después
se incubaron in vitro con los tratamientos anteriormente expuestos en las siguientes

condiciones:

Para el 25- hidroxicolesterol se utilizaron concentraciones de 5, 10, 20, 40, 80
pg/ml, y el tiempo de incubacion fue de 24 y 48h.
Para el SNP se utilizaron concentraciones de 0,3, 0,6, 1,2, 2,5 y 5 mM durante 8

y 24h.

El MTT se disolvié en medio completo a una concentraciéon de Smg/ml y se
afnadi6 a las células diluido 1/10. Tras 2h de incubaciéon a 37°C con el compuesto, se
retird el medio de cultivo, se lavaron las células con PBS y los cristales de formazan se
solubilizaron afiadiendo 200ul de isopropanol acidico (HCI 0,05N en isopropanol), tras
5 min. en agitacion las placas se leyeron a una longitud de onda de 570nm y 630nm
como referencia. La absorbancia total se cuantific6 como Absorbancia a 570nm —

Absorbancia a 630nm.

92



Material y Métodos

E.2.7.- Deteccion de Apoptosis

E.2.7.1.- Deteccion morfologica de apoptosis

Mediante microscopia Optica invertida se han realizado fotografias en las que se
puede observar los cambios que sufren las células apoptéticas a nivel morfoldgico. Para
ello las células SMC tanto para tratamientos in vivo (C, Ch y Ch-FO), como para los
tratamientos in vitro (25-hidroxicolesterol y nitroprusiato), se cultivaron en placas petri

de 60mm y se observaron con el microscopio invertido.

E.2.7.2.- Cuantificacion de apoptosis mediante Anexina-V

Un paso critico en el proceso de apoptosis es la adquisicion de cambios en la
superficie celular. Estos cambios implican: perdida de restos de acido sialico en las
cadenas laterales de las glicoproteinas, emergencia de nuevas glicoproteinas como la
trombospondina; pérdida de la asimetria de membrana, lo cual altera tanto la

hidrofobicidad como la carga de la superficie celular.

En las células normales la distribucion de los fosfolipidos en la membrana
plasmatica es asimétrica, la membrana interna contiene fosfolipidos aniénicos como
fosfatidilserina (PS), y la externa fundamentalmente fosfolipidos neutros. En una célula
apoptotica se produce una traslocacion de los restos de PS de membrana interna a
membrana externa, exponiendo de esta manera los restos PS al exterior. Esto ocurre en
las primeras etapas, en la fase de apoptosis temprana, donde se mantiene la integridad

de la membrana plasmatica.

La Anexina-V es una proteina de union a fosfolipidos dependiente de calcio, la
cual tiene una gran afinidad de union a los restos PS. Por tanto la anexina puede unirse a
los restos PS de las células apoptoticas al ser estos accesibles por estar en el exterior. De

esta manera se puede discriminar entre células apoptdticas y células normales.
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Para detectar la apoptosis hemos usado el Kit de deteccion de apoptosis
(Oncogene), en el cual la anexina-V esta conjugada con isotiocianato de fluoresceina

(FITC) pudiendo detectar esta fluorescencia citometria de flujo.

Para el experimento se utilizaron células SMC en tercer pase, tanto procedentes
de los tratamientos in vivo (SMC-C, Ch y Ch-FO), como las tratadas in vitro (25-
Hidroxicolesterol, y nitroprusiato sodico), tal y como se ha descrito anteriormente.

Realizandose duplicados para cada tipo de cultivo.

Se recogié en un tubo el medio de cultivo de cada placa (este medio contiene
células que se han despegado de la placa durante el proceso de muerte celular). Las
células adheridas se lavaron con PBS y se tripsinizaron. En este momento se juntaron
con las del medio de cultivo y se resuspendieron en tampén de union (10mM Hepes, pH
7.4, 150mM NaCl, 2.5 CaCl,, ImM MgCl,, 4%BSA) hasta una densidad celular de
1x10° células /ml. A continuacion se afiadié la anexina-V-FITC (0.5 pg/ml), se incubod
durante 15 min. en oscuridad. Tras sedimentar las células se resuspendieron de nuevo en

tampon de unidn y se afiadio el IP (0.6 pg/ml) a 4°C.

Dado que la membrana de las células necroticas se permeabiliza, estas pueden
unir también anexina, para distinguirlas de las apoptdticas se utiliza un colorante de
union a DNA, el Ioduro de propidio (IP). Sélo las células con la membrana
permeabilizada (necroéticas) podran tomar este fluorocromo. Hay que hacer notar en este
punto que cuando las células en cultivo sufren apoptosis, al no poder ser fagocitadas,
sufren una necrosis secundaria al proceso apoptotico, por lo tanto pueden incrementar el

numero de células que dan positivo en IP.

De esta manera distinguimos:
- C¢lulas viables: no unen anexina y excluyen IP
- C¢lulas en apoptosis temprana: unen anexina y excluyen IP
- Células en apoptosis tardia: unen anexina e incorporan IP

- Células necrdticas: unen anexina e incorporan IP, o s6lo incorporan IP.
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E.2.7.2.1.- Analisis de las muestras mediante citometria de flujo

La emision de luz de excitacion se realizd a 488nm con un laser de argén. La
sefial del FITC (fluorescencia verde) se detecto a 518nm y el log de esta fluorescencia
se representd en el eje X. La sefial del IP (fluorescencia roja) se detectdé a 620nm y el

log de esta se represento en el eje Y.

Apoptosis tardia
Necrosis

10

A

FLZ
m?

10!
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Células vivas
Apoptosis temprana

Figura 1.- representacion de un analisi por citometria de flujo con células marcadas con ioduro de
propidio (IP) y anexina-FITC

De esta forma el histograma que se obtiene se puede dividir en cuatro
cuadrantes: En el cuadrante inferior izquierdo aparecen las células viables, en el inferior
derecho aparecen las células en apoptosis temprana, en el superior derecho apoptosis

tardia y en el superior izquierdo necrosis.

E.2.8.- Analisis de proteinas mediante Western-Blot
E.2.8.1.- Extraccion de proteinas

Para la extraccion de proteinas las células se despegaron con un rascador de

plastico en una solucion de PBS. Unas 10’ células se sedimentaron mediante
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centrifugacion y se resuspendieron en tampon RIPA para su lisis (1x PBS,1% Nonidet
P-40, 0.5% Deoxicolato sodico, 0,1% SDS) al cual se le adicion6 inhibidores de
proteasas de forma extemporanea (PMSF 0.1mg/ml, Aprotinin, Ortovanadato sédico
0.18mg/ml), se incubaron en hielo durante 30 min y se pasaron unas 5-10 veces por
jeringas con agujas de 21g, para conseguir una ruptura total de la célula. Se incubaron
30 min mas en frid, tiempo tras el cual se centrifugaron durante 15 min. a 13000 g. a
4°C en microfuga para sedimentar los restos celulares. El sobrenadante se recogid en
dos tubos uno para cuantificar la concentracion de proteinas y otro para realizar la

electroforesis.

La concentracion de proteinas se determiné usando el Kit de BioRad DC

“Protein Assay”. El cual est4 indicado para muestras que contienen detergentes.

E.2.8.2.- Electroforesis y transferencia de proteinas

Alicuotas de 70 pg de proteinas fueron desnaturalizadas hirviéndolas en
presencia de P-Mercaptoetanol y separadas mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida-SDS al 12% en tampon Tris-Glicina. La electroforesis se resolvio a

200V durante 45min con el sistema “mini-protean” de BioRad.

Finalizada la electroforesis, los geles se equilibraron para su posterior
transferencia a una membrana de PVDF, mediante transferencia himeda con el sistema
mini-transblot de BioRad en tamp6n de transferencia Tris-Glicina-Metanol (48mM Tris,
30mM glicina, 20% metanol, pH 9.2). La transferencia se realizo a 30V toda la noche

en camara fria y con agitacion.

E.2.8.3.- Inmunodeteccion

Para la inmunodeteccion se bloquearon las membranas en bloto (5% leche en
polvo, 0,05% Tween-20 en TBS o PBS pH 7.4) y se incubaron con los siguientes
anticuerpos primarios: anti-Bcl-Xp (Cell signalling) en una dilucion 1:1000, anti-Bax
1:100 (Santacruz), anti-Bcl2 1:500 (Transduction Laboratorios). La deteccion se realizo

mediante el sistema de quimioluminiscencia ECL con el kit de Amersham Pharmacia
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“ECLTM Western Blotting Deteccion Reagents” y la impresion se realizo en papel

fotogréfico de la misma casa comercial.

La pelicula fotografica, expuesta a quimioluminiscencia, se reveld en una
camara oscura, banandola durante cinco minutos en liquido revelador (dilucion 1/10),
durante un minuto en liquido de lavado (dcido acético al 5 %) y finalmente durante

cinco minutos en liquido fijador (dilucion 1/8).

La imagen resultante se digitaliz6 y el analisis de los resultados se realizd

mediante densitometria con el programa quantiscan (suministrado por Biosoft).

E.2.9.- Extraccion y cuantificacion de RNA

El aislamiento de RNA total, se realiz6 con TRIZOL (Gibco), segin el método
de aislamiento de RNA en un solo paso desarrollado por Chomczynski, el cual utiliza la
mezcla de isotiocianato de guanidina: fenol (314). El Trizol produce la ruptura de las
células al disolver lipidos y precipitar proteinas preservando la integridad del RNA. La
adicion de cloroformo seguida de una centrifugacion permite separar una fase acuosa y
otra organica. El RNA permanece en la fase acuosa, el cual es precipitado con

isopropanol.

Para la extraccion de RNA se usaron unas 6x10° células que se lisaron en la

misma placa y se procedio a la extraccion como se ha descrito.

El RNA se cuantifico midiendo la absorbancia a 260 nm y suponiendo un
coeficiente de extincion molar de 0,022 pg - ml™. La pureza de la muestra se estimd por
la relacion Ase0/Azgo. Considerando que una solucion pura de RNA tiene una relacion
Azeo/Azgo de 2 + 0.05 (315).

E.2.9.1.- Electroforesis de RNA

Para comprobar la integridad del RNA se realizd6 una separacion mediante

electroforesis desnaturalizante en gel de agarosa. Debido a las fuertes estructuras
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secundarias que poseen las moléculas de RNA, es necesario realizar una

desnaturalizacion del RNA, para separar las moléculas tinicamente por tamatfio.

Antes de la electroforesis, el RNA se desnaturalizo afiadiendo, a una cantidad de
RNA entre 10 y 15 pg, 10 pl de formamida y 2,5 pl de formaldehido al 37 % llevandolo

a un volumen final de 20 pl y calentando a 55 °C durante 15 minutos (316).

La electroforesis se realizd en un gel de agarosa al 1 % en tampon MOPS 0,5x

con un 3,5 % de formaldehido.

E.2.10.- Sintesis de cDNA

La retrotranscripcion del mRNA se realizO con la retrotranscriptasa
PowerScript™ (Clontech) en un volumen de 20 ul. En primer lugar se incubaron 4ug de
RNA total con un cebador de Oligo(dT);2-13 (500ng) el cual hibrida con la cola Poli-A
del mRNA, a una temperatura de 70°C (t* de hibridacion del cebador) durante 10
minutos. Posteriormente se afiadieron los reactivos para la retrotranscripcion cuyas
concentraciones fueron: 1x de tampdén de reaccion RT (Suministrado por Clontech),
dNTPs (ImM), DTT (10mM) PowerScript' "-RT (0,125 U/ul). La reaccion se realizé en
un termociclador durante 90 minutos a 42 °C, tras este tiempo la enzima se inactivo

calentando la mezcla de reaccion a 70°C durante 15 minutos

E.2.11.- PCR a tiempo-real

La PCR a tiempo real se llevo a cabo mediante el aparato LightCycler (Roche), y
utilizando el kit Fast Start DNA Master SYBR Green I de Roche.

El SYBR Green es un colorante que se une al DNA de doble cadena por el surco
menor del dsDNA incrementando su fluorescencia unas cien veces. En el aparato
lightcycler esta fluorescencia se monitoriza en el canal F1. La ventaja de usar SYBR
Green es que se une a cualquier dsSDNA por tanto no necesita optimizacién como ocurre

cuando se usan sondas marcadas. La desventaja se basa también en esa razon ya que se

98



Material y Métodos

puede unir tanto a productos especificos, inespecificos y dimeros de cebadores. La
técnica HotStart y otras estrategias ayudan a reducir la formacion de dimeros. Ademas
el sistema lightcycler permite, mediante las curvas de fusion, eliminar el efecto que esta
fluorescencia provocaria en la cuantificacion. La estrategia consiste en que una vez
analizada la Tm del producto especifico y de los dimeros de “primer”, el programa nos
permite tomar la medida de fluorescencia alrededor de la Tm de los dimeros y siempre

por debajo de la Tm del producto.

La mezcla de reaccion se prepard de la siguiente forma: 12.6ul de agua, 2.4ul
MgCI2 (4mM), 1ul de cebador sentido (0.5uM), 1ul de cebador antisentido (0.5uM), y
2ul (1x) de la mezcla Fast Start DNA Master SYBR Green I de Roche la cual contiene
dNTP, la polimerasa Fast Start y el fluorocromo SYBR Green. Estos 19 pl de mezcla de
reaccion se pusieron en los capilares del Lightcycler y se afiadi6 1ul de cDNA (la
concentracion de este cDNA fue distinta segiin fuese para realizar calculos de eficiencia
de amplificacion o bien cuantificacioén). Se cerraron los capilares, se centrifugaron y se
pusieron en el rotor del LightCycler. Los cebadores usados son especificos para las
secuencias de pollo. La temperatura de hibridacién de todos los cebadores usados se

ajustd a 55°C con un termociclador clasico, las secuencias se muestran en la siguiente

tabla:
Gen Cebador sentido Cebador antisentido Tamaito
amplificado

B-actina GCTCCGGCAATGTGCAA AGGATCTTCATGAGGTAGT 515
bel-2 TACCTGCTTACACTTAGGAAGG ATGACTATGATGCGATGGCACG 307
bel-X;. GGAGGAAGAGGATGAGAACAGG ATCTCCTTGTCCACG 383
c-myc AGCGAACGAGTCTGAATCCAGC ~ TTCAACTGTTCTCTCTCCTCCGCC 476
P53 ATGTGCAACAGTTCCTGCAT AGTTCTCCTCCTCGATCTTG 160
caspasa-3 TTAGATTCTGGTATTGAAGC GAAATCCTGTCGAGTGGAGCAGG 269
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El programa de amplificacion con los tiempos y las temperaturas se exponen en

la siguiente tabla:

Programa: Preincubacion Ciclos:1

Segmento Temperatura °C Tiempo (sec) Proporcion de
calentamiento

1 95 600 20

Programa: Amplificacion Ciclos:40

Segmento Temperatura °C  Tiempo (sec) Proporcion de
calentamiento

1- desnaturalizacion 94 5 20

2.-hibridacion de cebadores 55 8 20

3.- elongacion 72 20 20

4. adquisicion de fluorescencia 82 3 20

Para determinar la especificidad de los cebadores y el producto amplificado se

realiz6 en primer lugar una curva de fusion con el sistema lightcycler con las siguientes

caracteristicas:

Programa: Curva de fusion Ciclos: 1

Segmento Temperatura °C  Tiempo (sec) Proporcion de
calentamiento

1 95 0 20

2. 45 10 20

3. adquisicion de fluorescencia 95 0 0.1
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Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa.
Para esto se abrieron los capilares se pusieron bocabajo en tubos de 2ml y se
centrifugaron a bajas revoluciones para que cayera el contenido, una alicuota de 10 pl se
separd mediante una electroforesis en gel de agarosa al 2 %. A continuacion el gel se
tifié en un bafio con 0,75 pg/ml de BrEt durante 5 min. y se visualizaron los productos

comprobando su peso molecular.

E.2.11.1.- Curvas de eficiencia y linealidad

En una amplificacion ideal, la poblacion de moléculas de DNA se duplica en
cada ciclo.

Segun:

Nn=No-2n. (Ecuacion 1)

Donde:
No , es la cantidad inicial de moléculas a amplificar.
Nn, cantidad de producto en el ciclo n.

n, es el nimero de ciclos.

En condiciones reales, la amplificacion en cada ciclo no duplica completamente
la cantidad previa de DNA. Se introduce el concepto de eficiencia (E), que es la

fraccion de moléculas de DNA que es duplicada por ciclo (317, 318, 319).

Una cuantificacion tipica tiene tres fases (fig.2): una fase temprana de ruido de
fondo, una fase exponencial (o logaritmica), y una fase de meseta (plateau). La fase de
ruido dura hasta que la sefial de fluorescencia del producto de PCR es mayor que la
fluorescencia propia del sistema. Por tanto la fase exponencial comienza cuando hay
suficiente producto acumulado como para ser detectado claramente por encima del

ruido, y al final cae la eficiencia de la reaccion y se entra en la fase de meseta.
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Durante la fase exponencial el curso de la reaccion se describe como:

Nn = Ny-E" (ecuacion 2)

Donde E oscila entre dos (amplificacion ideal) y uno (amplificacion nula).

5

4
== 1,000,000 Copias
== 30000  Copias
—®= 100,000  Copias

| == 30,000 Copias

— 0000 Copias

Fluorescencia

a 5 0 15 20 25 30 35

Mumero de ciclos

La figura 2 representa una curva tipica de PCR (amplificacion frente a niimero de
ciclos), que puede dividirse en: 1) Fase de crecimiento exponencial donde E. en la
mayoria de los casos se encuentra entre 1,78 y 1,97 (318, 319). 2) Fase meseta,

donde E es nulo y la amplificaciéon alcanza el maximo.

Segun la figura es facil observar que cada reaccion logra subir por encima del
ruido dependiendo de la cantidad de moléculas iniciales presentes en la muestra, pero
realmente son muy pocos los ciclos durante los cuales la curva es estrictamente
exponencial, ya que en los primeros ciclos domina el ruido y en los ultimos la fase

meseta.
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Funto de core
(X

4.0 4.5 50 55 6.0
Lagaritmo de la concentracian

Figura 3: Ejemplo de curva de eficiencia construida con los datos de la fig.1. La pendiente de
la recta es -1/log , la eficiencia en este caso es de 1.73. La interseccion es el log de la cantidad de DNA

en el umbral dividido por el log de la eficiencia.

Por tanto el analisis debe realizarse en la fase lineal durante la cual la E es

constante, y monitorizando la PCR a tiempo real nos permite trabajar en esta zona.

Para llevar a cabo la cuantificacion es fundamental el célculo de la eficiencia de
amplificacion para, esto se realizan curvas de calibrado o curvas de eficiencia (fig.3). El

calculo sigue el siguiente razonamiento matematico:

Por homologia la cinética de una reaccion a tiempo real en el sistema lightcycler

se puede describir como:
K = No* EP (ecuacion 3)

Donde:

Cp, es el punto en el cual la fluorescencia crece significativamente por encima
de la fluorescencia por ruido de fondo, realmente, representa el punto en la curva de
amplificacion, que siempre presenta la misma cantidad de producto en cada curva que
uno represente.

K, Representa la cantidad de producto de PCR presente en el Cp
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No, es la concentracion inicial de la muestra.

E, es la eficiencia de la reaccion
La ecuacion 3 se puede linearizar como:
log K=1logNo+Cp-logE (Ecuacion 4)

El No esta bajo el control del operador, por tanto representa la X, y Cp es lo que

podemos medir, por tanto sera la Y. Es decir:
Cp=-(1/logE) - log To + ( log K/logE) (Ecuacion 5)
Por tanto la pendiente de la recta representa:

Pendiente = -(1/logE)
E = 10-(1/pendiente) (Ecuacion 6)

Para calcular la pendiente de la curva basta con hacer diluciones seriadas del gen
en cuestion, las curvas de amplificacion deben tener la misma pendiente y el rango en el
cual esto se mantiene nos dara la linealidad de la reaccion. La concentracion actual de

cada una es por tanto irrelevante para calcular la pendiente.

-
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I

e Ll
1
1
|
1
|
1

A

. Log (ndmero de copias)

log (F2/F1)
Funto de corte (ciclos)

-

E = 10[-1/pendiente]

Figura 4.- Transformacion para el célculo de la pendiente definida por la recta
que resulta de representar los Cp frente al log del nimero de copias.
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Para realizar las curvas de eficiencia de nuestro experimento de cuantificacion se
realizaron las siguientes diluciones del cDNA en todos los genes (actina, bcl-2, bel-X,
c-myc, p53, caspasa-3):1.- 2.5:10" ; 2.- 5.0-10%; 3.- 1-107; 4.- 2-107; 5.- 4-10™; 6.-
8107

Se procedio a la amplificacién segun el protocolo expuesto anteriormente y se

calculd la pendiente de cada gen segtn el software del lightcycler.

Una vez calculada la pendiente se estimo la eficiencia de amplificacién mediante

la ecuacion 6.

E.2.11.2.- Cuantificacion

El método de cuantificacion que se ha usado se basa en la cuantificacion
relativa de un gen problema respecto a un gen de referencia. Para esto se ha
empleado el método matematico de analisis de datos descrito por Michael W.Pfaftl
(320). Mediante este método se calcula la proporcion de expresion relativa basado en las
eficiencias de amplificacion por PCR y en las variaciones del punto de corte (CP) de los
genes problema. No se necesita por tanto adicionar construcciones artificiales de 4cidos

nucleicos ni curvas de calibrado internas.

El Cp se ha definido anteriormente como el punto en el cual la fluorescencia
crece significativamente por encima de la fluorescencia por ruido de fondo. Existe una
relacion lineal entre el CP y el log del nimero inicial de moléculas en la muestra
(Ecuacion 5). La cuantificacion debe de llevarse a cabo siempre durante la fase
exponencial de amplificacion, durante la cual la reaccion no esta afectada por ningiin

factor limitante.

Este Cp serd dado por el programa asociado al Lightcycler. Este punto puede ser
calculado mediante dos ajustes, que son por maximizacion de la segunda derivada y el

del punto de ajuste (fit point), que es el aconsejable en este modelo.

La razon por la cual el método de punto de ajuste es mas adecuado se debe a que

en este la fluorescencia en la linea umbral y por tanto la cantidad de DNA, es igual para
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todas las muestras mientras que lo que varia es en qué ciclo la adquieren, mientras que
en el método de la maximizacion de la segunda derivada la cuantificacion se realiza en
el punto de cada curva en el cual la eficiencia es mayor, es decir donde la segunda

derivada de la curva tiene un maximo.

Segun la definicién de Cp el problema evidente que se presenta es definir el
ruido de fondo, ya que varia de muestra a muestra. El método de punto de ajuste permite
al operador definir una banda de ruido comun para las muestras, por debajo de esta todo
es ruido, y ademas excluye los valores de la fase de meseta calculando los puntos
lineales de la fase exponencial y trazando por extrapolacion una recta definida por estos
puntos lineales (puntos de ajuste). Ademads se define la linea umbral, la cual estara en la
zona lineal comun para todas la curvas. El sistema Lightcycler la estima y optimiza de
forma automadtica. La interseccion entre la linea extrapolada de la fase exponencial y la

linea umbral nos dara el Cp.

Fuera de la fase meseta

Fuera de lines baszal de ruido

Log Fluorescencia

o 5 10 15 20 25 0 35 40
Mimero de ciclos
Figura 5.- Representacion del método de punto de ajuste. Aparecen definidos la banda de ruido,

por debajo de esta todo es ruido, la fase de meseta, el calculando de puntos lineales de la fase
exponencial y la recta definida por los puntos lineales (puntos de ajuste).

El nimero de puntos ajustes (fit), es decir el nimero de puntos en la recta lineal-
logaritmica, varia de curva a curva, lo normal es de dos a cuatro, pero es conveniente
elegir el menor nimero ya que coger un solo punto de la fase meseta tiene

consecuencias negativas, mientras que excluirlo no.
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Si se observa, la posicion de la banda de ruido no importa demasiado ya que no
interfiere en la pendiente de la recta lineal-logaritmica, y por tanto en el punto de corte.
Lo mismo ocurre con la linea umbral, variara la interseccion en Y pero tendra la misma

pendiente.

En los métodos establecidos para el calculo de expresion relativa el gen
problema se normaliza respecto a la expresion de un gen enddgeno no regulado (gen de
referencia), como puede ser un gen estructural, y por tanto su nivel de expresion serd
estable. En concreto para estos experimentos se ha elegido la actina. Esto se hace con el
fin de compensar las variaciones entre las PCR de distintos tubos y experimentos. En

una situacion ideal el ACP para el gen de referencia seria 0.

Mediante este modelo matematico se aflade un nivel mas de control ya que la
normalizacidén que se propone permite estandarizar la reaccion respecto a la integridad
del RNA, la eficiencia de la RT o las variaciones en la cantidad de cDNA que se ponen
en cada tubo.

De esta forma en este modelo la expresion relativa del gen problema se calcula como:

ACP, (control —muestra)

roblema

(Eproblema )
(E

Expresion relativa = (Ecuacién?)

)ACPamna (control —muestra)
actina

Para este célculo debemos conocer por tanto el incremento de los CP, para lo
cual se utiliza la media de los valores de CP obtenidos en cada experimento para cada
trascrito y los valores de eficiencia de amplificacion de cada gen de la forma expuesta

anteriormente.

Los cDNA de los genes a estudiar (actina, bcl-2, bel-X;, c-mye, p53, caspasa-3),
de las distintas muestras: tratados in vivo e in vitro, se diluyeron previamente 1/100,

teniendo en cuenta los datos obtenidos para la linealidad en las curvas de eficiencia. Se
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amplificaron seglin el protocolo expuesto anteriormente, obteniéndose asi los resultados

de Cp para cada muestra y gen.

E.2.11.3.- Variabilidad y reproducibilidad

Para confirmar la precision y reproducibilidad de la PCR a tiempo real, las
variaciones se determinaron mediante duplicados en el mismo ensayo, y tres
repeticiones del mismo ensayo, tanto para las curvas de eficiencia como para la
cuantificacion en si. Ademds, en cada uno de los ensayos de cuantificacion se
introdujeron muestras de las usadas en las curvas de eficiencia con el fin de comprobar
la reproducibilidad en cada caso. De este modo para cada una de las 54 muestras de la
cuantificacion se obtuvieron 6 valores de Cp. La expresion relativa se calculo para cada
ensayo y se hizo una media para los tres resultados obtenidos en cada uno de los

experimentos.
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F.- ANALISIS DE LA PROLIFERACION CELULAR EN CULTIVOS SMC-C,
SMC-Ch y SMC-Ch-FO

F.1.- Analisis del contenido celular de DNA mediante Citometria de Flujo

Se ha realizado un estudio sobre el contenido celular de DNA en los cultivos de
SMC, con el proposito de aportar datos a la caracterizacion tanto de los cultivos
procedentes de animales controles como hipercolesterolémicos, como de los

alimentados primero con colesterol y luego con aceite de pescado.

Mediante citometria de flujo puede analizarse la cantidad de DNA de cada una
de las células de una poblacion. En aquellas poblaciones celulares en crecimiento, puede
establecerse una relacion entre el contenido relativo de DNA de cada célula y la fase del
ciclo celular en la que se encuentra. De esta forma puede obtenerse informacion sobre la

capacidad proliferativa de una poblacion celular.

Se clasificaron las células en tres grupos:

1) Células con una cantidad 2n de DNA, que en una poblacion en crecimiento

coincidiria con las situadas en las fases GO y G1 del ciclo celular.

2) Células con una cantidad entre 2n y 4n de DNA, que en una poblacion en
crecimiento coincidiria con las situadas en la fase S del ciclo celular, de células

que se encuentran replicando el DNA.

3) Células con una cantidad 4n de DNA, que en una poblacién en crecimiento

coincidiria con las situadas en las fases G2 y M del ciclo celular.

Hay que tener en cuenta que, el andlisis citométrico del contenido celular de DNA por
si solo no refleja de manera precisa la capacidad proliferativa de una poblacion de
células, por lo que sus datos deben de ser contrastados con los de otras metodologias

(curvas de crecimiento, sintesis de DNA, expresion de genes, etc.). Previamente en
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nuestro laboratorio se realizaron estudios sobre proliferacion celular en SMC-C y SMC-
Ch, por medio de curvas de crecimiento y sintesis de DNA, estableciendo diferencias

entre ambos cultivos.

Se analizaron los cultivos SMC-C, SMC-Ch, y SMC-Ch-FO en tercer pase por
citometria de flujo. En las figuras 1, 2 y 3 se representan los histogramas del contenido
celular de DNA en los tres tipos de cultivo, mientras que en las figuras y tablas 4, 5, 6,
7, 8 y 9 se representan el contenido celular de DNA en grupos 2n, intermedio y 4n
respectivamente, en funcion al nimero de horas de cultivo. Todas las medidas se
realizaron sobre cultivos con un indice de confluencia del 50-60 % (fase de crecimiento

celular).

Debido a la dificultad para sincronizar estas células por métodos clasicos (321), el
analisis se realizo con células asincronicas, las cuales muestran, como es de esperar, un
perfil de proliferacion ciclico. Para minimizar diferencias entre los tres tipos de cultivos,
la primera medida se tomo a las 12h, tiempo para que las células se adhieran a la placa 'y

comiencen su primer ciclo de proliferacion.
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Figura 1. Histogramas de DNA analizado por citometria de flujo para las SMC-C en tercer
pase, durante 12, 24, 36 y48 h. Las células se sembraron y tras esperar 12h se tifieron con IP y se
analizaron por citometria de flujo en los tiempos sefialados.
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SMC-Ch 12 horas SMC-Ch 24 horas
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Figura 2. Histogramas de DNA analizado por citometria de flujo para las SMC-Ch en tercer
pase, durante 12, 24, 36 y48 h. Las células se sembraron y tras esperar 12h se tifieron con IP y se

analizaron por citometria de flujo en los tiempos sefialados.
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SMC-Ch-FO 12 horas SMC- Ch-FO 24 horas
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Figura 3. Histogramas de DNA analizado por citometria de flujo para las SMC-Ch-FO en
tercer pase, durante 12, 24, 36 y48 h. Las células se sembraron y tras esperar 12h se tifieron con IP y se
analizaron por citometria de flujo en los tiempos sefialados.
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F.1.1.- Porcentaje de células SMC-C, SMC-Ch y SMC-Ch-FO en fase G0/G1

El contenido en DNA de 2n, correspondiente a células que se encuentran en fase
GO0/G1, es decir, de quiesciencia o no proliferativa (figura 4, tabla 1), va
incrementandose conforme aumentan las horas en cultivo, en especial cuando pasan de

12h a 24h , sin grandes diferencias entre los distintos cultivos .
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Figura 4. Porcentaje de células con un contenido relativo de DNA de 2n (fase G0-G1), durante 48 horras

en cultivo, con células en tercer pase. Datos obtenidos de los histogramas de DNA de las figuras 1,2 y 3.

HORAS
Cultivo 12 24 36 48
SMC-C 36.1 49.51 47.47 49.02
SMC-Ch 30.62 55.96 50.12 57.14
SMC-Ch-FO 30.47 54.1 50.32 52.41

Tabla.1. Porcentaje de células con un contenido relativo de DNA de 2n (fase G0-G1), durante 48 horras

en cultivo, con células en tercer pase. Datos representados en la figura 4
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F.1.2.- Porcentaje de células SMC-C, SMC-Ch y SMC-Ch-FO en fase G2/M

El contenido en DNA de 4n (figura 5, tabla 2), correspondiente a células que se
encuentran en fase G2/M, para las SMC-C alcanza un maximo a las 12h. Esto quiere
decir que han comenzado a dividirse antes y que por tanto se deberia haber cogido en un
tiempo anterior. Respecto a las SMC-Ch, tienen un maximo a las 24h que vuelve a
retomarse hacia las 48h con valores superiores al resto de los cultivos. Las SMC-CH-
FO alcanzan el maximo a las 12h y va descendiendo progresivamente a lo largo de las

horas de analisis.
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Figura 5 . Porcentaje de células con un contenido relativo de DNA de 4n (fase G2/M), durante 48 horras
en cultivo, con células en tercer pase. Datos obtenidos de los histogramas de DNA de las figuras 1,2y 3.

HORAS
Cultivo 12 24 36 48
SMC-C 33.37 5.31 15.63 7.82
SMC-Ch 9.95 32.12 9.31 23.24
SMC-Ch-FO 23.99 22.14 19.33 17.17

Tabla 2. Porcentaje de células con un contenido relativo de DNA de 4n (fase G2/M), durante 48 horras

en cultivo, con células en tercer pase. Datos representados en la figura 5
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F.1.3.- Porcentaje de células SMC-C, SMC-Ch y SMC-Ch-FO en fase S.

La principal diferencia entre los tres tipos de cultivo reside en el porcentaje de
células con un contenido intermedio de DNA (fase S del ciclo celular). Como se puede
observar en la figura 6, la fase S que presentan las SMC Ch-FO a las 12h es
significativamente superior al resto, mientras que las SMC-Ch-FO se encontrarian en

una situacion intermedia.
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Figura 6 . Porcentaje de células con un contenido relativo de DNA intermedio (fase S), durante 48 horras

en cultivo, con células en tercer pase. Datos obtenidos de los histogramas de DNA de las figuras 1,2 y 3.

HORAS
Cultivo 12 24 36 48
SMC-C 30.52 45.17 36.90 43.16
SMC-Ch 59.43 11.91 34.05 19.93
SMC-Ch-FO 45.54 23.75 30.49 30.42

Tabla.3. Porcentaje de células con un contenido relativo de DNA intermedio (fase S), durante 48 horras

en cultivo, con células en tercer pase. Datos representados en la figura 6.
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F.2.- Medida de la Sintesis de DNA por medio de la incorporacion de BrdU

La incorporacion de BrdU se usa para marcar las células que estan proliferando
tanto in vivo como in vitro. Es la alternativa no radiactiva al ampliamente utilizado
marcaje del DNA con [*H]-TdR. 5-Bromo-2’deoxiuridina es un analogo de la timidita y
se incorpora al DNA como lo haria la timidita. La deteccién de esta incorporacion se
realiza por inmunoensayo, usando anticuerpos monoclonales directamente sobre la

BrdU.

El periodo de marcaje puede ser corto, lo que permite cuantificar el porcentaje
de células en fase S dentro de una poblacion celular, o bien un marcaje continuo (por
ejemplo durante un periodo completo de ciclo celular). Esto se usa fundamentalmente

para determinar en que grado se esta replicando una poblacion celular.

En este experimento se han realizado los dos tipos de marcaje. En el marcaje por
pulsos, como se muestra en la figura 7, se marcaron por periodos de dos horas y se
fueron procesando las muestras a las 2, 4, 6 y 8 horas. En el marcaje continuo
representado en las figuras 8.y 9 se afiadio la BrdU en el tiempo 0, es decir desde que se
plantaron las células (grafica 8) o bien 12 horas después de ser plantadas (grafica 9). En

los dos casos se fueron procesando las muestras también a las 2, 4, 6 y 8 horas.

En condiciones normales, los cultivos celulares se encuentran desincronizados y
cada célula de la poblacion se encuentra en su fase particular del ciclo celular. Aunque
habitualmente se emplean técnicas de sincronizacion dada la dificultad de estas células
para sincronizarse por los métodos clasicos (219), hemos realizado el estudio con

células asincronicas con el fin de no alterar el ciclo normal del cultivo.

Para minimizar las diferencias respecto al estado proliferativo entre los cultivos
SMC-C, SMC-Ch y SMC-Ch-FO, las cé¢lulas se plantaron y se comenzo el experimento
12 horas después, tiempo en el cual las células unicamente se habran adherido a las

placas y no habra comenzado la proliferacion del cultivo.
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Como se puede observar en la figura 7 alrededor de las 8 horas se encuentra un

maximo, el cual corresponde al punto en el que la division celular es maxima. Las

SMC-Ch en el tiempo de estudio y especialmente en ese punto de 8 horas presentan una

mayor incorporacion de BrdU, mientras que las SMC-Ch-FO mostrarian una situacién

intermedia. Aunque las diferencias no son excesivamente fuertes.
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Figura 7 . Actividad de la fase S por incorporacion de BrdU, en cultivo de células SMC-C, SMC-Ch y

SMC-Ch-FO asincronicas de tercer pase. Las células se marcaron cada dos horas con BrdU y se realizo la

deteccion por inmunohistoquimia a las 2, 4, 6 y 8 horas.

Horas SMC-C SMC-Ch SMC-Ch-FO
2 1,017 0,761 0,896
4 1,200 1,187 1,257
8 1,665 1,852 1,729
10 0,746 0,806 1,106

Tabla 4. Porcentaje de células positivas en Anexina-V. Datos representados en la figura 7
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Como se puede observar en las figuras 8 y 9 encontramos de nuevo una mayor
proliferacion de las células SMC-Ch, en todo el tiempo de estudio, incluso a las 8 horas
donde de nuevo se encuentra un maximo. En estas dos graficas las células SMC-Ch-FO

muestran un perfil de proliferaciéon muy similar a las SMC-Ch.
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Figura 8 . Actividad de la fase S por incorporacion de BrdU, en cultivo de células SMC-C, SMC-Ch y
SMC-Ch-FO asincronicas de tercer pase. Las células se expusieron a un marcaje continuo con BrdU

desde el momento en que se plantaron las células y se realizo la deteccion por inmunohistoquimia a las 2,

4, 6 y 8 horas.

Horas SMC-C SMC-Ch SMC-Ch-FO
2 0,912 1,111 1,411
4 0,681 1,270 1,353
6 1,790 1,973 1,952
8 1,214 1,252 1,593

Tabla.5 Valores de D.O. por incorporacion de BrdU. Datos representados en la figura 8
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Figura 9 . Actividad de la fase S por incorporacion de BrdU, en cultivo de células SMC-C, SMC-Ch y
SMC-Ch-FO asincroénicas de tercer pase. Las células se expusieron a un marcaje continuo con BrdU 12
horas después de ser plantadas y se realizo la deteccion por inmunohistoquimia a las 2, 4, 6 y 8 horas.

Horas SMC-C SMC-Ch SMC-Ch-FO
2 1,5095 1,462 1,92725
4 1,108 1,3325 1,4255
8 1,8855 2,06475 2,121
10 1,56575 1,588 1,959

Tabla.6 . Porcentaje de células positivas en Anexina-V. Datos representados en la figura 9
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G.- CITOTOXICIDAD Y VIABILIDAD CELULAR

Hemos realizado los estudios de citotoxicidad del 25-hidroxicolesterol y del
nitroprusiato sodico en células SMC en cultivo procedentes de pollos alimentados con
dieta estandar (SMC-C) y dieta suplementada con colesterol (SMC-Ch) durante 10 y 20
dias, asi como de pollos alimentados con dieta suplementada con colesterol durante 10
dias y posteriormente con 10 dias de dieta suplementada con aceite de pescado (SMC-

Ch-FO).

Esto nos permitird por un lado determinar a que concentraciones Optimas hemos
de utilizar los tratamientos in vitro para conseguir muerte celular, y determinar si existe
alguna diferencia en la respuesta citotoxica de las distintos tipos de cultivos de SMC, asi

como establecer las diferencias entre 10 y 20 dias de tratamiento.

Los estudios de citotoxicidad los hemos llevado a cabo por medio de ensayos con
MTT. Este es uno de los métodos mas empleados en los estudios de citotoxicidad y
proporcionan una medida de la actividad metabolica, la cual se correlaciona con el

namero de células vivas.

G.1 Citotoxicidad del 25-Hidroxicolesterol en SMC procedentes de pollos de 10

dias

Para evaluar la citotoxicidad del 25-hidroxicolesterol en cultivos SMC-C y SMC-
Ch procedentes de pollos de 10 dias se utilizaron células en tercer pase. Se incubaron
con 25-hidroxicolesterol a concentraciones de 0, 5, 10, 20, 40 y 80 pg/ml en dos

tiempos distintos: 24h (figura 10) y 48h (figura 11).

El 25-hidroxicolesterol fue disuelto previamente en etanol absoluto y se diluy6 en
medio de cultivo para obtener las concentraciones de trabajo anteriores. La
concentracion de etanol en el medio de cultivo nunca excediod el 0.8%, la cual se habia
comprobada previamente en nuestro laboratorio que no era tdxica para el cultivo (dato

no presentado).

123



Resultados

Seglin la figura 10 la citotoxicidad del 25-hidroxicolesterol para las células
SMC-C y SMC-Ch durante 24h es muy similar aunque las SMC-Ch muestran
ligeramente una mayor viabilidad. Se observa que a una concentracién de 10pg/ml se
alcanza una viabilidad alrededor del 50%, lo cual se mantiene aunque sigamos

aumentando la concentracidon de 25-hidroxicolesterol.
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Figura.10.- Efecto de la incubacién de 25-hidroxicolesterol sobre la viabilidad celular de los cultivos SMC
procedentes de pollos de 10 dias alimentados con dieta estandar (SMC-C) y dieta de colesterol (SMC-Ch). Las

células se incubaron durante 24h con 25-Hidroxicolesterol disuelto en etanol (la concentracion final de etanol en el
medio no super? el 0,8%).

pg/ml 25-Hidroxicolesterol

0 5 10 20 40 80
SMC-C 100 92,14 50,95 45,1 46,38 46,81
SMC-Ch 100 96,4 59,06 49,54 51,24 50,66

Tabla 7. Porcentajes de viabilidad celular. Datos representados en la figura 10
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Segun la figura 11 la citotoxicidad del 25-hidroxicolesterol para las células
SMC-C y SMC-Ch durante 48 horas muestra una mayor citotoxicidad como era de
esperar que durante 24h. Sin embargo en este caso, sobretodo a concentraciones bajas (5
y 10 pg/ml), parece tener un mayor efecto sobre las SMC-Ch. El 50% de viabilidad se

alcanza a concentraciones entre 10-20 pg/ml
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Figura.11.- Efecto de la incubacion de 25-hidroxicolesterol sobre la viabilidad celular de los cultivos
SMC procedentes de pollos de 10 dias alimentados con dieta estandar (SMC-C) y dieta de colesterol
(SMC-Ch). Las células se incubaron durante 48h con 25-Hidroxicolesterol disuelto en etanol (la
concentracion final de etanol en el medio no super? el 0,8%).

pg/ml 25-Hidroxicolesterol

0 5 10 20 40 80
SMC-C 100 83,77 41,27 29,48 31,17 30,38
SMC-Ch 100 69,15 25,39 22,07 22,07 11,31

Tabla 8. Porcentajes de viabilidad celular. Datos representados en la figura 11
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G.2 Citotoxicidad del 25-Hidroxicolesterol en SMC procedentes de pollos de 20

dias

Para evaluar la citotoxicidad del 25-hidroxicolesterol en cultivos SMC-C, SMC-
Ch, SMC-Ch-FO procedentes de pollos alimentados durante 20 dias, se realizo el
mismo procedimiento que en el apartado anterior. Asi se utilizaron células en tercer
pase, que se incubaron con 25-hidroxicolesterol a concentraciones de 0, 5, 10, 20, 40 y

80 pg/ml en dos tiempos distintos: 24h (figura 3) y 48h (figura 4).

El 25-hidroxicolesterol fue disuelto previamente en etanol absoluto y se diluy6 en
medio de cultivo para obtener las concentraciones de trabajo anteriores. Al igual que en
los experimentos del apartado anterior, las concentraciones de etanol en el medio de
cultivo nunca excedieron el 0.8%, ya que se habia comprobado previamente en nuestro

laboratorio que no era toxica para el cultivo (dato no presentado).

Segun la figura 12, la citotoxicidad del 25-hidroxicolesterol para las células
SMC-C y SMC-Ch y SMC-CH-FO durante 24 horas es similar en los tres tipos de
cultivo. Aun asi, hay una viabilidad ligeramente superior para las SMC-Ch-FO,
especialmente a concentraciones de hasta 20 pg/ml. Las SMC-Ch estarian en una

situacion intermedia. El1 50% de viabilidad se alcanza alrededor de 20 pg/ml.
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Figura.12.- Efecto de la incubacion de 25-hidroxicolesterol sobre la viabilidad celular de los cultivos
SMC procedentes de pollos de 20 dias alimentados con dieta estandar (SMC-C), dieta de colesterol
(SMC-Ch) y dieta de aceite de pescado (SMC-Ch-FO).Las células se incubaron durante 24h con 25-
Hidroxicolesterol disuelto en etanol (la concentracion final de etanol en el medio no super?6 el 0,8%).

pg/ml 25-Hidroxicolesterol

0 5 10 20 40 80
SMC-C 100 78,27 58,18 51,16 40,06 45,53
SMC-Ch 100 76,52 60,73 56,49 54 52,43
SMC-Ch-FO 100 83,9 70 62,62 52,07 56,28

Tabla 9. Porcentajes de viabilidad celular. Datos representados en la figura 12

Segtn la figura 13 la citotoxicidad del 25-hidroxicolesterol para las células
SMC-C y SMC-Ch y SMC-CH-FO durante 48 horas, se encuentra un perfil similar a las
de 24h. A concentraciones altas aumenta mas la citotoxicidad. Nuevamente, el 50% de

viabilidad se alcanza alrededor de 20ug/ml.
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Figura.13.- Efecto de la incubacion de 25-hidroxicolesterol sobre la viabilidad celular de los cultivos
SMC procedentes de pollos de 20 dias alimentados con dieta estandar (SMC-C), dieta de colesterol
(SMC-Ch) y dieta de aceite de pescado (SMC-Ch-FO).Las células se incubaron durante 48h con 25-
Hidroxicolesterol disuelto en etanol (la concentracion final de etanol en el medio no superd el 0,8%).

pg/ml 25-Hidroxicolesterol

0 5 10 20 40 80
SMC-C 100 81,03 68,55 48,88 40,23 50,93
SMC-Ch 100 77,9 62,92 48,23 58,76 35,31
SMC-Ch-FO 100 85,78 75,14 43,75 36,29 36,08

Tabla 10. Porcentajes de viabilidad celular. Datos representados en la figura 4.

A la vista de estos resultados para experimentos posteriores con el 25-hidroxicolesterol

se escogio la concentracion de 20 ug/ml

G.3 Citotoxicidad del NO en SMC procedentes de pollos de 10 dias

Para evaluar la citotoxicidad del Nitroprusiato como donador de 6xido nitrico
(NO) en SMC-C, SMC-Ch, de pollos de 10 dias, se utilizaron cultivos en tercer pase. Se

incubaron con nitroprusiato sédico a concentraciones de 0, 0.31, 0.62, 1.25,2.5 y 5 mM

durante 8h (figura 5).
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El nitroprusiato fue disuelto directamente en medio de cultivo para obtener las

concentraciones de trabajo anteriores.
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Figura.14.- Efecto de la incubacion con distintas concentraciones de Nitroprusiato sédico sobre la
viabilidad celular de las SMC procedentes de pollos de 10 dias alimentados con dieta estandar (SMC-
C) y dieta de colesterol (SMC-Ch).Las células se incubaron con Nitroprusiato sédico durante 8h.

mM Nitroprusiato

0 0,3 0,6 1,25 2,5 5
SMC-C 100 63,77 61,55 43,81 35,95 20,44
SMC-Ch 100 75,75 62,85 57,05 36,33 23,51

Tabla 11. Porcentajes de viabilidad celular. Datos representados en la figura 5

Como puede observarse en la figura 14 la citotoxicidad del NO para las células
SMC-C y SMC-Ch durante 8 horas es muy similar para los dos tipos de cultivo. La
viabilidad celular va disminuyendo de forma gradual conforme se aumenta la

concentracion de nitroprusiato. Se alcanza una viabilidad del 50% alrededor de 0.6 mM
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G.4 Citotoxicidad del NO en pollos de 20 dias

Para evaluar la citotoxicidad del nitroprusiato como donador de 6xido nitrico
(NO) en cultivos SMC-C, SMC-Ch, SMC-Ch-FO de pollos de 20 dias, se utilizaron
células en tercer pase. Se incubaron los cultivos con nitroprusiato sodico a

concentraciones de 0, 0.31, 0.62, 1.25, 2.5 y 5 mM durante 8h (figura 15).

Al igual que en el caso del estudio de la citotoxicidad del NO en pollos de 10
dias, en este caso, el nitroprusiato fue disuelto directamente en medio de cultivo para

obtener las concentraciones de trabajo anteriores.
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Figura.15.- Efecto de la incubacion de Nitroprusiato sodico sobre la viabilidad celular de los cultivos
SMC procedentes de pollos de 20 dias alimentados con dieta estandar (SMC-C) y dieta de colesterol

(SMC-Ch) y dieta de aceite de pescado (SMC-Ch-FO).Las células se incubaron con Nitroprusiato
sodico durante 8h.

mM Nitroprusiato

0 0,3 0,6 1,25 2,5 5
SMC-C 100 83,24 48 18,67 0 0
SMC-Ch 100 69,8 44,54 17,24 0 0
SMC-Ch-FO 100 86,47 61,19 22,92 0 0

Tabla 12. Porcentajes de viabilidad celular. Datos representados en la figura 15

130



Resultados

Segun la figura 15 la citotoxicidad del NO para las células SMC-C, SMC-Ch y
SMC-Ch-FO durante 8 horas es muy similar para los dos tipos de cultivo, aunque
ligeramente menor para las SMC-Ch-FO. En este caso las células de 20 dias muestran
una mayor citotoxicidad a las mismas concentraciones que las de 10 dias, especialmente

a partir de 0.6mM, a la cual muestran una viabilidad de alrededor del 50%

A la vista de estos resultados para experimentos posteriores con el nitroprusiato como

donador de NO se escogio la concentracion de 0.6mM.

H.- DETECCION DE APOPTOSIS EN CULTIVOS SMC

H.1.- Deteccion morfolégica de apoptosis

Cuando una célula recibe sefiales de muerte apoptética (4), se producen una serie

de cambios como son:

e Encogimiento celular y pérdida del contacto con células vecinas. Se han
descrito reducciones en el volumen celular de incluso el 30%.

e Exposicion al exterior de la membrana plasmatica de fosfatidilserina, la
cual, en condiciones normales, se encuentra en la cara interna de la
membrana.

e La membrana plasmatica comienza a tener circunvoluciones y adquiere
la apariencia vesicular caracteristica.

e Condensacion de la cromatina y su acumulaciéon en la periferia del
nucleo.

e Desintegracion del nucleolo en particulas osmiodfilas.

e Fragmentacion nuclear por parte de endonucleasas enddgenas, las cuales
rompen el DNA en fragmentos oligonucleosomales de entre 180-200pb.

Esto produce el caracteristico patron de DNA en escalera.
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e Como resultado de las grandes invaginaciones se producen los llamados
cuerpos apoptoticos. Si son células en cultivo, suelen hincharse y
destruirse. A esto se le conoce como apoptosis secundaria o falsa

necrosis.

Para comprobar los cambios morfologicos que se pueden observar al
microscopio Optico, se prepararon cultivos SMC, asi como cultivos tratados con 20
pg/ml de 25-hidroxicolesterol durante 24 horas y con nitroprusiato 0.6mM durante 8

horas.

Como ejemplo de lo observado se muestran a continuaciéon 3 fotografias (figuras

16, 17, 18) correspondientes a SMC-C, SMC-Ch tratada con 25-hidroxicolesterol, y

SMC-Ch tratadas con nitroprusiato:

Figura 17. Fotografia con microscopio optico invertido de SMC-Ch, cultivadas en DMEM y con un 10%
de FBS.

La figura 17 muestra las SMC que se observan normalmente en cultivo la mayoria de

ellas presentan forma estrellada, y escasamente aparecen SMC con forma de uso
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Figura 17. Fotografia con microscopio optico invertido de SMC-Ch cultivadas en DMEM con un 10%

de FBS y tratadas con 20pg/ml de 25-Hidroxicolesterol durante 24 horas.

Como se puede observar en la fotografia de la figura 17 se observan muchas
células que estan sufriendo un encogimiento celular, es decir una reduccion en el
tamafio de la célula. Ademas se ve que la membrana plasmatica de las células esta
adquiriendo una apariencia vesiculaza y que incluso culmina con varias células
totalmente vesiculazas, rodeadas de los llamados cuerpos apoptdticos. Ademas en la

parte superior se puede observar una division celular a punto de culminarse.
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Figural8. Fotografia con microscopio 6ptico invertido de SMC-Ch cultivadas en DMEM, con un 10% de

FBS y tratadas con 0,6 mM de nitroprusiato durante 8 horas.

En la fotografia de la figura 18 se observan numerosas cé¢lulas en las que el
tamafo celular se estd encogiendo, y como adquieren la apariencia vesiculada en
distintos grados, incluso se aprecian dos células en las que se pueden ver los cuerpos

apoptdticos como bolas mas o menos grandes y refringentes a punto de soltarse.

H.2.- Deteccion de Apoptosis en cultivos SMC por medio de Anexina-V

La perdida de la asimetria de membrana es un fendmeno que parece ser
universal en el proceso apoptotico. Por tanto, las células que estan sufriendo apoptosis
se pueden detectar marcando las células con Anexina V-FITC. Esta se une a los restos
de fosfatidilserina expuestos al exterior por la perdida de asimetria de su membrana.
Para distinguir las células de una situacion necrotica se tifien también con IP, el cual
entrard en las células que hayan perdido la integridad de la membrana tal y como ocurre

con las células necroéticas. A su vez, hay que destacar que también quedan marcadas con
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IP las células con necrosis secundarias. Esto es, puesto que se trata de un monocultivo,
una vez que las células en cultivo han sufrido apoptosis y dado que no existen
macrofagos capaces de fagocitar estas células apoptoticas o los cuerpos apoptoticos que
queden de ellas, éstas van a sufrir una necrosis que se conoce como necrosis secundaria
al proceso apoptotico, aunque no haya sido un proceso de necrosis la primera causa para

morir.

Hemos cuantificado el porcentaje de apoptosis en los tres tipos de cultivos de
SMC (C, Ch y Ch-FO), tanto a niveles basales como tras la adicidon de los tratamientos
in vitro. Las concentraciones y tiempos de incubacion para el 25-hidroxicolesterol (25-
OH-Ch) y el nitroprusiato sédico (SNP) fueron de 20 pg/ml durante 24h y de 0,6mM 8h

respectivamente.

Los resultados obtenidos por citometria de flujo representados en las figuras 19, 20
y 21 estan divididos en cuatro cuadrantes en los cuales aparece una distribucion de
células. En el eje X aparece la fluorescencia de la anexina-FITC Y en el eje y aparece la

fluorescencia correspondiente al IP, segun en el cuadrante en el que estemos tendremos:

- Cuadrante inferior izquierdo: células viables; no unen anexina y excluyen IP.

- Cuadrante inferior derecho: células en apoptosis temprana; unen anexina y

excluyen IP.

- Cuadrante superior derecho: células en apoptosis tardia; unen anexina e

incorporan IP.

- Cuadrante superior izquierdo: células necrdticas o en necrosis secundaria; unen

anexina e incorporan IP, o s6lo incorporan IP.
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Figura 19. Citometrias de flujo en cultivos de Figura 20. Citometrias de flujo en cultivos de células
células SMC-C, SMC-Ch y SMC-Ch-FO SMC-C, SMC-Ch y SMC-ch-FO tratadas con 25-
marcadas con Anexina/IP. hidroxicolesterol y marcadas con Anexina/IP.
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Figura 21. Citometrias de flujo en cultivo de células SMC-C, SMC-Ch y SMC-ch-FO
tratadas con Nitroprusiato y marcadas con Anexina/IP.

4

En la figura 22 y tabla 13 se exponen el porcentaje de células positivas en
anexinaV-FITC. Es decir los porcentajes correspondientes a los cuadrantes superior
derecho, e inferior izquierdo de los graficos anteriores, o lo que es lo mismo las células
SMC que se encuentran en situacion de apoptosis temprana y apoptosis tardia, tanto a

niveles basales como tras la adicion de 25-hidroxicolesterol durante 24 horas.

137



Resultados

Como se puede ver a nivel basal existe un pequeiio porcentaje de células
apoptoticas que corresponde a la muerte que las células sufren normalmente en cultivo y

que no excede de un 4%.

Tras la adicion de 25-hidroxicolesterol las células sufren una considerable
apoptosis, especialmente para las SMC-Ch, mientras que es bastante menor para las

SMC.Ch-FO.
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Figura 22. Porcentaje de células positivas en Anexina-V, correspondiente tanto a una apoptosis temprana
como a una apoptosis tardia en células SMC-C, Ch, Ch-FO y en estas tratadas con 25-hidroxicolesterol
durante 24h (C-25, Ch-25, Ch-FO-25).

SMC- SMC-C SMC-Ch SMC-Ch-FO
SMC-C SMC-Ch Ch-FO 25Hidroxicolesterol | 25Hidroxicolesterol | 25Hidroxicolesterol
Y%apoptosis 4.0 1.97 3.17 13.83 17.34 9.54

Tabla 13. Porcentaje de células positivas en Anexina-V. Datos representados en la figura 4

En la figura 23 y tabla 14 se exponen el porcentaje de células positivas en
anexinaV-FITC. Es decir los porcentajes correspondientes a los cuadrantes superior
derecho e inferior izquierdo de los graficos anteriores, o lo que es lo mismo las células
SMC que se encuentran en situacion de apoptosis temprana y apoptosis tardia, tanto a

niveles basales como tras la adicion de nitroprusiato durante 8 horas.
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Como se puede ver, a nivel basal existe un pequefio porcentaje de células apoptoticas
que corresponde a la muerte que las células sufren normalmente en cultivo y que no

excede de un 4%.

Tras la adicion de nitroprusiato las células sufren una fuerte apoptosis bastante
mayor incluso que la inducida por el 25-hidroxicolesterol. Las SMC-Ch, son las que
presentan los valores mas altos, y con bastante diferencia con las SMC-C, las cuales
muestran el menor porcentaje mientras que SMC.Ch-FO se encuentran en una situacion

intermedia.
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Figura 23. Porcentaje de células positivas en Anexina-V, correspondiente tanto a una apoptosis temprana
como a una apoptosis tardia en células SMC-C, Ch, Ch-FO y en estas tratadas con Nitroprusiato durante
24h (C-NO, Ch-NO, Ch-FO-NO).

SMC-C | SMC-Ch | SMC-Ch-FO | SMC-C | SMC-Ch | SMC-Ch-FO
Nitroprusiato Nitroprusiato Nitroprusiato
Y%apoptosis 4.0 1.97 3.17 12.82 46.09 32.25

Tabla 14, Porcentaje de células positivas en Anexina-V. Datos representados en la figura 23
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I.- ANALISIS DE LA EXPRESION DE PROTEINAS MEDIANTE WESTERN-
BLOT

Hemos investigado la expresion de proteinas de la familia de oncogenes Bcl-2.
En concreto para Bax, Bcl-X y Bcel-2. Los andlisis se han realizado en los tres tipos de
cultivos de SMC (C, Ch y Ch-FO), tanto a niveles basales como tras la adicion de
sustancias in vitro expuestas anteriormente. Las concentraciones y tiempos de
incubacion para el 25-hidroxicolesterol (25-OH-Ch) y el nitroprusiato sédico (SNP)
fueron de 20 pg/ml durante 24h y de 0,6mM 8h respectivamente. Los resultados se
muestran normalizados respecto a los niveles controles (nivel basal de SMC-C) para

cada gen.

Dado la capacidad de homodimerizacion y de heterodimerizacion de Bax, Bel-X
y Bcl-2, la relacion en los niveles de expresion entre Bel-2/Bax y Bel-X;/Bax determina
si la célula va a sufrir apoptosis o no tras un estimulo apoptdtico. Por esta razon, se
exponen también la proporcion para estas relaciones antiapoptotico/proapoptotico tanto

a nivel basal (tratamientos in vivo), como con los tratamientos in vitro.

I.1.-Expresion a niveles basales de Bax, Bcl-X;. v Bel-2 en cultivos de células SMC

procedentes de pollos alimentados durante 20 dias

En nuestro modelo experimental celular, podemos observar que los cultivos de
SMC procedentes de pollos hipercolesterolemicos alimentados durante 20 dias (figura
24) muestran una disminucion en la expresion de Bcl-2, mientras que Bax tiene un nivel
ligeramente superior en las SMC-Ch. Por tanto la relacion Bcl-2/Bax disminuye. Sin
embargo, la relacion Bcl-X;/Bax es igual para ambos (tabla 15). Respecto a las células
SMC-Ch-FO, estas muestran los niveles mas altos para Bcl-2 y Bel-X;. Esto hace que la

proporcion Bcel-2/Bax aumente respecto al control.
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Bcl-XL Bax Bcl-2

Figura 24: Niveles de expresion de Bcl-2, Bel-Xp y Bax en cultivos de SMC
procedentes de pollos alimentados durante 20 dias. Los datos de luminosidad (D.O) de

cada banda de proteinas se encuentran normalizados respecto al control.

Bcel-X;/Bax Bcl-2/Bax
SMC-C 1 1
SMC-Ch 1 0.58
SMC-Ch-FO 1.5 0.77

Tabla 15: Relacién de Bel-2, Bel-Xp y Bax en SMC procedentes de pollos

alimentados durante 20 dias

1.2.- Efecto del 25-hidrosicolesterol v del nitroprusiato sobre los niveles de

expresion de Bax

Bax es un miembro de la familia Bcl-2 con accion proapoptotica. Tiene la
capacidad de formar homodimeros y heterodimeros con Bcl-2 y Bcl-Xp. Bax
heterodimeriza con otros miembros proapoptdticos lo cual promueven la muerte celular,

sin embargo esta puede ser bloqueada por la heterodimerizacién con Bcl-2 y Bel-X.
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I.2.1.- Expresion de Bax en SMC procedentes de pollos alimentados durante 10

dias

En la figura 25 se muestra la expresion de Bax a nivel basal, tras la adicion de
25-hidroxicolesterol y de nitroprusiato en cultivos SMC. A nivel basal los cultivos
SMC-C, SMC-Ch procedentes de pollos alimentados durante 10 dias muestran una

expresion de Bax muy baja, practicamente indetectable.

La accién del 25-HO-Ch sobre las SMC provoca un gran aumento de la proteina
Bax, tanto a 24 como a 48 horas, siendo especialmente significativo para los cultivos
SMC-Ch respecto a los de SMC-C a las 24h. Sin embargo el SNP no parece tener

ningun efecto en los niveles de Bax

SNP 25-hidroxicolesterol
(0.6mM) (20pg/ml)
8h 48h 24h
Ch C Ch C Ch C Ch C
Bax— T R — — - 21Kd
30 +
25 4
g 20
o
'g OsMC-C
2 154
£ @ SMC-Ch
3 10-
5 |
0 | I — : : : | — | I
Nitroprusiato sédico  25-Hidroxicolesterol ~ 25-Hidroxicolesterol Control
(mM) (20pg/ml) 48H (20pg/ml) 24H

Figura 25. Efecto del 25-hidroxicolesterol y del nitroprusiato sobre los niveles de expresion de
Bax en células SMC provenientes de pollos de 10 dias. Las células se cultivaron en DMEM al 5%
de suero y se expusieron al 25-hidroxicolesterol a una concentracion final de 20pg/ml durante 24 h.
El nitroprusiato fue disuelto en medio a una concentracion de 0,6mM durante 8h. Los datos de
luminosidad (D.O) de cada banda de proteinas se encuentran normalizados respecto al control.
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1.2.2.- Expresion de Bax en SMC procedentes de pollos alimentados durante 20

dias

Como se puede observar en la figura 26 la adicién de 25-HO-Ch sobre las SMC
provenientes de pollos de 20 dias, al igual que ocurria en el apartado anterior con los
cultivos SMC procedentes de pollos alimentados durante 10 dias, provoca un elevado
aumento en los niveles de Bax. Esto se produce de una forma muy similar para las
SMC-C, Ch y Ch-FO.

En la accion del SNP (figura 27) de nuevo encontramos que no produce

variaciones significativas sobre los niveles de Bax en las SMC.

25-hidroxicolesterol
o (20pg/ml)
© CFO Ch C  ChFO Ch C
—

e s O - 21Kd

31 O SMC-Ch-FO
O SMC-Ch
2 @ SMC-C

Luminosidad
N
[6)]

25-Hidroxicolesterol (20ug/ml) Control

Figura 26. Efecto del 25-hidroxicolesterol sobre los niveles de expresion de Bax en células SMC
provenientes de pollos de 20 dias. Las células se cultivaron en DMEM al 5% de suero y se
expusieron al 25-hidroxicolesterol a una concentracion final de 20pg/ml durante 24 h. Los datos
de luminosidad (D.O) de cada banda de proteinas se encuentran normalizados respecto al control
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SNP
(0.6mM)8h
A Ch C C
Bax — [ R — * 21 Kd
2,0
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1,6 4
= 1,4 4
S 1,2 O SMC-Ch-FO
[72]
2 1,0 - O SMC-Ch
§ 0,8 - m SMC-C
| 0’6 |
0,4 -
0,2 -
0,0
Nitroprusiato sédico Control
(0.6mM)

Figura 27. Efecto del nitroprusiato durante 8h sobre los niveles de expresion de Bax en
células SMC provenientes de pollos de 20 dias a una concentracion de 0,6mM durante
8h. Los datos de luminosidad (D.O) de cada banda de proteinas se encuentran

normalizados respecto al control

1.3.- Efecto del 25-hidroxicolesterol v del nitroprusiato sobre los niveles de

expresion de Bel-X;,

Bcl-X1 es un miembro de la familia Bcl-2, con capacidad antiapoptotica. Tiene
la capacidad de formar homodimeros y heterodimeros con Bcl-2 y Bax, siendo este uno

de los niveles de regulacion mas importantes en la induccion de la apoptosis.

1.3.1.- Expresion de Bcl-X;, en cultivos de SMC procedentes de pollos alimentados

durante 10 dias
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En la figura 28, se muestran los niveles de expresion de Bcl-X tanto a nivel
basal (cultivos de SMC procedentes de pollos alimentados con las distintas dietas
durante 10 dias), como la respuesta de estos cultivos tras la adicion de 25-

hidroxicolesterol y nitroprusiato.

A nivel basal los cultivos SMC-C, SMC-Ch procedentes de pollos alimentados
durante 10 dias muestran una expresion de Bcl-Xp bastante alta, especialmente las
SMC-Ch. Por su parte, la accion del 25-HO-Ch sobre las SMC provoca un aumento de
la proteina Bcl-X; a las 24 horas, sin grandes diferencias entre los dos tipos celulares.
Por el contrario, la accion del SNP provoca una marcada disminucion en los niveles de

BCI-X.

25-OH-
SNP Colesterol
g o (0.6mM) (20pg/ml)
= 2 Ch C Ch C Ch C
BCIXL - — B — “ _- - - - Kd
2 4
1,8 4
1,6 4
- 14
©
T 1,21
8 1. O SMC-Ch
£ @ SMC-C
€ 08 1
=
=1 06
0,4 -
0,2
0 T
Nitroprusiato sodico (0.6mM) 25-Hidroxicolesterol Control
(20pg/ml)

Figura 28. Efecto del 25-hidroxicolesterol y del nitroprusiato sobre los niveles de expresion de
Bcl X, en cultivos de células SMC provenientes de pollos de 10 dias. Las células se cultivaron en
DMEM al 5% de suero y se expusieron al 25-hidroxicolesterol a una concentracion final de
20ug/ml durante 24h. El nitroprusiato fue disuelto en medio a una concentracion de 0,6mM
durante 8h. Los datos de luminosidad (D.O) de cada banda de proteinas se encuentran
normalizados respecto al control.
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1.3.2.- Expresion de Bcl-X;, en cultivos de SMC procedentes de pollos alimentados

durante 20 dias

La adicion de 25-HO-Ch a los cultivos SMC (figura 29), de igual modo que
ocurre con los cultivos del apartado anterior, provoca un aumento en los niveles de Bcl-
Xi. Este aumento es especialmente significativo para los cultivos SMC-C, mientras que

para los cultivos SMC-Ch-FO es muy pequefio.

El efecto del SNP sobre los cultivos SMC procedentes de pollos alimentados
durante 20 dias (figura30), muestra que la accion del SNP no produce variaciones

significativas sobre los niveles de Bax en las SMC.

25-hidroxicolesterol
(20pg/ml)

Timo
Pollo

A Ch C A Ch C

BelX, - - - Kd

1,8 1
1,6
1,4 4

1,2 1 @ SMC-Ch-FO
O SMC-Ch

0,8 = SMC-C

06 -
04

Luminosidad

0,2 +

25-Hidroxicolesterol (20pg/ml) Control

Figura 29. Efecto del 25-hidroxicolesterol sobre los niveles de expresion de Bcl X, en células
SMC provenientes de pollos de 20 dias. Las células se cultivaron en DMEM al 5% de suero y se
expusieron al 25-hidroxicolesterol a una concentracion final de 20pg/ml durante 24 h. Los datos
de luminosidad (D.O) de cada banda de proteinas se encuentran normalizados respecto al control
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Nitroprusiato
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Figura 30 Efecto del nitroprusiato durante 8h sobre los niveles de expresion de Bel-Xi.
en cultivo de células SMC provenientes de pollos de 20 dias a una concentracion de
0,6mM durante 8h. Los datos de luminosidad (D.O) de cada banda de proteinas se

encuentran normalizados respecto al control

1.4.- Efecto del 25-hidroxicolesterol vy del nitroprusiato sobre los niveles de

expresion de Bcl-2 en cultivo de células SMC procedentes de pollos

alimentados durante 20 dias

Bcl-2 es un miembro de la familia Bcl-2, a la que da nombre. El mismo presenta
una capacidad antiapoptotica. La sobreexpresion de Bcl-2 aumenta la supervivencia
celular mediante la inhibicion de la apoptosis inducida por un amplio rango de agentes
inductores de muerte. Al igual que los anteriores, tiene la capacidad de formar
homodimeros y heterodimeros con Bcl-X; y Bax, siendo este uno de los niveles de

regulacion mas importantes en la induccion de la apoptosis.
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Como se puede observar en el grafico 31, la adicion de 25-OH-Ch provoca una
disminucién en los niveles de Bcl-2, especialmente en los cultivos SMC-Ch, mientras

que para los cultivos SMC-Ch-FO provoca un ligero aumento.

La accion del SNP (grafico31) produce una disminuciéon muy significativa de la
proteina Bcl-2, tanto para SMC-Ch como SMC-Ch-FO. Por el contrario los niveles para

SMC-C aumentan ligeramente.

Por su parte, como se muestra en el grafico 32, se puede observar una banda
alrededor de los 35KD, que ademas muestra una variacion con los tratamientos. Esta
banda mantiene una relacién casi inversa con nuestra banda de 26KD para Bcl-2.
Debido a la especificidad del anticuerpo usado esta relacion pudiera ser debida a la
capacidad de Bcl-2 para formar homodimeros o heterodimeros. Asi, esta banda se
corresponderia a un hetero/homodimero. Existen estudios en los que se muestra que el
uso de detergentes no i6nicos como Nonidet P-40 no disrumpen los heterodimeros
formados por Bax, el cual puede dimerizar con Bcl-2. De hecho, propician un cambio

conformacional en Bax que facilita esta formacion (322).
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Figura 31. Efecto del 25-hidroxicolesterol y del nitroprusiato sobre los niveles de expresion de Bcl-2 en
células SMC provenientes de pollos de 20 dias. Las células se cultivaron en DMEM al 5% de suero y se
expusieron al 25-hidroxicolesterol a una concentracion final de 20pug/ml durante 24h. El nitroprusiato fue
disuelto en medio a una concentraciéon de 0,6mM durante 8h. Los datos de luminosidad (D.O) de cada

banda de proteinas se encuentran normalizados respecto al control
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Figura 32. Niveles correspondientes a la banda de 35Kd del western para Bcl-2 mostrado en la figura 31.
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L.5.- Proporcion de expresion Bel-2/Bcl-X;. v Bel-2/Bax en los cultivos SMC

La accion del 25-Hidroxicolesterol sobre la relacion
antiapoptotico/proapoptotico estd representada en la tabla 16. Se observa que tanto la
relacion Bel-2/Bcl-X; como Bcel-2/Bax esta claramente disminuida y por tanto todos los

valores se encuentran por debajo de 1.

Estas relaciones no varian especialmente entre SMC-C y SMC-Ch. Autn asi,
aunque la relacion no varie, la respuesta en ambos cultivos, tal y como hemos visto

anteriormente, es distinta.

En el caso de las SMC-Ch-FO la relacion Bcel-2/Bax aumenta respecto al control.
Sin embargo, la relacion Bcl-X;/Bax permanece igual al de las SMC-C tras el

tratamiento con 25-hidroxicolesterol.

Bcl-X/Bax Bcl-2/Bax
SMC-C 0.29 0.21
SMC-Ch 0.31 0.18
SMC-Ch-FO 0.27 0.38

Tabla 16.-Efecto del 25-hidroxicolesterol sobre las proporciones de expresion de Bel Xy /
Bax y Bcl-2 / Bax en cultivo de células SMC provenientes de pollos de 20 dias. Las células
se cultivaron en DMEM al 5% de suero y se expusieron al 25-hidroxicolesterol a una

concentracion final de 20pg/ml durante 24 h.
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Respecto al nitroprusiato como productor de 6xido nitrico, se observa en la tabla
17 que origina una intensa accioén sobre las SMC-Ch, produciéndose un descenso muy
considerable tanto en la relacion Bcl-2/Bax como en la Bel-X;/Bax. Hay que destacar

que la relacion para Bel-2/Bax no disminuye para las SMC-C.

En el caso de las SMC-Ch-FO, el 6xido nitrico da lugar a una relacion Bcl-
Xi/Bax superior a las SMC-C, mientras que la relacion Bcl-2/Bax disminuye aunque en

un grado menor que para las SMC-Ch.

Bcl-X;/Bax Bcl-2/Bax
SMC-C 0.63 1.27
SMC-Ch 0.63 0.36
SMC-Ch-FO 0.9 0.5

Tabla 17. Efecto del nitroprusiato sobre las proporciones de expresion de Bel X / Bax y
Bcl-2 / Bax en células SMC provenientes de pollos de 20 dias. Las células se cultivaron en

DMEM al 5% de suero y se expusieron a una concentracion de 0,6mM durante 8h.
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J.- CUANTIFICACION DE LA EXPRESION GENICA MEDIANTE RT- PCR A
TIEMPO-REAL

Con el fin de observar los cambios de expresion génica a nivel de mRNA, se realizd
la cuantificacion mediante RT-PCR semicuantitativa a tiempo-real usando para ello

SYBR Green.

Se han estudiado los cambios de expresion a nivel de mRNA de genes implicados

en el proceso apoptotico como son bel-2, bel-Xp, c-myc y p53 y caspasa-3 en los tres

tipos de cultivo (SMC-C, SMC-Ch y SMC-Ch-FO)

La expresion se ha medido tanto a nivel basal (tratamientos in vivo), como tras la
adicion de 25-hidroxicolesterol (20 pg/ml) durante 24h y tras la incubacion con
nitroprusiato sddico como dador de 6xido nitrico (0.6 mM) durante8h (tratamientos in

Vitro).

Una vez extraido el RNA total de los distintos cultivos, se procedid a su
retrotranscripcion. EI ¢cDNA obtenido se utilizd6 para realizar los siguientes

experimentos:

J.1) Calculo de eficiencias de amplificacion y linealidad de la reaccion. Esto se
realizd con dos fines: por un lado, el de conocer el valor de eficiencia de
amplificacion para cada gen; por otro, el de conocer la zona lineal de la reaccion

y, por tanto, la concentracion Optima para la posterior cuantificacion.

J.2) Comprobacién de la especificidad de producto de PCR. Determinamos la
especificidad de nuestro producto amplificado mediante curvas de

desnaturalizacion y electroforesis de los productos obtenidos en gel de agarosa.

J.3) Cuantificacion de la expresion mediante el modelo matematico descrito por
Michael W. Pfaffl (318). Realizamos una cuantificacién relativa respecto al
control (SMC-C) y semicuantitativa respecto a la a-actina con el fin de obtener

las proporciones de expresion de cada gen en las células SMC.
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J.1.-Calculo de eficiencias de amplificacion

En la cuantificacion relativa se determinan los cambios de expresion respecto a
un gen, un estandar, el cual se debe expresar en un nivel constante y moderadamente

abundante, es decir lo que se conoce como gen estructural o housekeeping.

Para nuestro experimento hemos escogido el gen que codifica para la B-actina, la
cual es una proteina del citoesqueleto que se expresa en la mayoria de los tipos celulares

y es ampliamente utilizada en los experimentos de cuantificacion relativa.

Dado que la eficiencia de la reaccion de amplificacion de cada gen es distinta,
para poder comparar el resto de mRNA en estudio (actina, bcl-2, bel-X;, c-myc, p53,
caspasa-3) con el de la actina, es necesario conocer la eficiencia para cada uno de los

genes.

Para realizar las curvas de eficiencia de nuestro experimento de cuantificacion se
realizaron las siguientes diluciones seriadas del cDNA para cada uno de los genes

(actina, bcl-2, bel-x, c-myec, p53, caspasa-3) y se ensayo cada dilucion por duplicado:

1.-2.510":2.-5.0-10%;3.-1-10%; 4.-2:107; 5.-4-10*; 6.- 8-107.

La curva estandar se gener6 representando los valores obtenidos de Cp para cada
dilucién, frente al logaritmo del numero inicial de copias. Una vez obtenido, se calculd
la pendiente de la recta y, segun la ecuacion 6, explicada en material y métodos, se
calcul¢ la eficiencia de amplificacion. En todos los casos la eficiencia obtenida estuvo
entre 1.81 y 1.91, las cuales se consideran buenas eficiencias de amplificacion, ya que

éstas suelen estar por encima de 1.78.

Hay que destacar que dado que lo que nos interesa es la pendiente de la curva y

el grado de linealidad de la reaccion, las unidades que se empleen son arbitrarias, por
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esta razon hemos representado el valor de las diluciones, las cuales son proporcionales

al nimero inicial de copias.

A continuacion se expone el calculo de eficiencias para cada uno de los genes,

junto con la linealidad de la reaccion:
J.1.1.- Calculo de eficiencias de amplificacion para el gen de la B-actina

En la figura 33 se muestra el calculo de eficiencia para el cDNA de Actina
mediante la construccion de una recta en la que se representa el Cp de cada muestra
(diluciones seriadas) respecto al log de la cantidad inicial. La pendiente obtenida es de
1.86, la cual es una buena eficiencia de amplificacion. El rango de linealidad se puede
observar tanto en los perfiles de amplificacién de la reaccion (grafico superior), como
por el coeficiente de regresion lineal que en este caso es de 0.995. Esto nos muestra que

en todo este rango de diluciones tenemos una linealidad 6ptima.

Step 1: Baseine Step 2 Analysis |
Eo-
il

154



Resultados

30,000 -
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20,000 -
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y =-3,9322x + 12,137 10,000 -

R? = 0,9954
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E = 1oC!pendiente) 5 E =1.86

Figura 33. Curva de amplificacion y calculo de eficiencia para el gen de la B-actina. Para realizar la
curva de eficiencia se realizaron diluciones seriadas del cDNA de las SMC y se amplificé por PCR a
tiempo-real el gen de la B-actina. Se representaron los valores de Cp obtenidos en cada dilucion y se
calculo la eficiencia de amplificacion.

J.1.2.- Calculo de eficiencias de amplificacion para el gen de Bcl-2

Al igual que en el caso anterior, la figura 34 muestra el calculo de eficiencia para
el cDNA de Bcl-2 mediante la construccion de una recta en la que se representa el Cp
de cada muestra (diluciones seriadas) respecto al log de la cantidad inicial. De esta
forma, puede comprobarse como la pendiente obtenida (1.89) entra dentro del rango que
se considera como eficiencia de amplificacion muy buena. Por su parte, el rango de
linealidad se puede observar tanto en los perfiles de amplificacion de la reaccion
(grafico superior), como por el coeficiente de regresion lineal que en este caso es de
0.998. Esto nos muestra que en todo este rango de diluciones tenemos una linealidad

Optima.
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Figura 34. Curva de amplificacion y calculo de eficiencia para el gen bcl-2. Para realizar la curva de
eficiencia se realizaron diluciones seriadas del cDNA de las SMC y se amplifico por PCR a tiempo-real el

gen de la Bcl-2. Se representaron los valores de Cp obtenidos en cada dilucion y se calculd la eficiencia
de amplificacion.
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J.1.3.- Calculo de eficiencias de amplificacion para el gen de bel-Xy,

Como se puede observar, en la figura 35 se muestra el calculo de eficiencia para
el cDNA de bcl-X; mediante la construccion de una recta en la que se representa el Cp
de cada muestra (diluciones seriadas) respecto al log de la cantidad inicial. La pendiente
obtenida es de 1.9, la cual es una eficiencia de amplificacion muy buena. El rango de
linealidad se puede observar tanto en los perfiles de amplificacion de la reaccion
(grafico superior), como por el coeficiente de regresion lineal que en este caso es de
0.998. Esto nos muestra que en todo este rango de diluciones tenemos una linealidad

Optima.

Step 1: Baseline swzml
Ea- e
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Figura 35. Curva de amplificacion y célculo de eficiencia para el gen bcl-X;. Para realizar la curva de
eficiencia se realizaron diluciones seriadas del cDNA de las SMC y se amplifico por PCR a tiempo-real el
gen de la Bel-X . Se representaron los valores de Cp obtenidos en cada dilucién y se calculd la eficiencia
de amplificacion.

J.1.4.- Calculo de eficiencias de amplificacion para el gen de c-myc

En la figura 36 se muestra el calculo de eficiencia para el cDNA de c-myc
mediante la construccion de una recta en la que se representa el Cp de cada muestra
(diluciones seriadas) respecto al log de la cantidad inicial. Con respecto a la pendiente,
¢ésta ha quedado establecida en 1,91, que, al igual que en los casos anteriores, es
considerada como una eficiencia en la amplificacion muy buena. Igualmente, el rango
de linealidad se puede observar tanto en los perfiles de amplificacion de la reaccion
(gréafico superior), como por el coeficiente de regresion lineal que en este caso es de
0.995. Estos resultados nos confirman que en todo este rango de diluciones tenemos una

linealidad optima.
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Figura 36. Curva de amplificacion y célculo de eficiencia para el gen de c-myc. Para realizar la curva de
eficiencia se realizaron diluciones seriadas del cDNA de las SMC y se amplific6 por PCR a tiempo-real el
gen de la c-myc. Se representaron los valores de Cp obtenidos en cada dilucion y se calculd la eficiencia
de amplificacion.
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J.1.5.- Calculo de eficiencias de amplificacion para el gen de p53

Para el caso del cDNA de p53, en la figura 37 puede observarse el calculo de su
eficiencia mediante la construccién de una recta en la que se representa el Cp de cada
muestra (diluciones seriadas) respecto al log de la cantidad inicial. En este caso, la
pendiente obtenida es de 1.81, que igualmente es considerada como una buena
eficiencia de amplificacion. Por otro lado, el rango de linealidad se puede observar tanto
en los perfiles de amplificacion de la reaccion (grafico superior), como por el
coeficiente de regresion lineal (0.964). Todo ello nos demuestra que en todo este rango

de diluciones tenemos una linealidad 6ptima.
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Figura 37. Curva de amplificacion y célculo de eficiencia para el gen de p53. Para realizar la curva de
eficiencia se realizaron diluciones seriadas del cDNA de las SMC y se amplific6 por PCR a tiempo-real el
gen de la p53. Se representaron los valores de Cp obtenidos en cada dilucion y se calculd la eficiencia de
amplificacion.

J.1.6.- Calculo de eficiencias de amplificacion para el gen de caspasa-3

Por ultimo, en la figura 38 se muestra el calculo de eficiencia para el cDNA de
caspasa-3 mediante la construccién de una recta en la que se representa el Cp de cada
muestra (diluciones seriadas) respecto al log de la cantidad inicial. Para el caso de esta
eficiencia, la pendiente obtenida es de 1.9, la cual es una eficiencia de amplificacion
muy buena. Al igual que en los otros casos, el rango de linealidad se puede observar
tanto en los perfiles de amplificacion de la reaccion (grafico superior), como por el
coeficiente de regresion lineal (0.999). Por tanto, tenemos una linealidad 6ptima en todo

este rango de diluciones, como confirman estos resultados.

161



Resultados

| Step1: Baseline Step 2 Analysis |
Es-
a

40 ~

35 -
30 A
25 -
20 A
15

y=-3,6118x + 19,797
RZ = 0,9991 10 -

E — 10(—1 pendlente) _9 E — 1.9

Figura 38. Curva de amplificacion y calculo de eficiencia para el gen de caspasa-3. Para realizar la curva
de eficiencia se realizaron diluciones seriadas del cDNA de las SMC y se amplifico por PCR a tiempo-
real el gen de caspasa-3. Se representaron los valores de Cp obtenidos en cada dilucién y se calculd la
eficiencia de amplificacion.

En consecuencia y dado que el rango de amplificacion guarda una gran linealidad para

todos los genes y diluciones estudiados, se escogio una dilucion intermedia de todas las

estudiadas, en concreto 1/100 para los estudios de cuantificacion posteriores.
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J.2.- Comprobacion de la especificidad del producto de PCR

Para realizar la comprobacion de la especificidad del producto de PCR se llevo a

cabo el analisis de curvas de desnaturalizacion

El SYBR Green I puede unirse a subproductos de la reaccion de PCR que se
encuentran en forma de doble cadena, como son los dimeros de los cebadores, que
generan un fondo de fluorescencia. Igualmente se une a productos no especificos de la

PCR generados por condiciones subdptimas de amplificacion.

Con el sistema light Cycler es posible confirmar la identidad del producto
amplificado a través del anélisis de la curva de desnaturalizacion. Este es uno de los
programas incorporados en el software del sistema. El mismo consiste en inducir, tras
completar los ciclos de amplificacion, un aumento controlado de la temperatura dentro
de la camara térmica, detectaindose la fluorescencia a intervalos muy cortos. El
seguimiento del proceso permite observar la cinética de desnaturalizacion de la
poblacion de DNAds dentro del tubo de reaccion. Cuando el DNA empieza a
desnaturalizarse, el SYBR Green I es liberado DNAds, produciéndose un descenso
paulatino de la fluorescencia. Esto permite conocer la homogeneidad de la poblacion de
DNAds generada y la determinacion de la temperatura de desnaturalizaciéon (Tm) de las
muestras. Como cada poblacion de DNAdJs tiene su Tm especifica, este conocimiento
permite la confirmacién de la identidad del producto y la diferenciacion de los
productos inespecificos. Esto nos permite modificar los parametros de la reaccion, si
fuese necesario, y, en consecuencia incrementar la especificidad del proceso llevado a

cabo por el sistema.

Con este fin el cDNA de SMC para los genes de actina, bcl-2, bel-Xi, c-myc,
p53, caspasa-3, se amplificaron segtn el protocolo expuesto en material y métodos. Se
llevo a cabo el ciclo de desnaturalizacion, segun los pardmetros expuestos en material y
métodos y se analizaron los resultados obtenidos, los cuales se presentan a

continuacion:
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J.2.1.- Analisis de la curva de desnaturalizacion para el gen de actina

Como se puede observar en la figura 39, se muestra un solo pico que
corresponde al producto de desnaturalizacion de la actina. No se observan dimeros de
cebador, los cuales aparecerian por delante del producto especifico y la Tm del producto

esta alrededor de 87.5° C.
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Figura.39. Curva de desnaturalizacion para Actina
J.2.2.- Analisis de la curva de desnaturalizacion para el gen de bcl-2
Por su parte, en la figura 40 se puede observar un solo pico que corresponde al

producto de desnaturalizacion de bel-2. Igualmente, no se observan dimeros de cebador,

y la Tm del producto esté alrededor de 86° C.

Figura.40. Curva de desnaturalizacion para bel-2
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J.2.3.- Analisis de la curva de desnaturalizacion para el gen de bel-Xy,

En la figura 41, se puede observar igualmente un solo pico que corresponde al
producto de desnaturalizacion de bcl-Xi. Como en los anteriores casos, no se observan

dimeros de cebador. Por su parte, la Tm del producto esta alrededor de 90° C.

515-
5
E 1 ]
B0s- )
J — o ——— T e e \:
0 B
| 4 | - | ¥ | . I $ I 3 I - 1 - 1
55 60 65 85 30 95

Figura.41. Curva de desnaturalizacion para bel-Xy,

J.2.4.- Analisis de la curva de desnaturalizacion para el gen de c-myc

Como se puede observar en la figura 42, se muestra un solo pico que corresponde al
producto de desnaturalizacion de c-myc. Asi mismo, no se observan dimeros de

cebador. Con respecto a la Tm del producto, ésta se encuentra alrededor de 88.5° C.
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Figura.42. Curva de desnaturalizacion para c-myc
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J.2.5.- Analisis de la curva de desnaturalizacion para el gen de p53

En la figura 43, se observa un solo pico que corresponde al producto de
desnaturalizacién de p53. Con respecto a los posibles dimeros de cebador, estos no se

pueden observar en la figura. Por su parte, la Tm del producto esta alrededor de 92° C.
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Figura.43. Curva de desnaturalizacion para pS3

J.2.6.- Analisis de la curva de desnaturalizacion para el gen de caspasa-3

Finalmente, para el caso de la caspasa-3, los resultados se muestran en la figura
44. En la misma, se observa un solo pico que corresponde al producto de
desnaturalizacion de este gen. No se observan dimeros de cebador. Con respecto a la

Tm del producto, ésta se ha situado alrededor de 88.5° C.

_ Temperstuwe (C)

Figura.44. Curva de meeting para caspasa-3
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J.3.- Cuantificacion relativa de la expresion génica para los genes bcl-2, bel-Xj., c-

myc, p53. caspasa-3

La cuantificacion relativa se basa en la expresion relativa de un gen problema
respecto a un gen de referencia. De esta manera se obtiene una proporcion de expresion

relativo, lo que nos permite investigar los cambios fisiologicos en la expresion génica.

El gen de referencia suele ser de expresion constante, lo que se conoce como gen
estructural o housekeeping. Estos suelen estar presentes en todos los tipos celulares, ya
que son necesarios para las funciones basicas de la célula. El problema es que se ha
visto que estos genes estan regulados y que pueden variar bajo determinadas

condiciones experimentales.

Por esta razon se Michael W. Pfaffl (318) ha desarrollado un método matematico
de cuantificacion basado Uinicamente en los incrementos de Cp de la muestra respecto al
control y en las eficiencias de amplificacion. Los incrementos del gen problema son
normalizados con los incrementos respecto al gen de referencia (housekeeping). De esta
manera se corrigen las variaciones que este pueda sufrir por las condiciones

experimentales.

Ademas de este nivel de control general, se afiaden diversos puntos de control con
el fin de estandarizar cada reaccién, como son las variaciones que se pueden producir
por la integridad del RNA, la eficiencia de la RT, o las pequefias variaciones en la

cantidad de DNA carga en los capilares.

Los ¢cDNA del gen de referencia B-actina y de los genes a estudiar ( bcl-2, bel-X,
c-myc, p53, caspasa-3), de los distintas muestras de cultivos procedentes de los
tratamientos in vivo: SMC-C, SMC-Ch, SMC-CH-FO, ¢ in vitro: SMC-C, SMC-Ch,
SMC-CH-FO tratadas con 25-hidroxicolesterol y SMC-C, SMC-Ch, SMC-CH-FO
tratadas con nitroprusiato se diluyeron previamente 1/100, teniendo en cuenta los datos

obtenidos para la linealidad en las curvas de eficiencia. Se amplificaron segin el
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protocolo expuesto anteriormente, y se obtuvieron los resultados de Cp para cada

muestra y gen.

Con estos valores de Cp y los de eficiencias se aplico la formula descrita por
Michael W. Pfaffl y expuesta como Ec.7 en Material y Métodos. Los resultados
obtenidos como proporciones de expresion respecto al control se describen a

continuacion:

J.3.1.- Analisis de la expresion de bcl-2 en SMC-C, SMC-Ch y SMC-CH-FO a nivel

basal, tras la adicion de 25-Hidroxicolesterol y nitroprusiato

Como se puede observar en la figura 44, a nivel basal la expresion de bcl-2
parece estar ligeramente disminuida para las SMC-Ch, mientras que para las SMC-CH-

FO, se encuentra ligeramente aumentada.

La adicion de 25-hidroxicolesterol provoca un aumento en la expresion de bel-2

en los tres tipos celulares, especialmente en las SMC-Ch.
La accion del nitroprusiato como donador de 6xido nitrico provoca una ligera

disminucion en los niveles de bcl-2 para las SMC-Ch y SMC-Ch-FO. Por el contrario

para las SMC-C, se produce un ligero aumento.
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Figura 44. Andlisis de las proporciones de expresion para el mRNA de bcl-2 mediante PCR a tiempo-
Real, tanto a nivel basal (C,Ch,Ch-FO); tras la adicion de 20pg/ml de 25-hidroxicolesterol durante 24
horas(C25-OHCol, Ch 25-OHCol, Ch-FO 25-OHCol); y de 0,6mM de Nitroprusiato durante 8 horas (C
NO, Ch NO,Ch-FO NO).Los resultados estan expresados respecto al control (SMC-C).

C Ch Ch-FO C-25 Ch-25 Ch-FO-25 C-NO Ch-NO Ch-FO-NO

1,00 0,99 1,16 2,07 2,44 2,06 1,19 0,88 0,81

Tabla 18. Datos representados en la figura 44.

J.3.2.- Analisis de la expresion de bcl-X;, en SMC-C, SMC-Ch y SMC-CH-FO a

nivel basal, tras la adicion de 25-Hidroxicolesterol y nitroprusiato

A nivel basal no se aprecian grandes diferencias, aunque nuevamente

encontramos que para las SMC-Ch la expresion de bel-Xp estd ligeramente disminuida.

Al adicionar 25-hidroxicolesterol aumenta notablemente la expresion en los tres

tipos de cultivo, especialmente para SMC-C y SMC-Ch-FO. Aunque a nivel de
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proteinas se produce una disminucidn, la explicacion podria ser la misma que para bcl-

2.

La accion de 6xido nitrico provoca una disminucion en los niveles de bcl-Xi.

Esta disminucion es especialmente significativa para las SMC-Ch.
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Figura 45. Analisis de las proporciones para el mRNA de expresion de bel-X; mediante PCR a tiempo-

Real, tanto a nivel basal (C,Ch,Ch-FO); tras la adicion de 20pug/ml de 25-hidroxicolesterol durante 24
horas (C25-OHCol, Ch 25-OHCol, Ch-FO 25-OHCol); y de 0,6mM de Nitroprusiato durante 8 horas (C

NO, Ch NO,Ch-FO NO). Los resultados estan expresados respecto al control (SMC-C).

Cc Ch Ch-FO C-25 Ch-25

Ch-FO-25

C-NO

Ch-NO Ch-FO-NO

1,00 0,85 1,02 2,31 2,16

Tabla 19. Datos representados en la figura 45.

2,31

0,81

0,65 0,88

J.3.3.- Analisis de la expresion de c-myc en SMC-C, SMC-Ch y SMC-CH-FO a

nivel basal, tras la adicion de 25-Hidroxicolesterol y nitroprusiato

A nivel basal no se aprecian grandes diferencias de expresion, aunque se muestra

una cierta elevacion en los niveles de c-myc para SMC-Ch-FO.

170



Resultados

El 25-hidroxicolesterol provoca un gran incremento en la expresion de c-myc
especialmente para SMC-Ch y menor para las SMC-Ch-FO. Este aumento se produce
también tras la adicion de o6xido nitrico, especialmente para las SMC-C. Sin embargo,

se produce en menor nivel para las SMC-Ch y atin menor para las SMC-Ch-FO.
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Figura 46. Analisis de las proporciones de expresion para el mRNA de c-myc mediante PCR a tiempo-
Real, tanto a nivel basal (C,Ch, Ch-FO); tras la adicion de 20pg/ml de 25-hidroxicolesterol durante 24
horas (C25-OHCol, Ch 25-OHCol, Ch-FO 25-OHCol); y de 0,6mM de Nitroprusiato durante 8 horas (C
NO, Ch NO, Ch-FO NO). Los resultados estan expresados respecto al control (SMC-C).

C Ch Ch-FO C-25 Ch-25 Ch-FO-25 C-NO Ch-NO Ch-FO-NO
1,00 0,98 1,16 2,88 3,03 2,46 2,81 2,49 1,86

Tabla 20. Datos representados en la figura 46.
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J.3.4.- Analisis de la expresion de pS3 en SMC-C, SMC-Ch y SMC-CH-FO a nivel

basal, tras la adicion de 25-Hidroxicolesterol y nitroprusiato

A nivel basal hay que destacar que p53 se encuentra elevado para las SMC-Ch-
FO.

Con respecto al 25-hidroxicolesteol, este provoca un gran aumento en los tres
tipos de cultivo. Sin embargo el o6xido nitrico provoca una elevacion discreta en los
niveles de p53, especialmente para las SMC-Ch en las cuales casi no varia la expresion

respecto al nivel basal.
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Figura 47. Analisis de las proporciones de expresion para el mRNA de p53 mediante PCR a tiempo Real,
tanto a nivel basal (C,Ch, Ch-FO); tras la adicion de 20ug/ml de 25-hidroxicolesterol durante 24 horas

(C250HCol, Ch 250HCol, Ch-FO 250HCol); y de 0,6mM de Nitroprusiato durante 8 horas (C NO, Ch
NO, Ch-FO NO).Los resultados estan expresados respecto al control (SMC-C).

Cc Ch Ch-FO C-25 Ch-25 Ch-FO-25 C-NO Ch-NO Ch-FO-NO

1,00 1,00 1,58 2,92 2,83 3,06 1,34 1,12 1,41

Tabla 21. Datos representados en la figura 47.
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J.3.5.- Analisis de la expresion de caspasa-3 en SMC-C, SMC-Ch y SMC-CH-FO a

nivel basal, tras la adicion de 25-Hidroxicolesterol y nitroprusiato

Como se puede observar en la figura 48, a nivel basal la expresion de caspasa-3
es muy similar en los tres tipos de cultivos aunque parece estar ligeramente disminuida

para las SMC-Ch.

Al adicionar 25-hidroxicolesterol se provoca un gran aumento en la expresion de
caspasa-3 en los tres tipos celulares, especialmente en las SMC-C y menor para las

SMC-Ch.

La accion del nitroprusiato como donador de 6xido nitrico provoca una ligera

disminucioén en los niveles de caspasa-3 en las SMC, especialmente para las SMC-Ch.
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Figura 48. Analisis de las proporciones de expresion para el mRNA de caspasa-3 mediante PCR a
tiempo-Real, tanto a nivel basal (C, Ch, Ch-FO); tras la adiciéon de 20pg/ml de 25-hidroxicolesterol
durante 24 horas (C250HCol, Ch 250HCol, Ch-FO 250HCol); y de 0,6mM de Nitroprusiato durante 8
horas (C NO, Ch NO, Ch-FO NO). Los resultados estan expresados respecto al control (SMC-C).

Cc Ch Ch-FO C-25 Ch-25 Ch-FO-25 C-NO Ch-NO Ch-FO-NO

1,00 0,90 0,95 2,21 1,89 2,02 0,90 0,76 0,87

Tabla 22.-. Datos representados en la figura 48
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DISCUSION

K.1. Modelo celular de aterosclerosis experimental temprana SMC-C/SMC-Ch vy
SMC-Ch-FO

Las SMC sufren alteraciones relacionadas con la proliferacion y la apoptosis, tanto en
la remodelacion fisiologica de los vasos, como en enfermedades del tipo aterosclerosis y
restenosis (156). La proliferacion de células vasculares, junto con la muerte celular
programada, la migracion y la renovacion de la matriz extracelular, contribuyen a los
cambios de la arquitectura vascular en el desarrollo y en la enfermedad (99, 152, 153)
Por otra parte, situaciones como la hiperlipemia alteran la expresion de genes en las
células endoteliales y SMC lo cual induce lesiones aterosclerdticas en las que la
proliferacion y la apoptosis coexisten (152-154). La desdiferenciaciéon y
proliferacion/apoptosis de las SMC en la intima arterial es uno de los cambios
encontrados en las lesiones aterogénicas tempranas cuando la enfermedad es todavia

reversible (123, 124).

El colesterol de la dieta es uno de los factores de riesgo que pueden iniciar estos
cambios (124). En este sentido, se ha descrito que el pollo alcanza facilmente una
hipercolesterolemia con una dieta rica en colesterol y que ésta produce lesiones
ateroscleroticas en determinadas aves de corral (323-325). En nuestro laboratorio, el
pollo hipercolesterolémico ha sido ampliamente utilizado como modelo experimental,
por lo que conocemos bien el metabolismo lipidico de estos animales y la regulacion a
nivel de distintas enzimas relacionadas con el metabolismo del colesterol (326-329), asi

como la reversion de la hipercolesterolemia con el cambio en la dieta (330, 331).

Estudios preliminares realizados en nuestro laboratorio, han demostrado que 20 dias
de tratamiento con una dieta enriquecida con un 5 % de colesterol, es suficiente no solo
para provocar una hipercolesterolemia, sino que ademas da lugar a la formacién de
depositos de lipidos en las arterias principales similares a las estrias lipidicas de los
primeros estadios de la aterosclerosis (285). Sin embargo, manteniendo esa dieta solo
10 dias, no se observan placas ateromatosas mediante microscopia electrénica. Aun asi,

las células de musculo liso arterial obtenidas y cultivadas (SMC-Ch), muestran
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diferencias tanto en la proliferacion como a nivel molecular con respecto a las SMC-C,
obtenidas de pollos alimentados con dieta control. Asi, las diferencias entre los cultivos
SMC-C y SMC-Ch respecto a la sintesis de DNA, RNA, proteinas y lipidos asi como la
actividad y expresion del gen de la HMG-CoA reductasa, son significativas y propician

un modelo celular de aterosclerosis muy temprana (285).

En nuestro laboratorio nos hemos interesado por el estudio de los eventos moleculares
que ocurren en las células vasculares de musculo liso durante los primeros estadios de la
aterosclerosis, cuando todavia no se observa la placa ateromatosa al microscopio
electronico. Para ello se desarrolld el modelo celular de aterosclerosis experimental
temprana citado, que se basa en el estudio de los cambios experimentados a nivel
molecular en las células SMC-Ch en relacion con las SMC-C (311, 321). También,
hemos estudiado los posibles efectos de reversion tras sustituir la dieta de colesterol por
otra enriquecida en aceite de pescado, la cual tiene propiedades antiaterogénicas

(297,301).

El desarrollo de nuestro modelo celular, tiene entre otras, dos ventajas fundamentales:

« Nos permite comprobar in vitro cambios a nivel genético y molecular
provocados por el colesterol de la dieta in vivo. De este modo, al
mantener paralelamente y en las mismas condiciones de cultivo las
células SMC-C y SMC-Ch, cualquier diferencia encontrada entre ambos
cultivos solo puede deberse a la dieta rica en colesterol y a la
transformacion que ésta haya podido provocar en las SMC vasculares en
las primeras etapas del proceso aterogénico ya que el estrés proliferativo
ha sido el mismo en ambos tipos de cultivos. Como la obtencion de las
células la realizamos antes de la formacion de las placas ateromatosas, el
modelo experimental celular es de aterogénesis muy temprana, con todas
las ventajas que esto supone para los estudios a nivel de mecanismos
moleculares y genéticos, que disparan la transformacion o
desdiferenciacion de las SMC por el colesterol de la dieta. De igual
manera ocurre con las SMC-Ch-FO, en las que las diferencias
encontradas en la expresion de genes entre SMC-Ch y SMC-Ch-FO se

deberan tnicamente al cambio de la dieta enriquecida con colesterol por
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la dieta enriquecida en aceite de pescado en el animal y, por tanto, in

Vivo.

« Por otro lado nos permite investigar in vitro los cambios que provocan
sustancias presentes en una aterosclerosis temprana, como pueden ser
productos derivados de la oxidacion del colesterol y muchos otros
factores como sustancias vasoactivas y citoquinas las cuales son
producidas por las SMC durante el proceso aterosclerdtico. Ademas de
conocer la repuesta de los distintos cultivos SMC-C, SMC-Ch y SMC-

Ch-FO ante los tratamientos in vitro.

Durante el desarrollo de la presente memoria de tesis doctoral, dentro de la linea de
investigacion seguida por nuestro laboratorio, nos ha interesado investigar, por una
parte y mediante estudios in vivo, los cambios que provoca una dieta de colesterol sobre
la apoptosis y proliferacion de los distintos cultivos SMC y conocer si estos cambios
revierten al suprimir la dieta de colesterol y sustituirla por una dieta rica en aceite de
pescado. Por otra parte, y mediante estudios in vitro, investigar los cambios que
provocan sustancias presentes en una aterosclerosis temprana como son el 25-
hidroxicolesterol y 6xido nitrico sobre la proliferacion y la apoptosis de los distintos

cultivos SMC-C, SMC-Ch y SMC-Ch-FO.

K.2. Analisis de la proliferacion celular en cultivos SMC-C, SMC-Ch y SMC-Ch-
FO

Antes de iniciar los estudios de apoptosis en las SMC, realizamos un estudio
preliminar del estado proliferativo de los cultivos SMC-C, SMC-Ch y SMC-Ch-FO
mediante el estudio del ciclo celular por citometria de flujo y de actividad de la fase S
por incorporacion de BrdU. Esto se realizd con el fin de aportar nuevos datos a la
caracterizacion de los tres tipos de cultivo que nos permitieran la estandarizacion de los
experimentos, asi como la obtencion de informacidn sobre el estado proliferativo de las

células.
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Como hemos visto extensamente en los capitulos de introduccion, muchos de los
genes implicados en el proceso de proliferacion tienen un doble papel al estar
implicados también en la PCD (11, 12, 159, 182). Esto demuestra lo intimamente
relacionados que estan estos dos procesos. Este doble papel se interpreta como un doble
control celular en el sentido de que las células que tienen lesiones oncogénicas son mas
sensibles a los estimulos apoptoticos (9), con lo cual, aunque escapen al control del
ciclo celular, como ocurre con las células cancerigenas, seria mas facil deshacerse de
ellas; excepto en el caso en que los genes de la maquinaria apoptética estén mutados lo

cual seria altamente tumorogénico (10).

Las SMC, sufren alteraciones relacionadas con la proliferacion y la apoptosis,
tanto en la remodelacion fisiologica de los vasos, como en enfermedades del tipo
aterosclerosis y restenosis (156). Asi, uno de los principales eventos en la formacion de
la placa aterosclerética es la desregulacion del equilibrio proliferacidn/muerte celular a
favor de la proliferacion de las SMC en los estados iniciales, y de la muerte celular en

los estados avanzados.

Sin embargo, existen evidencias de que en la aterosclerosis temprana existe
apoptosis y que esta positivamente ligada a la proliferacion celular (161, 171). En este
sentido, estudios in vitro muestran que las SMC proliferativas, tal y como ocurre en la
aterosclerosis, muestran mas apoptosis que aquellas que no son proliferativas, aunque
las SMC tanto en humanos como en aterosclerosis experimentales muestran unos
valores de replicacion muy bajos (162). Esto quiere decir que un leve incremento en el
nivel de apoptosis de las SMC puede llevar a una disminucion dréstica del contenido en

SMC en la vasculatura.

Por todo esto es necesario el estudio de la proliferacion de los distintos cultivos

SMC-C, SMC-Ch y SMC-Ch-FO antes del estudio apoptético.

Los estudios realizados tanto para el andlisis del ciclo celular como para la
actividad de la fase S, se llevaron a cabo con medio completo por dos razones: en
primer lugar por la dificultad para sincronizar adecuadamente los cultivos SMC (321);

en segundo lugar, debido a que todos los experimentos posteriores se iban a realizar con
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células no sincronizadas para no dafarlas, ya que los métodos de sincronizacion pueden

ser agresivos para las células y hacerlas mas susceptibles a los estimulos apoptoéticos.

Los cultivos SMC-Ch procedentes de pollos alimentados con dieta enriquecida
en colesterol durante 20 dias, muestran un porcentaje ligeramente mayor de células en
fase S, tanto en los estudios de incorporacion de BrdU como en el analisis del ciclo
celular (figuras 6, 7, 8, 9). Ademas, los valores en G2/M para SMC-Ch, permanecen
por encima de los valores para SMC-C de forma global a lo largo del tiempo de analisis,
indicando que el estado proliferativo de los cultivos SMC-Ch es mayor que para los
SMC-C. Esto estd en consonancia con los resultados obtenidos en nuestro laboratorio
en los cuales las SMC-Ch muestran una sintesis de DNA superior a las SMC-C (285) y
con los datos de cultivos SMC obtenidos directamente de placas ateroscleroticas

humanas (332), al igual que otros modelos de aterosclerosis experimentales (333).

Por tanto, el colesterol de la dieta induce la proliferacion en los cultivos SMC
procedentes de la media de arterias de pollos alimentados con dieta de colesterol. Esto
podria implicar que estas SMC han sufrido una modulacion de su fenotipo debido al
cambio en la expresion de genes que les permite una mayor y mas rapida capacidad de
proliferacion tal y como ocurriria en los estados iniciales del proceso aterosclerdtico
(105, 123). Al eliminar la dieta de colesterol y sustituirla por una dieta rica en aceite de
pescado, las SMC-Ch-FO procedentes de estos animales, muestran unos valores de
proliferacion intermedios, lo cual esta en consonancia con los estudios que muestran
que el aceite de pescado disminuye los indices de proliferacion en la adventicia y en la
media, pero no parece afectar a la distribucion en la apoptosis, es decir, el nimero de

SMC disminuye no por muerte sino porque dejan de proliferar (303).

En este punto hay que hacer notar que en nuestro modelo experimental celular
las SMC cultivadas proceden de la media y no de la intima, lo cual implica que los
cambios observados en ellas no pueden ser tan evidentes como los cambios que se
producen en la intima arterial en un proceso aterosclerdtico mas avanzado. Sin
embargo, a pesar de ser células que todavia no han emigrado a la intima, puesto que

proceden de una aterosclerosis temprana, si han debido experimentar cambios a nivel



Discusion

genético que se manifiestan cuando estan en cultivo, ya que muestran diferencias en la

proliferaciéon al compararlas con las SMC procedentes de animales con dieta control.

K.3. Citotoxicidad v viabilidad celular

El estudio de viabilidad celular nos ha permitido por un lado, determinar a qué
concentraciones Optimas hemos de utilizar los tratamientos in vitro de 25-
hidroxicolesterol y nitroprusiato para conseguir muerte celular. Por otro lado,
determinar si existe alguna diferencia en la respuesta citotdoxica de distintos tipos de

cultivos de SMC, asi como establecer las diferencias entre 10 y 20 dias de tratamiento.

Hay que destacar que los ensayos de citotoxicidad por MTT proporcionan una
medida de la actividad metabdlica, lo cual estd intimamente relacionado con el numero
de células vivas, pero no nos da informacidon acerca de porqué se estdn muriendo las

células.

Los oxiesteroles constituyen una familia de componentes naturales tanto de
animales como de plantas (214). Las fuentes de oxiesteroles son la dieta y la oxidacion
del colesterol en el propio organismo, fundamentalmente por peroxidacion del
colesterol presente en las LDL plasmaticas. Uno de sus acciones mas importantes es
contribuir al desarrollo de la aterosclerosis (209-212), ya que son capaces de inhibir la
proliferacién e inducir apoptosis en determinados tipos celulares y en especial en las

SMC (214-218).

En este estudio hemos comprobado como el 25-hidroxicolesterol disminuye la
viabilidad celular tanto en SMC procedentes de pollos alimentados durante 10 dias,
como de pollos alimentados durante 20 dias sin grandes diferencias, y que alrededor de
20pg/ml provoca el 50% de muerte celular (fiuras 10, 12). Podemos destacar que entre
los distintos cultivos SMC, las SMC-Ch-FO, muestran valores de viabilidad mayor, lo
cual nos mostraria una cierta resistencia al tratamiento con oxiesteroles en comparacion

con la respuesta de cultivos SMC-C y SMC-Ch.
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Hay que sefalar que los estudios de citotoxicidad con el 25-hidroxicolesterol
sobre las células SMC presentan resultados muy variables. Nosotros apuntamos a que
uno de los factores criticos puede ser el etanol afiadido en el medio de cultivo para
disolver el oxisterol, que en los estudios diferentes varian entre el 0,1% y el 1%. El
porcentaje de etanol por supuesto no debe ser toxico para las células y en este sentido
nosotros hemos usado un porcentaje del 0,8%, ya que en estudios realizados
previamente en nuestro laboratorio se comprobo que no era toxico para las SMC en
cultivo. En cualquier caso el factor limitante, como hemos dicho previamente, es la
cantidad de etanol en si, ya que éste, como vehiculo, aumenta la habilidad del 25-

hidroxicolesterol para penetrar a través de la membrana celular (334).

A efectos de los resultados obtenidos con el 25-hidroxicolesterol, en relacion a
los experimentos de deteccion apoptdtica, andlisis de proteinas y genes apoptdticos en
los distintos cultivos SMC, se escogid la concentracion de 20 pg/ml, ya que es aquella
en la que se produce alrededor de un 50% de viabilidad celular y en la que se suele

presentar mayores diferencias entre los distintos cultivos SMC.

Respecto al efecto del 6xido nitrico, se conoce su capacidad tanto de inducir
como de inhibir la apoptosis en las SMC (237-239). La generacion de NO se puede
obtener fArmacologicamente a través de la adiccion de farmacos liberadores de NO, o
bien de una forma endogena mediante la induccion de la iNOS. Entre los donadores de
NO mas habituales destaca el nitroprusiato sédico (SNP) y el S-nitroso-N-
acetilpenicilinasa (SNAP). Ambos son potentes vasodilatadores que inhiben la

proliferacion e inducen la apoptosis de las SMC en cultivo (243).

En nuestro estudio hemos evaluado la accion del SNP como donador de NO
sobre los distintos cultivos SMC (figuras 14 y 15). La accion del SNP es més acusada
sobre los cultivos SMC-20 dias. Nuevamente, las mayores diferencias aparecen para las
SMC-Ch-FO. Lo que nos muestra una proteccion de las SMC derivadas de pollos
alimentados con dieta de colesterol y posteriormente sustituida por una dieta rica en
aceite de pescado, mientras que, al menos a concentraciones bajas, las SMC-Ch
muestran menor viabilidad tras el tratamiento con SNP. Tanto los resultados en SMC-C
como en SMC-Ch pueden relacionarse con las diferencias en el estado redox de la

célula, lo cual parece ser el factor determinante (164, 238). En este sentido hemos
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descrito, en los antecedentes, que el aceite de pescado tiene una fuerte accion sobre la
activacion de enzimas antioxidantes (303-307), y también que la exposicion de SMC a

oxLDL lleva asociado una rapida generacion de ROS.

Los resultados obtenidos con nitroprusiato, en los experimentos de deteccion
apoptotica, de andlisis de proteinas y genes apoptoticos en los distintos cultivos SMC,
se realizaron a la concentracion de 0.6 mM, ya que es la concentracion con la que se
produce alrededor de un 50% de viabilidad celular y en la que se suele presentar

mayores diferencias entre los distintos cultivos SMC.

K.4. Deteccion de apoptosis en cultivos SMC

Cuando una célula recibe sefiales de muerte apoptotica, se producen una serie de
cambios (4): encogimiento celular y pérdida del contacto con células vecinas;
exposicion al exterior de la membrana plasmatica de fosfatidilserina, que, en
condiciones normales se encuentra en la cara interna de la membrana; la membrana
plasmatica comienza a tener circunvoluciones y adquiere la apariencia vesicular
caracteristica; condensacion de la cromatina y su acumulacion en la periferia del ntcleo;
desintegracion del nucleolo en particulas osmidfilas; fragmentacion nuclear por parte de
endonucleasas endogenas, las cuales rompen el DNA en fragmentos
oligonucleosomales de entre 180-200pb, lo que produce el caracteristico patrén de DNA
en escalera;. y finalmente, como resultado de las grandes invaginaciones, se producen
los llamados cuerpos apoptoticos. Si son células en cultivo, suelen hincharse y

destruirse, a esto se le conoce como apoptosis secundaria o falsa necrosis (4).

En este estudio hemos utilizado la deteccion morfoldgica de la apoptosis en los
cultivos SMC (figura 16, 17, 18), no con fines cuantitativos sino uUnicamente
cualitativos. Asi en las fotografias de la figuras 17 y 18 se puede concluir que tanto la
accion del 25-hidroxicolesterol como del nitroprusiato provocan cambios morfologicos
tipicos de una muerte por apoptosis, siendo evidentes la reduccion en general del
tamafio celular, la formacion de las circunvoluciones de membrana externa y la

formacion de los cuerpos apoptdticos descritos anteriormente.
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Para la cuantificacién de la apoptosis en los cultivos SMC, se eligi6 una de las
caracteristicas apoptdticas descritas anteriormente como es la pérdida de la asimetria de
membrana, ya que es un fendmeno que parece ser universal en el proceso apoptotico.
Esto no ocurre con otras técnicas tan caracteristicas como el analisis de DNA en
escalera, ya que este patron no es visible en todos los tipos celulares porque depende de
que la rotura se produzca en las dos cadenas y del grado de fragmentacion (4). Igual
situacion nos encontramos con la técnica TUNEL que puede dar falsos positivos cuando

la sintesis de RNA es abundante o por “splicing”(335).

En este estudio las células SMC de los diferentes cultivos que estan sufriendo
apoptosis se detectaron marcando las células con Anexina V-FITC (figuras 22, 23).
Esta se une a los restos de fosfatidilserina expuestos al exterior por la perdida de
asimetria de su membrana. Para distinguir las células de una situacion necrdtica se
tifien también con IP, el cual entrard en las células que hayan perdido la integridad de la

membrana tal y como ocurre en las células necroticas.

Las SMC a nivel basal presentan indices muy bajos de apoptosis, los cuales se
identifican con el porcentaje de muerte normal que sufren las células cuando estdn en
cultivo. Estos datos son normales de acuerdo con otros estudios en los que se muestra
como las células SMC de la media, incluso provenientes de una placa aterosclerotica, no
muestran apoptosis al cultivarlas, al contrario de lo que ocurre con las SMC de la intima
(160). Incluso en lesiones aterosclerdticas tempranas, las células de la media que van a
ser las que proliferen y migren y, en definitiva, las que modulen su fenotipo, estan
protegidas en cierta forma contra la apoptosis (163). Otra posible explicacion es que
esto s6lo sea un reflejo de que el balance proliferacion/apoptosis caiga del lado de la

proliferacion y minimice la muerte de las SMC.

La accioén del 25-hidroxicolesterol (figura 22), provoca un gran incremento en el
porcentaje de células apoptoticas, tanto en apoptosis tardia como temprana, pero esta
accion es especialmente significativa para las SMC-Ch lo cual indica que una dieta de
colesterol durante 20 dias provoca cambios en las SMC que las hace mas susceptibles a
la apoptosis. Esto puede ser consecuencia del acimulo de lipidos en las SMC, de hecho
hay evidencias de que en la aterosclerosis temprana existe este acumulo y que esta

positivamente ligado a la proliferacion celular (161, 171). Por el contrario las SMC-Ch-
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FO muestran los niveles de apoptosis mas bajos, lo cual responde por un lado al hecho
de que en animales con placas ateroscleroticas experimentales se revierte el proceso si
se les elimina la dieta lipidica (164), y por otro nos indica un papel protector del aceite
de pescado frente a la apoptosis mediada por 25-hidroxicolesterol, ya que los niveles de

apoptosis son mas bajos atn que los de SMC-C.

La accion del 6xido nitrico (figura 23) mediante la incubacion con nitroprusiato,
muestra importantes diferencias entre los cultivos SMC, ya que induce apoptosis en los
tres tipos de cultivos SMC, pero en las SMC-Ch es cuatro veces superior que en las
SMC-C. Esto responde a la observacion de que la accion de NO depende
fundamentalmente del estado redox de la célula (164, 238). Ademas, en concreto en las
SMC, la accion del NO es radicalmente distinto dependiendo del fenotipo que expresen
las SMC. De esta forma, las SMC contractiles, a las que denominan SMC de fenotipo
arremolinado o “swliring”, son relativamente resistentes a la apoptosis inducida por NO,
lo cual es consecuente con su papel estructural dentro del vaso. Por otra parte, las de
fenotipo sintético (SMC de fenotipo epiteloide) muestran una respuesta apoptotica al
NO muy superior (243). Una vez mas encontramos que las SMC-Ch-FO se encuentran

en una situacion intermedia, lo cual nos indica una cierta reversion del proceso.

Es muy importante sefialar, que tal y como se puede observar en las citometrias
de las figuras 20 y 21, los porcentajes de necrosis son muy altos, especialmente por la
accion del nitroprusiato sobre los cultivos SMC. De todas formas hay que destacar que,
las células con necrosis secundaria también se marcan con IP. Como no existen
mardfagos capaces de fagocitar las células y/o cuerpos apoptoticos, éstas van a sufrir
una necrosis que se conoce como necrosis secundaria al proceso apoptotico, aunque no
haya sido un proceso de necrosis la primera causa para morir, sino de apoptosis (4).
Por otro lado seria necesario disminuir los tiempos de exposicion y/o las
concentraciones de o0xido nitrico o sea, de nitroprusiato, para determinar si lo expuesto
anteriormente es la inica causa de que aparezca necrosis, o bien si la muerte celular que
se esta produciendo no es unicamente apoptosis sino también necrosis, ya que se sabe

que estos dos fenomenos pueden coexistir.
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K.5. Analisis de la expresion de proteinas mediante “western-blot”

Los miembros de la familia Bcl-2 interactian de una forma dinamica para
regular la apoptosis (41, 43). Bcl-2 bloquea la induccién apoptdtica de una gran
variedad de estimulos, mientras que Bax puede heterodimerizar con Bcl-2 y bloquear su
accion antiapoptoética. Por tanto, la relacion en los niveles de expresion entre Bel-2/Bax
determina si la célula va a sufrir apoptosis o no tras un estimulo apoptotico. Cuando
Bcl-2 estd en exceso, las células estan protegidas de la muerte celular, sin embargo
cuando Bax esta en exceso la célula esta evocada a la apoptosis. Bax también tiene la
habilidad de heterodimerizar con Bcl- X, por lo cual un balance entre los dos también

es necesario para la induccion o represion del estimulo apoptético.

En nuestro modelo experimental celular (tabla 15), podemos observar que las
SMC procedentes de pollos hipercolesterolemicos con 20 dias muestran una
disminucién en la proteina Bcl-2, mientras que Bax permanece practicamente igual pero
ligeramente superior en las SMC-Ch. Por tanto, la relaciéon Bcl-2/Bax disminuye
(alrededor de un 40%), sin embargo la relacion Bcel-X;/Bax es igual para ambos, lo cual
indica que hay una predisposicion mayor a la apoptosis en las SMC procedentes de
pollos tratados con colesterol. Estos resultados serian consecuentes con los estudios
donde se demuestra que Bax se expresa de una forma similar en las SMC con fenotipo
sintético y contractil. En cambio, Bcl-2 no se expresa en las de fenotipo sintético y si lo
hace en las de fenotipo contractil (166). Por tanto se postula que Bcl-2 puede ser

reprimido a lo largo de la modulacion del fenotipo contractil a sintético (166).

La modulacion del fenotipo contractil a sintético en las células musculares lisas de la
intima arterial es uno de los cambios encontrados en las lesiones aterosclerdticas
tempranas, cuando la enfermedad es todavia reversible. Estas células de fenotipo
sintético en cultivo se muestran desdiferenciadas, muy proliferativas y productoras de
abundante matriz extracelular (124, 169, 170). El colesterol de la dieta es uno de los
factores que pueden iniciar estos cambios y en este sentido en nuestro laboratorio se ha
comprobado la transformacion de las SMC por la dieta de colesterol, resultando ser mas
proliferativas, aumentando la produccion de matriz extracelular y acumulando el doble

de colesterol intracelular (285).
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En el caso de aumento en la expresion de Bax se ha visto que las células que se
encuentran en una estria lipidica muestran depdsitos de lipidos, los cuales se presentan en
pequefias vacuolas en el citoplasma (165-167). Estas células mas tarde derivaran en lo
que se conoce como células espumosas (164, 290). Tanto unas como otras muestran una
alta expresion de Bax, asi, aunque en nuestras células el aumento no sea realmente
significativo, si que puede ser indicativo de que los niveles de Bax van a ir aumentando,
ya que podemos estar, en consecuencia con lo anterior, en un estadio ain temprano y

reversible.

Respecto a las SMC-Ch-FO, se encuentra un aumento muy significativo en la
relacion Bcl-Xp/Bax, mientras que la relacion Bcel-2/Bax disminuye, aunque no tanto
como en las SMC-Ch, lo que indicaria una cierta resistencia a la apoptosis. Por tanto, la
sustitucion de la dieta de colesterol por una dieta con aceite de pescado no solo
revertiria los efectos del colesterol si no que ademas protegeria a las SMC de los

estimulos apoptdticos.

Con relacion al efecto del 25-hidroxicolesterol (tabla 16), se observa una marcada
elevacion de los niveles de Bax para los tres tipos celulares. Sin embargo la relacion
antiapoptotica/proapoptdtica no varia especialmente entre SMC-C y Ch. No obstante,
aunque la relacion no varie, la respuesta en ambos cultivos es distinta puesto que Bel-Xp
aumenta para las SMC-C y permanece igual para las SMC-Ch, mientras que Bcl-2

permanece igual para las SMC-C y SMC-Ch.

En estos cultivos, hay un aumento total de Bax, por tanto, existe una induccioén
transcripcional. En esto es importante sefialar a P53 como inductor de Bax (245, 246),
ademads, recientemente p53 ha sido relacionado con el metabolismo celular del
colesterol libre (290). Sin embargo diversos estudios muestran que la apoptosis en la
aterosclerosis producida por la adiccion de determinados oxiesteroles, es independiente
de p53, pero si depende de p21, el cual es un mediador corriente debajo de p53. En este
sentido se ha visto que la sobreexpresion de p21 da lugar a un incremento significativo
de Bax, sin ningn efecto sobre Bcl-2 (187, 234). No obstante el papel de p53 y p21
estdn en controversia y seria necesario comprobar su expresion en nuestro modelo

experimental.
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En el caso de las SMC-Ch-FO, la relacion Bel-2/Bax aumenta respecto al control,
sin embargo, la relacion Bcl-X;/Bax permanece igual a la observada en las SMC-C tras
el tratamiento con 25-hidroxicolesterol. Esto nos indica que aunque en estas células se
produce induccién apoptdtica, esta induccion es menor que en SMC-C y en SMC-Ch,
poniéndose una vez mas de manifiesto la proteccion frente a la apoptosis en las células

procedentes de pollos alimentados con aceite de pescado.

Respecto al nitroprusiato (tabla 17), como productor de 6xido nitrico, éste origina
una intensa accion sobre las SMC-Ch, produciéndose un descenso muy considerable
tanto en Bcl-2/Bax como en Bcl-X;/Bax. Hay que destacar que el efecto que produce
el NO en este sistema es principalmente una disminucion en los niveles de Bcl-2, pero
también de Bcl-X, mientras que Bax permanece igual. Sin embargo, en los cultivos
SMC-C, el Bcl-2 sube y Bax no varia mostrando una relacion muy superior a la
encontrada en los cultivos SMC-Ch. Estos resultados pueden asemejarse a estudios en
los que se muestra un cambio en los niveles de Bcl-2/Bax en las llamadas SMC
epiteloides, las cuales se encuentran principalmente en la estria adaptativa inicial y
serian lo que anteriormente hemos llamado de fenotipo sintético, responsable de la
proliferacion y la migracion hacia la intima de las SMC después de un daio vascular.
Sin embargo las llamadas SMC “swirling”, con fenotipo contractil, no muestran
cambios sustanciales, indicando una relativa resistencia a la apoptosis (243). Segun los
resultados respecto a la accion del nitroprusiato y en los niveles basales sobre la
proporcion Bel-2/Bax, nuestras células SMC-Ch serian semejantes a las epiteloides., y

las SMC-C serian las células de fenotipo contractil o “swirling”.

En el caso de las SMC-Ch-FO, el 6xido nitrico da lugar a una relacion Bel-X;/Bax
superior a las SMC-C, mientras que la relacion Bcl-2/Bax, disminuye aunque en un

grado menor que para las SMC-Ch.

Para explicar porque el NO produce apoptosis, tal y como encontramos en nuestro
sistema experimental, existen varias hipotesis. Principalmente se habla de una ruta
dependiente y otra independiente de p53 (240, 245, 246, 250). En la via dependiente de
p53, el dafio en el DNA inducido por NO, podria estabilizar a p53, el cual de una forma
muy efectiva, va a provocar la expresion y activaciéon de genes relacionados con la

apoptosis, como por ejemplo la sobreexpresion de Bax. (165, 166, 245, 246). Por otro
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lado en la via independiente, células en los que se ha mutado p53, se ha visto que se
sigue induciendo apoptosis (253). Esta descrito que las sustancias reactivas de oxigeno
(ROS), producen la disminucion de Bel-Xy (224, 225), por tanto el NO podria actuar de
esta manera. Asi que se produciria una ruptura en el potencial de membrana y la
liberacion del citocromo ¢, sin que la familia antiapoptotica pudiese evitar esta
liberacion y el citocromo c activaria la ruta de caspasas ejecutora de la muerte celular.
Esto indicaria que la capacidad del NO para producir apoptosis puede depender del

estado redox de la célula.

K.6. Cuantificacion de la expresion génica mediante RT- PCR a tiempo-real

Ademas de estudiar los niveles de proteinas, nuestro objetivo se ha centrado
también en el estudio de la expresion de los genes que codifican proteinas implicadas en
el proceso apoptotico y de proliferacion celular: bel-2, bel-X;, c-myc y p53, en células
SMC expuestas a factores aterogénicos, como una dieta de colesterol (experimentos in
vivo), o a la presencia de oxiesteroles y 6xido nitrico en los cultivos (experimentos in
vitro). Por otra parte, hemos estudiado la expresion de los distintos genes al cambiar la
dieta de colesterol por dieta de aceite de pescado rico en acidos grasos -3 y ®-6,

conocidos por sus propiedades antiaterogénicas (303).

Teniendo en cuenta que c-myc y p53 son oncogenes implicados tanto en la
proliferacion como en la apoptosis, podrian tener un papel clave en el desarrollo de
patologias relacionadas con las SMC. En este sentido se ha visto que existe una
desregulacién de c-myc en SMC procedentes de placas aterosclerdticas y que éstas

SMCs aumentan su susceptibilidad a la apoptosis mediada por p53 (185, 197).

Respecto a bcl-2 y bel-X;, son genes antiapoptéticos de la familia bel-2, con
capacidad para dimerizar entre si y con miembros proapoptoticos. De esta manera la
proporcion de genes apoptoticos/antiapoptoticos  expresados  determinara la
supervivencia/muerte de la célula. Estos genes tienen una gran importancia si
entendemos que el incremento en la proliferacion sin incrementar la apoptosis es el
mecanismo  para desarrollar la  patogenia  aterosclerdtica en  animales

hipercolesterolémicos (152-154).
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La expresion del gen bcl-2 (figura 44), prototipo de genes anti-apoptoticos a
nivel basal (experimentos in vivo) permanece inalterada en las SMC-C y SMC-Ch. Esto
se encuentra en consonancia con los estudios en los que no se observan cambios en la
expresion de bel-2 a lo largo de los cambios aterosclerdticos (174, 200, 204). Sin
embargo, las SMC-Ch-FO muestran una ligera elevacion en los niveles de bcl-2, lo que
puede significar cierta resistencia a los estimulos apoptoticos. De hecho muchos de los
genes de respuesta a estrés oxidativo activados por una dieta rica en aceite de pescado
estan también implicados en la regulacion de bel-2, tal es el caso, como ya hemos visto,

del factor de supervivencia NF-kB (37, 38, 307).

La incubacién de los cultivos con 25-hidroxicolesterol (experimentos in vitro)
provoca un aumento del mRNA de bcl-2, especialmente en las SMC-Ch. Estos
resultados pueden parecer contradictorios por lo que se conoce a nivel de proteina Bcl-
2, ya que ésta disminuye al tratar las células con oxiesteroles (221). Sin embargo esto
ocurre principalmente porque la proteina esta dimerizando con Bax la cual aumenta en
presencia de oxiesteroles, tal y como hemos visto en los resultados sobre el analisis de
proteinas. Por el contrario, la accion del nitroprusiato como donador de 6xido nitrico
provoca una disminucion en los niveles de expresion del gen bel-2. Sin embargo en los
cultivos SMC-C se produce un ligero aumento, lo cual estaria en consonancia con los
resultados que hemos obtenidos en el analisis de proteinas y con otros autores que
muestran una disminucion en los niveles de bcl-2 (238). En estudios con SMC tratadas
con NO se ha observado que las SMC de fenotipo sintético o epiteloide tienen
disminuidos los niveles de Bcl-2 respecto a las SMC contractiles, lo que indica una
susceptibilidad a la apoptosis de las SMC sintéticas (243), esto estaria de acuerdo con

nuestros resultados en los cultivos SMC-Ch.

La expresion del gen bcl-Xp (figua 45) a nivel basal en las células SMC-C,
SMC-Ch y SMC-Ch-FO no presenta grandes diferencias entre los diferentes cultivos, al
igual que ocurria con bcl-2. Aun asi encontramos que, para las SMC-Ch, la expresion
de bcl-X; esta ligeramente disminuida. La disminucion en los niveles de expresion de
bel- X1, quizés pueda ser un requisito para la induccioén apoptdtica. De este modo, se
piensa que el bcl- Xp juega un papel fundamental en la prevencion de la muerte celular

en placas ateroscleroticas (200). Ademas estd descrito que la inhibicion del NF-kf
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(activador de genes de supervivencia celular) da lugar a una disminuciéon de la

expresion de bel- Xy y que esto sensibiliza a las células para la apoptosis (197).

Al adicionar 25-hidroxicolesterol aumenta notablemente el mRNA de bcl- X; en
los tres tipos de cultivo. Al igual que ocurre con la proteina Bcl-2, Bel- Xp puede
dimerizar con Bax, cuya expresion, como hemos visto, a nivel de proteinas estd muy
aumentada, asi como otros miembros proapoptéticos, fundamentalmente Bak. Por lo
tanto, al analizar, el nivel de proteina Bcl-X;, aparece disminuida. Sin embargo la
accion del o6xido nitrico provoca una disminucioén en los niveles de expresion del bel-
Xy, especialmente para las SMC-Ch, esto nos muestra una mayor predisposicion a la
apoptosis. Como hemos sefialado, hay que tener en cuenta que el NO actua
disminuyendo su capacidad de unién a DNA en las SMC (250). En SMC con
donadores de NO a concentraciones apoptéticas se ha visto como disminuye esta
capacidad de union (250, 265, 266). La inhibicion de NF-kB hace que se pierda la

transcripcion de genes de supervivencia y se desencadene la apoptosis.

La expresion de c-myc (figura 46) en los cultivos SMC a nivel basal
(experimentos in vivo) no se aprecian grandes diferencias, aunque en SMC-Ch-FO se
aprecia una cierta elevacion. La adicion de 25-hidroxicolesterol y la accion de
nitroprusiato provoca un notable aumento en los niveles de c-myc para los tres tipos de
cultivos. El 25-hidroxicolesterol provoca un gran incremento en la expresion de c-myc,
especialmente en los cultivos SMC-Ch. Hay que tener en cuenta que c-myc se expresa
en células que proliferan activamente y es capaz de inducir apoptosis en ausencia de
factores de crecimiento (28). Nuestra observacion esta apoyada por algunos estudios en
los que las oxLDL provocan un aumento de la expresion de c-myc (235). Como hemos
dicho, este aumento se produce también tras la adicion de 6xido nitrico, especialmente
en los cultivos de SMC-C. Asi la expresion continua de c-myc produce en las SMC una
proliferacion continua también, pero a la vez se produce una reduccion en los niveles de
a-actina (182) y de apoptosis, que responde a un cambio de fenotipo contractil a

sintético en las SMC.

El hecho de que los niveles de c-myc en SMC-Ch-FO sean inferiores, tanto al
tratar con 25-hidroxicolesterol como con NO, de nuevo nos mostraria la proteccion de

las SMC-Ch-FO al desarrollo de la patologia. Tanto los oxiesteroles como el NO, por
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su naturaleza, son capaces de provocar un estrés oxidativo en las células y se activa c-
myc dado que es un gen sensible a procesos de estrés oxidativos. Por otro lado, también
se conoce que anulando el estrés oxidativo mediante la administracién de antioxidantes,
se atenua esta activacion y el desarrollo de la lesion (199). En este sentido, nosotros
resultados indican que el papel del aceite de pescado es provocar una menor elevacion
en los niveles de c-myc respecto a SMC-C y SMC-Ch, posiblemente debido a su

influencia sobre la expresion de genes antioxidantes (307).

La expresion del gen p53 (figura 47) en las SMC-C, SMC-Ch y SMC-Ch-FO a
nivel basal (experimentos in vivo) se encuentra elevado para las SMC-Ch-FO. Esto
concuerda con la idea de que los niveles endogenos de p53 protegen a las SMC de la
apoptosis y pueden reducir el desarrollo de la aterosclerosis (191). Al incubar las SMC-
Ch-FO, con 25-hidroxicolesterol se observa un gran aumento del mRNA de p53 en los
tres tipos de cultivos. Esto concuerda con el hecho de que las oxLDL producen la
induccion de p53 (222). En concreto el 25-hidroxicolesterol aumenta los niveles de
p53. Igualmente, los niveles para la proteina Bax también aumentan mucho,
posiblemente mediado por p53. Esto demuestra que, al menos en nuestros cultivos, la
apoptosis mediada por el 25-hidroxicolesterol, concuerda con una apoptosis

dependiente de p53.

Sin embargo el 6xido nitrico provoca una elevacion discreta en los niveles de
expresion del gen p53, especialmente para las SMC-Ch, en las que casi no varia
respecto al nivel basal. En este caso de nuevo nos encontramos una situacion diferente
en la accion del 6xido nitrico. Atendiendo a lo expuesto para los niveles basales, podria
indicar una predisposicion a la apoptosis y al desarrollo de la aterosclerosis de las SMC-
Ch. Contrariamente a lo indicado para la accién del 25-hidroxicolesterol en nuestro
modelo experimental celular, la accion apoptdtica del NO podria ser independiente de
p53, de hecho los valores encontrados para Bax tras los tratamientos con NO no varian
sustancialmente, lo cual de nuevo lo correlacionaria con los niveles de p53. Estos
resultados estarian de acuerdo con aquellos estudios en los que induciendo la apoptosis
en cultivos SMC con NO no se produce acumulacion de p53 (250), aunque éste es un
punto de controversia entre distintos investigadores, nuestros resultados indican que el

NO activa una ruta apoptotica independiente de p53.
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Los niveles de expresion del gen caspasa-3 (figura 48) a nivel basal, no presenta
variaciones entre los distintos cultivos SMC. La accion del 25-hidroxicolesterol provoca
una marcada elevacion en la expresion génica de caspasa-3, lo cual es coherente con los
resultados que existen a nivel de proteinas, en los que la apoptosis inducida por
oxiesteroles produce la activacion de caspasa-3 (221). Sin embargo el oxido nitrico
parece que no solo no aumenta si no que disminuye los niveles de caspasa-3. Este dato
es contradictorio y requiere estudios de activacion de caspasas, para explicar estos

resultados.
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l.- Los cultivos SMC-Ch procedentes de pollos alimentados con dieta enriquecida
con colesterol durante 20 dias muestran unos porcentajes de células en fase S y G2/M
ligeramente mayores que las SMC-C, indicando que el estado proliferativo de los

cultivos SMC-Ch es mayor que para los SMC-C.

2.- El 25 hidroxicolesterol produce una disminucién de la viabilidad en los cultivos
SMC de alrededor de un 50% a una concentracion de 20 pg/ml. Esta accion es menor
para las SMC-Ch-FO, lo cual nos mostraria una cierta resistencia a la citotoxicidad del

25-hidroxicolesterol.

3.- El nitroprusiato como donador de 6xido nitrico produce sobre los cultivos SMC
un descenso de viabilidad de alrededor del 50% a una concentracion 0,6mM. La accion
citotoxica del nitroprusiato de nuevo es menor para las SMC-Ch-FO, lo que nos muestra

una proteccion a la muerte celular inducida por el nitroprusiato.

4.- La deteccion morfologica de apoptosis nos muestra que tanto la accion del 25-
hidroxicolesterol como del nitroprusiato provocan cambios morfoldgicos tipicos de una
muerte por apoptosis, siendo evidentes la reduccion del tamaio celular, la formacion de

circunvoluciones en membrana citoplasmatica y la formacion de cuerpos apoptoticos.

5.- El analisis cuantitativo de apoptosis indica que la accion del 25-hidroxicolesterol
provoca un gran incremento en el porcentaje de células tanto en apoptosis temprana
como tardia. Estos valores son mayores para las SMC-Ch y menores para las SMC-Ch-
FO respecto al control, lo cual responde a que el colesterol de la dieta aumenta la

susceptibilidad a la apoptosis, mientras que el aceite de pescado protege de la apoptosis

6.- La accion del 6xido nitrico mediante el nitroprusiato provoca una gran induccioén
apoptoética en los cultivos SMC, siendo ésta mucho mayor para las SMC-Ch. Las SMC-
Ch-FO se encontrarian en una situacidon intermedia, lo cual nos indica una cierta

reversion del proceso.
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7.- En nuestro modelo experimental celular de SMC procedentes de pollos
hipercolesterolémicos de 20 dias muestran una cierta disminucion en los niveles de Bcl-
2 respecto a las SMC-C. Esto hace que la relacion Bcel-2/Bax disminuya (alrededor de
un 40%) y que por tanto las SMC-Ch tengan una mayor predisposicion a la apoptosis.
Se postula que Bcl-2 pueda ser reprimido en las SMC a lo largo de la modulacion de
fenotipo contractil a sintético. Para las SMC-Ch-FO la relacion Bcel-2/Bax muestra un
valor intermedio mientras que la relacion Bcl-X;/Bax aumenta. Esto de nuevo nos
muestra un proceso no s6lo de reversion si no también de resistencia a la apoptosis de

las SMC-Ch-FO.

8.- El 25-hidroxicolesterol provoca un gran incremento en los niveles de Bax en los
tres tipos de cultivos, mientras que Bcl-2 Uinicamente aumenta para las SMC-Ch-FO.
Esto se traduce en que los indices Bcl-2/Bax y Bcl-X;/Bax disminuyen mucho en los
tres tipos de cultivos, reflejo de una fuerte induccion apoptotica, que es mayor para las

SMC-C y SMC-Ch.

9.- El 6xido nitrico origina una intensa accion sobre los cultivos SMC siendo el
principal efecto la disminucion de Bel-2 y Bel-X, ya que Bax no varia. Esto produce un
gran descenso en las relaciones Bcl-2/Bax y Bel-X;/Bax. Sin embargo para las SMC-C
el efecto del nitroprusiato produce un ligero aumento en los niveles de Bcl-2, lo cual
hace que la relacion Bcl-2/Bax, sea superior a 1. Segun esto las células SMC-Ch serian
semejantes a las llamadas SMC de fenotipo epiteloide o sintético y las SMC-Ch de

fenotipo contractil. Las SMC-Ch-FO de nuevo muestran una situacion intermedia.

10.-  La expresion del gen bcel-2, prototipo de genes antiapoptdticos, es similar en los
tres tipos de cultivos, aunque ligeramente superior para SMC-Ch-FO. La adicion del 25-
hidroxicolesterol provoca un aumento en el mRNA de bcl-2, especialmente para las
SMC-Ch. Este aumento en los niveles de bcl-2 contrariamente a lo que ocurria con las
proteinas se debe a que Bax estd dimerizando con Bcl-2, y por tanto la deteccion de
proteinas estd disminuida. . Por el contrario, la accion del nitroprusiato como donador
de 6xido nitrico provoca una disminucion en los niveles de expresion del gen bel-2. Sin
embargo en los cultivos SMC-C se produce un ligero aumento, lo cual estaria en

consonancia con los resultados que hemos obtenidos en el analisis de proteinas.

198



Conclusiones

11.- La expresion del gen bcl-X a nivel basal en las células SMC-C, SMC-Ch y
SMC-Ch-FO no presenta grandes diferencias. Aun asi encontramos que, para las SMC-
Ch, la expresion de bel- Xy, estd ligeramente disminuida. La disminucion en los niveles
de expresion de bel- Xy quizds pueda jugar un papel fundamental en la prevencion de la
muerte celular en placas aterosclerdticas Al incubar los cultivos con 25-
hidroxicolesterol aumenta notablemente el mRNA de bcl- X; en los tres tipos de
células. Al igual que ocurre con la proteina Bcl-2, Bel- X puede dimerizar con Bax.
Por el contrario la accion del 6xido nitrico provoca una disminucion en los niveles de
expresion del gen bel- X, especialmente para las SMC-Ch. Esto muestra una mayor

predisposicion a la apoptosis en estas células.

12.- La expresion de c-myc en los cultivos SMC a nivel basal no presentan grandes
diferencias, aunque en SMC-Ch-FO se aprecia un cierto incremento. La incubacion con
25-hidroxicolesterol y con nitroprusiato provoca un notable aumento en los niveles de
c-myc para los tres tipos de cultivos especialmente en los cultivos SMC-Ch. El hecho de
que los niveles de c-myc en SMC-Ch-FO sean inferiores, tanto al tratar con 25-
hidroxicolesterol como con NO, de nuevo nos mostraria la proteccion de las SMC-Ch-

FO frente al desarrollo de la apoptosis

13.- La expresion del gen p53 a nivel basal se encuentra elevado para las SMC-Ch-
FO. Esto concuerda con la idea de que los niveles enddgenos de p53 protegen a las
SMC de la apoptosis y pueden reducir el desarrollo de la aterosclerosis. Al incubar con
25-hidroxicolesterol se observa un gran aumento del mRNA de p53 en los tres tipos de
cultivos. Igualmente, los niveles para la proteina Bax también aumentan mucho,
posiblemente mediado por p53. Esto demuestra que en nuestros cultivos la apoptosis
mediada por el 25-hidroxicolesterol concuerda con una apoptosis dependiente de p53.
El 6xido nitrico sin embargo provoca un incremento discreto en los niveles de expresion
del gen p53, especialmente para las SMC-Ch. Contrariamente a lo indicado para la
accion del 25-hidroxicolesterol en nuestro modelo experimental celular, la accién
apoptdtica del NO podria ser independiente de p53. De hecho los valores encontrados
para Bax tras los tratamientos con NO tampoco varian sustancialmente. Nuestros

resultados indican que el NO activa una ruta apoptdtica independiente de p53.
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14.- Los niveles de expresion del gen caspasa-3 aumentan con la accién del 25-
hidroxicolesterol, por tanto la apoptosis inducida por oxiesteroles produce la activacion
de caspasa-3. Sin embargo el oxido nitrico parece que no solo no aumenta si no que
disminuye los niveles de caspasa-3. Este dato es contradictorio y se requieren estudios

de activacion de caspasas para explicar estos resultados.

CONCLUSION GENERAL

El colesterol de la dieta produce cambios en las SMC que se manifiestan
fundamentalmente en una disminuciéon en la relacion de  proteinas
antiapoptoticas/proapoptoticas y en una discreta disminucion de los niveles de bcl-Xi,

lo que las hace mas susceptibles a la apoptosis.

La sustitucion de la dieta de colesterol por una dieta enriquecida en aceite de
pescado provoca en las SMC una reversion de los cambios inducidos por el colesterol,
tal y como muestran los valores intermedios de proliferacion, apoptosis y el balance
entre proteinas antiapoptoticas/proapoptoticas. Ademas, la disminucion en los niveles
de c-myc tras estimulos apoptdticos y el aumento de bel-2 y p53 senalan que el aceite de

pescado ejerce una proteccion a la apoptosis en las SMC.
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