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Dila -Dijo Don Quijote-
Yy sé breve en tus razonamientos;
que ninguno hay gustoso si es largo

Miguel de Cervantes (1547-1616)
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Introduccion

Nuestro grupo de investigacion lleva varios anos dedicado al estudio
de la endoglina, una glicoproteina de membrana, hasta ahora bastante
desconocida, que se expresa fundamentalmente en células endoteliales y
esta involucrada en la sefnalizacion de diversas moléculas de la superfamilia
del factor de crecimiento transformante (TGF)-B. Nuestros resultados y los
de otros grupos, demuestran que la endoglina modula las respuestas
celulares a TGF-B, entre ellas la produccion de componentes de la matriz

extracelular.

Ademas, la endoglina participa de forma importante en la regulacion
de la angiogénesis, el remodelado vascular y el desarrollo cardiovascular. La
mutacion de endoglina causa una enfermedad llamada telangiectasia
hemorragica hereditaria (HHT), que se caracteriza por una baja expresion
endotelial de endoglina asi como por alteraciones en la formaciéon de los
vasos sanguineos. Asi mismo, los ratones knockout para el gen de endoglina
mueren durante el desarrollo embrionario debido a hemorragias masivas
causadas por la formacion deficiente de los vasos sanguineos. Ademas, se
ha descrito un aumento de la expresion de endoglina en el endotelio de los
vasos neoformados en tumores experimentales asi como en las propias
células tumorales, por lo que la endoglina podria estar involucrada en la
angiogénesis tumoral. Por otra parte, entre los numerosos factores que
regulan el proceso de angiogénesis se encuentra el TGF-B, el cual juega un
papel clave en la neoformacion de capilares asi como en el mantenimiento
de la integridad de la pared de los vasos, tanto en el desarrollo embrionario
como en la vida post-natal. En resumen, la endoglina esta involucrada en la
angiogénesis durante la vida fetal, y existen datos que hacen pensar que

podria jugar un papel clave en la angiogénesis del individuo adulto.

Nosotros nos planteamos estudiar la implicacion de la endoglina en
la angiogénesis del adulto, no s6lo por la importancia que puede tener para
los enfermos de HHT, sino también por su posible aplicacion en el
tratamiento o en el retraso en la progresion de muchas enfermedades
caracterizadas por tener alterado el proceso de angiogénesis, como es el
caso de los tumores cancerosos, la ateroesclerosis o algunas enfermedades

inflamatorias.
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Introduccion

En segundo lugar decidimos abordar el estudio del papel de
endoglina durante la reparacion de heridas, puesto que en este proceso son
fundamentales tanto 1la angiogénesis como la regulacion de Ila

sintesis/degradacion de los componentes de la matriz extracelular.

Recientemente hemos demostrado en nuestro laboratorio que la
reduccion de la expresion de endoglina se asocia a una reduccion de la
expresion de la oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS), y por consiguiente
de los niveles de 6xido nitrico (NO). Como esta molécula esta involucrada en
la regulacion de la angiogénesis y la reparacion de tejidos, nuestro tercer
gran objetivo fue el estudio de la implicacion del NO en estos procesos,
tanto en condiciones control como en condiciones de deficiencia en la

expresion de endoglina.
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1. Angiogénesis

La angiogénesis es el proceso de desarrollo de vasos sanguineos
nuevos a partir de los preexistentes. Se trata de un proceso completamente
fisiologico que constituye un importante mecanismo biologico de
mantenimiento y recuperacion del organismo. En condiciones fisiolégicas
normales, la angiogénesis tiene lugar durante el desarrollo embrionario, en
los procesos de cicatrizacion de heridas, en la restauracion del flujo
sanguineo en los tejidos danados por diferentes causas, en la
reconstruccion ciclica del endometrio y en la construccion de la placenta
durante el embarazo (Folkman y Shing, 1992). Pero cuando la angiogénesis
sufre alguna desregulacion, puede formar parte de mecanismos patogénicos
esenciales en el desarrollo de enfermedades graves, eventualmente mortales

(Folkman, 1993).

1.1. Fisiologia de los vasos sanguineos

Los vasos sanguineos son los
: responsables del suministro de oxigeno,
Red capilar
o nutrientes y células del sistema inmune,
asi como de la retirada de los productos
Arteria— ' © |-vena de deshecho de todos los tejidos del
organismo. La red vascular se ramifica y

organiza espacialmente, para poder

llevar a cabo estas funciones

e ~Aneria .
Ve ] adecuadamente. Las grandes arterias
/ que salen desde los ventriculos del
-
A -7 , corazén van ramificandose y haciéndose
vénula~ Yon ‘f Arteriola
\WoUN: -7 mas finas hasta que se convierten en
capilares, vasos extremadamente finos a
el . )
través de los cuales se realiza el
Figura 1. Esquema del sistema
cardiovascular. intercambio gaseoso y de sustancias

entre la sangre y los tejidos. Una vez que
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este intercambio tiene lugar, los capilares van reuniéndose en vénulas y
venas por donde la sangre regresa a las auriculas del corazon (Figura 1). El
establecimiento y mantenimiento de la red vascular son requerimientos
esenciales para el crecimiento y funcionamiento de todos los organos y

tejidos (Jain, 2003).

La pared de los vasos esta formada por células endoteliales (endotelio
vascular) y las llamadas células murales, las cuales estan rodeadas por
matriz extracelular. El origen, numero, tipo y organizaciéon de las células
murales, la composicion de la matriz y las conexiones del sistema vascular
con el sistema nervioso dependen de la localizacion del vaso asi como de su
funcion (Jain, 2003). Los capilares, los vasos mas abundantes en el
organismo, estan formados por células endoteliales rodeadas por la
membrana basal y una capa escasa de pericitos. Las caracteristicas
estructurales y la gran superficie de la pared de los capilares hacen posible
el intercambio de nutrientes entre la sangre y los tejidos. Las arteriolas y las
vénulas estan recubiertas por un mayor numero de células murales, en
comparacion con los capilares. Las arteriolas precapilares adquieren capas
concéntricas de células del musculo liso vascular que forman su propia
membrana basal y estan estrechamente relacionadas con el endotelio. La
extravasacion de macromoléculas y células desde el torrente sanguineo
ocurre generalmente en las vénulas postcapilares. Las paredes de los
grandes vasos la forman tres capas especializadas: una intima compuesta
por células endoteliales, una media de células del musculo liso vascular y
una adventicia de fibroblastos. Estas tres capas van acompanadas por la
matriz y las laminas elasticas. El musculo liso vascular y las laminas
elasticas mantienen el tono del vaso y controlan el flujo sanguineo (Jain,

2003) (Figura 2).
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Figura 2. Composicion de la pared de los vasos sanguineos. A. Vaso naciente. B.
Capilar sanguineo. C. Arteriolas y vénulas. D. Arterias y venas (modificado de Jain,
2003).

1.1.1. El endotelio

El endotelio vascular es la barrera de células en monocapa que
delimita el lado interno de los vasos sanguineos. Durante muchos afos se
penso que las células endoteliales no tenian ningin papel fisiologico y su
Unica funcioén era la de separar la sangre de los tejidos. Hoy sabemos que el
endotelio es un tejido metabdlicamente activo que regula numerosas
respuestas biologicas asi como funciones fisiologicas y tiene ademas una

alta capacidad sintética (Sumpio y cols., 2002).

La estructura e integridad funcional de las células endoteliales es
muy importante para el mantenimiento de la pared de los vasos y la funciéon
circulatoria. Como se trata de una barrera semipermeable, el endotelio
controla la transferencia de moléculas desde el plasma hasta el
subendotelio y viceversa. Ademas el endotelio regula los procesos de
trombosis y trombolisis asi como la agregacion plaquetaria, modula el tono
vascular y el flujo sanguineo y regula las respuestas inmune e inflamatoria
mediante el control de la interaccion de los leucocitos con la pared de los
vasos. Por ultimo, las células endoteliales estan muy involucradas en los

procesos de remodelado vascular y angiogénesis (Sumpio y cols., 2002). Si
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se altera el funcionamiento de las células endoteliales las consecuencias
pueden ser muy serias por la aparicion de diversas enfermedades, como la
arterosclerosis y el cancer, las dos principales causas de muerte en el

mundo occidental (Sumpio y cols., 2002).

Factores procoagulantes

Productos de la matriz Factores antitrombéticos
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Figura 3. Productos secretados/excretados por la célula
endotelial relacionados con la fisiologia del vaso (modificado
de Sumpio y cols., 2002).

Las células endoteliales también tienen funciones especificas
dependiendo de su localizacion. El endotelio se caracteriza por su
heterogenicidad tanto morfoloégica como funcional, que se manifiesta a
diferentes niveles: podemos diferenciar el comportamiento entre micro y
macro células endoteliales vasculares, asi como entre las células aisladas
en organos diferentes e incluso en zonas distintas de un mismo o6rgano.
Ademas, el endotelio arteriolar es muy diferente del venoso. La variacion
fenotipica hace que las células endoteliales expresen diferentes marcadores

y no respondan de igual modo a los mismos estimulos (Kuzu y cols., 1992).

Las células endoteliales se comunican entre si y también con otras
células tanto de dentro como de fuera del lumen del vaso. Cuando se
producen cambios en el flujo o la presion de la sangre, se generan sefnales

en las células endoteliales que llegan tanto al citoesqueleto interno de las
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células, como a la matriz extracelular que las rodea. En los vasos
quiescentes, hay moléculas (caderinas, claudinas, ocludinas, conexinas,
molécula de adhesion celular endotelial plaquetaria (PECAM)) entre las
células endoteliales que mantienen las uniones celulares estableciendo la
barrera permeable entre la sangre y el tejido. Ademas de esta funciéon
mecanica, estas moléculas transmiten sefnales fundamentales para la

supervivencia del endotelio (Carmeliet y cols., 1999).

Generalmente las células endoteliales se encuentran en estado
quiescente. Tienen un ciclo celular que varia desde meses hasta afnos, a
excepcion de las células endoteliales del endometrio y de los tumores
solidos, cuyo ciclo es de semanas. Sin embargo, cuando el endotelio sufre
algan dafno, las células endoteliales cambian su fenotipo para poder migrar
y proliferar, con el fin de reparar la lesion en el menor tiempo posible

(Bachetti y Morbidelli, 2000).

1.2. Secuencia de eventos en la angiogénesis

El complejo proceso de la angiogénesis involucra a los productos de
muchos genes que son expresados por diferentes tipos celulares, y todos
ellos contribuyen a una secuencia de eventos integrada (Conway y cols.,

2001) (Figura 4).
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Figura 4. Cascada de eventos en la angiogénesis. MB: membrana basal.
MMPs: metaloproteinasas matriciales. A. Producciéon y liberacion de factores
angiogénicos y su unién a los receptores de membrana en las células
endoteliales. B. Degradacion de la membrana basal C. Proliferaciéon y migracion
de las células endoteliales. D. Formacién de tubos de células endoteliales. E.
Maduracién del vaso (modificado de Kalluri, 2003).

1.2.1. Fase de activacion: induccion de la respuesta

angiogénica

El proceso comienza con la produccion y liberacion de una serie de
factores proangiogénicos (Figura 4A y 5), como respuesta a un proceso de
hipoxia o isquemia provocado por un dano o una anomalia. El factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF) es, de entre estos factores, el que
mas importancia tiene en el inicio de la angiogénesis, por su capacidad de
inducir vasodilatacién al producir 6xido nitrico (NO) endotelial y porque
aumenta la permeabilidad vascular de las células endoteliales (Ziche y cols.,
1997). Con el incremento de la permeabilidad vascular, los factores
proangiogénicos difunden a los tejidos proximos y se unen a receptores
especificos situados sobre las células endoteliales de los vasos sanguineos

cercanos a dichos tejidos. La uniéon de los factores proangiogénicos con sus
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receptores provoca una transicion en las células endoteliales desde un
estado quiescente a un estado activado o angiogénico. Probablemente, se
produzcan cambios morfolégicos en las células endoteliales que conllevan
un decremento en el estado de confluencia, lo que permite que las células
se vuelvan susceptibles a la mitogénesis (Folkman, 1997). Este cambio en el
endotelio da lugar a la produccion de una serie de enzimas como las
metaloproteinasas matriciales que disuelven algunas zonas de la membrana
basal que rodea a los vasos sanguineos (Folkman y D"Amore, 1996) (Figura
4B). Las metaloproteinasas son producidas por muchos tipos celulares,
como células epiteliales, fibroblastos, células inflamatorias y células
endoteliales. Por otra parte, los activadores de plasminégeno tipo
uroquinasa (uPA) y tisular (tPA) convierten el plasminogeno, proteina
filtrada desde el plasma, en plasmina. La plasmina es una proteasa que
degrada fibronectina, laminina y proteoglicanos y ademas activa ciertas

metaloproteinasas (Griffioen y Molema, 2000).

1.2.2. Fase de progresion: proliferacion y migracion de las

células endoteliales

La degradacion de la membrana basal vascular supone la liberacion
de las células endoteliales de sus anclajes de membrana (integrinas), lo que
les permite migrar y proliferar a través de los huecos creados en la
membrana basal hacia el tejido danado o andomalo (Figura 4C). Con la
degradacion de la membrana basal también se liberan factores de
crecimiento (VEGF y factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF))
secuestrados por la matriz y se desligan los pericitos que rodean y sostienen
la pared del vaso. Ademas se crea una matriz provisional (fibronectina,
vitronectina, fibrina, colageno I, trombina...) que guia a las células
endoteliales en su migracion. Muchos de los factores de crecimiento
proangiogénicos inducen a las células endoteliales a producir las moléculas

que componen esta matriz provisional (Eliceiri y Cheresh, 2001).

Las células endoteliales que han migrado se enrollan sobre si
mismas, formando un tubo, a modo de capilar sanguineo muy elemental

(Figura 4D). Las integrinas actian como puntos de unioén con la matriz
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extracelular, facilitando el brote del nuevo vaso sanguineo. Ademas, se
producen metaloproteinasas matriciales, cuya mision es disolver el tejido
que esta delante del nuevo vaso que se esta formando, facilitando con ello
su penetracion y acomodacion. A medida que el nuevo vaso sanguineo crece
longitudinalmente, el tejido experimenta una remodelaciéon, disponiéndose

alrededor del vaso.

1.2.3. Fase de resolucion: terminacion y maduracion

Cuando los nuevos vasos formados se conectan entre si y con el
circuito sanguineo principal comienza la resolucion del proceso: se inhibe la
migracion y la proliferacion de las células endoteliales y se reconstituye la
membrana basal. Pero el establecimiento de una red vascular funcional
requiere la maduracion de los nuevos vasos. La maduracion incluye el
reclutamiento de células murales, el desarrollo de matriz extracelular y las
laminas elasticas y la especializacion organo-espécifica de las células
endoteliales, células murales y matriz. La asociacion de pericitos y células
del musculo liso vascular a los nuevos vasos formados regula la
proliferacion, supervivencia, migracion, diferenciacion, formacion de
ramificaciones, flujo sanguineo y permeabilidad vascular de las células
endoteliales. La especializacion tejido u organo-especifica de los vasos
sanguineos es la fase peor entendida de la angiogénesis. Este proceso
incluye la determinacion arterial o venosa del vaso, la formacion de uniones
entre las células, y la diferenciacion de las células endoteliales para formar

estructuras capilares 6rgano-especificas (Jain, 2003) (Figuras 4E y 12).

1.3. Control fisiologico de la angiogénesis

Es obvio que un proceso tan complejo como la angiogénesis esté
sujeto a un estrecho control. La proliferacion descontrolada de vasos

sanguineos acabaria con el propio organismo.

La regulacion de la angiogénesis se lleva cabo mediante la produccion
y liberacion de diversos factores estimulantes e inhibidores (Figura 5), que

varian segun la condicién fisiolégica o patologica y el tipo de tejido. Entre
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estos factores que regulan el crecimiento endotelial se incluyen factores de
crecimiento, citoquinas, quimoquinas, mediadores lipidicos, hormonas y
neuropéptidos que actian directa o indirectamente sobre las células
endoteliales. En condiciones de normalidad fisiologica, los estimulantes y
los inhibidores de la angiogénesis se encuentran en un perfecto equilibrio,
roto en alguno de los sentidos cuando las circunstancias organicas asi lo
exigen, aunque en ocasiones tales circunstancias favorezcan el deterioro del
propio organismo, como ocurre con los tumores cancerosos (Folkman,

1993).

Figura 5: Principales factores fisiolégicos reguladores de la angiogénesis.
(m) Factores pro-angiogénicos. (M) Factores inhibidores de la angiogénesis.

1.3.1. Hipoxia / Factores inducibles por hipoxia

La hipoxia es el principal estimulo de expansion de la red vascular.
Inicialmente las células se oxigenan por difusion simple, pero con el
crecimiento de los tejidos se produce un limite en la difusion del oxigeno, y

es el estado de hipoxia el que provoca el crecimiento de los vasos, por
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senalizacion celular a través de los factores de transcripcion inducibles por

hipoxia (HIF) (Pugh y Ratcliffe, 2003).

Los HIF son op-heterodimeros que regulan numerosas respuestas
celulares y sistémicas a la hipoxia (Wenger, 2002). Ambas subunidades
HIF-o y HIF-B tienen varias isoformas. Mientras las subunidades HIF-1(
son proteinas nucleares constitutivas, las HIF-o son inducibles por la
hipoxia. HIF-1a y HIF-1f interaccionan con elementos de respuesta a la
hipoxia que inducen actividad transcripcional (Wiesener, 1998). Sin
embargo, HIF-3a esta involucrado en la regulacion negativa de esta
respuesta (Makino y cols., 2001). En las células oxigenadas se producen
reacciones de hidroxilacion que suponen un mecanismo de inactivacion de
HIF e inhibicion de su actividad transcripcional. En condiciones de hipoxia,
HIF se escapa de esta inactivacion, debido a la dependencia de oxigeno que
tienen dichas hidroxilasas (Pugh y Ratcliffe, 2003). Estudios recientes han
puesto de manifiesto el papel crucial del producto del gen supresor de
tumores von Hippel-Lindau (VHL) en las respuestas a la hipoxia

dependientes de HIF-1 (Mole y cols., 2001) (Figura 6).

Oxigeno

/\ Figura 6. Regulacion de HIF-1. Los

Prolil hidroxilasas Asparragina hidroxilasa sitios de hidroxilacién corresponden
de HIF 1-3 de HIF al polipéptido HIF-1a humano. En las
células oxigenadas, la hidroxilacion

HIF-1o  de dos residuos de prolina media la
Asn803 l interaccion con el  complejo
: ubiquitina ligasa de VHL que
desencadena la destruccion

proteosémica de  HIF-la. Una
segunda hidroxilacién en un residuo
de asparragina bloquea la interaccion

Ubiquitina ligasa Coactivador de HIF-la con el coactivador
cindal P300 transcripcional P300 (modificado de
| | Pugh y Ratcliffe, 2003).
Destruccién Activacion
proteosomica tfranscripcional
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Ademas, la hipoxia regula otras rutas transcripcionales como las de
fos y jun (Webster y cols., 1994), factor nuclear (NF)-xB (Koong y cols.,
1994) y proteina pS3 (Alarcon y cols., 1999).

Como respuesta a la hipoxia se activan numerosos genes
involucrados en las diferentes fases de la angiogénesis: la o6xido nitrico
sintasa (NOS), factores de crecimiento (VEGF, angiopoyetinas, FGF...) y sus
receptores (VEGFR), metaloproteinasas matriciales, receptores e inhibidores
del activador de plasminoégeno... Muchos de estos genes se transcriben

directa o indirectamente a través de la ruta de HIF (Pugh y Ratcliffe, 2003).

1.3.2. Ligandos y receptores

1.3.2.1. Factor de crecimiento del endotelio vascular

Los HIF regulan muchos genes angiogénicos, pero la induccién del
factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) es quizas la mas
importante (Ferrara y cols., 2003). La senalizacion a través de VEGF
representa un paso critico en la angiogénesis fisiologica y también parece
ser importante en la patolégica, ya que se le asocia con el crecimiento de

tumores.

El VEGF (también llamado VEGFA) pertenece a una familia génica
que ademas incluye al factor de crecimiento placentario (PIGF), VEGFB,
VEGFC y VEGFD (Figura 7). Se han descrito actividades similares a las de
VEGF en sus homologos (Ferrara y Davis-Smyth, 1997). Los factores
VEGFC y VEGFD regulan la angiogénesis linfatica, lo cual enfatiza la
importancia de esta familia en el control del crecimiento y diferenciacion de
muchos de los componentes anatomicos del sistema vascular (Karkkainen y
cols., 2002). Dependiendo del numero de aminoacidos, existen cuatro
isoformas diferentes de VEGF: VEGF121, VEGF165, VEGF139 y VEGF206. El
VEGFi65, la isoforma predominante (Neufeld y cols., 1999), es una
glicoproteina homodimeérica con alta afinidad por la heparina (Ferrara y
Henzel, 1989). Cuando se secreta, una fracciéon importante permanece
unida a la matriz extracelular (Park y cols., 1993). La pérdida del dominio

de afinidad a la heparina (VEGFi2:1) significa la pérdida de la actividad
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mitogenica de VEGF (Keyt y cols., 1996). Ademas, se ha demostrado que
son las isoformas con alta afinidad por la heparina las que estimulan de
una manera esencial el inicio de la formacion de ramificaciones vasculares

(Ruhrberg y cols., 2002).

El VEGF se produce fundamentalmente en células tumorales bajo
condiciones de hipoxia, macréfagos y otras células del sistema inmune
(Figura 7). Ademas de producir vasodilatacion (Ku y cols., 1993) y aumentar
la permeabilidad vascular (Dvorak y cols., 1995), el VEGF induce la
expresion de proteasas cruciales en la invasion celular y la remodelacion
tisular (Ferrara y Keyt, 1997). In vitro, el VEGF promueve el crecimiento de
células endoteliales vasculares derivadas de arterias, venas y vasos
linfaticos (Ferrara y Davis-Smyth, 1997). Ademas el VEGF induce una
potente respuesta angiogénica en varios modelos in vivo (Leung y cols.,
1989; Plouet y cols., 1989). El VEGF se comporta como un factor de
supervivencia de las células endoteliales tanto in vitro como in vivo. In vitro,
previene la apoptosis inducida por la deplecion de suero (Gerber y cols.,
1998 a y b) mientras que in vivo, su inhibicion produce apoptosis en las
células vasculares del raton neonato, aunque no en las del adulto (Gerber y

cols., 1999).

Muchos factores de crecimiento, entre los que se incluyen el factor de
crecimiento epidérmico (EGF), TGF-a, TGF-B, el factor de crecimiento de
queratinocitos (KGF), el factor de crecimiento tipo insulina (IGF)-1, FGF y el
factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF)-BB regulan la
expresion del ARN mensajero de VEGF, lo que sugiere que la liberacion
autocrina o paracrina de estos factores colabora con la hipoxia local en la
regulacion de la liberacion de VEGF. Ademas, determinadas citoquinas
inflamatorias como la interleuquina (IL)-1a e IL-6, inducen la expresion de
VEGF en determinados tipos celulares, lo que concuerda con la hipotesis de
que el VEGF puede ser un mediador de la angiogénesis y de la
permeabilidad en enfermedades inflamatorias (Neufeld y cols., 1999). Por
otra parte, también se ha demostrado la induccion de la expresion del gen
de VEGF por mutaciones oncogénicas y por la via de Ras (Grugel y cols.,

1995; Okada y cols., 1998).
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El VEGF se une a dos receptores tirosina-quinasa: receptor de VEGF
(VEGFR)-1 (también llamado tirosina-quinasa tipo fms (Flt)-1) y VEGFR-2
(también llamado regién de dominio quinasa (KDR) o quinasa tipo fms (Flk)-
1) (Shibuya y cols., 1990; Terman y cols., 1991). Existe otro receptor en esta
familia (VEGFR-3 o Flt-4), al cual no se une el VEGF pero si VEGFC y
VEGFD (Karkkainen y cols., 2002). Ademas, el VEGF se une a las
neuropilinas, una familia de co-receptores. El papel de los diferentes

receptores de VEGF se resume en la Figura 7.

Célula tumoral

O&

Monocito

Proliferacion,
migracion,
supervivencia,

Efecto de “secuestro” Proliferacion, Migracion,

de VEGF; induccitn de migracion, angiogénesis, supervivencia
uPA, tPA, MMPS; supervivencia,  ,gncipalmente en
liberacion de angiogenesis  cgylas endoteliales Célula
factores de crecimiento linfaticas hematopoyética

Figura 7. Papel de VEGF y sus receptores tirosina-quinasa en los diferentes
tipos celulares. Mientras VEGFR-1 y VEGFR-2 se expresan en la superficie de las
células endoteliales sanguineas, el VEGFR-3 soélo se encuentra en las células
endoteliales linfaticas. VEGFA se une a VEGFR-1 y VEGFR-2. Sin embargo PIGF y
VEGFB interaccionan sélo con VEGFR-1. El VEGFE (derivado del virus orf) es un
agonista selectivo de VEGFR-2. VEGFC y VEGFD se unen a VEGFR-2 y VEGFR-3.
El VEGFR-2 es el principal mediador de mitogénesis, supervivencia, angiogénesis y
permeabilidad microvascular. Por el contrario, a través de VEGFR-1 no se producen
sefiales mitogénicas en las células endoteliales, especialmente durante el desarrollo
embrionario, por lo que su papel es inhibitorio al secuestrar el VEGF y evitar su
unién con VEGFR-2 (modificado de Ferrara y cols., 2003).
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1.3.2.2. Factores de crecimiento fibroblastico

Los factores de crecimiento fibroblastico (FGF) son moléculas
proangiogénicas directas. El FGF basico (bFGF) aparece bajo dos formas,
una de bajo peso molecular (18 kDa) y otra de alto peso molecular (22-24
KDa). Durante la angiogénesis, la forma de bajo peso molecular se une al
endotelio e induce motilidad y proliferacion celular, aumenta la actividad de
las proteasas y modula los niveles de integrinas. La forma de alto peso
molecular puede actuar sobre la proliferacion de las células endoteliales
después de su translocacion al nucleo (Gleizes y cols., 1995). El bFGF esta
normalmente inactivo debido a su wunion a los heparan sulfato
proteoglicanos de la matriz extracelular. Algunas proteinas, con capacidad
de union a bFGF, liberan este factor de la matriz extracelular, para que se
vuelva activo y pueda mediar sus funciones biologicas (Klein y cols., 1997).
Por otra parte, el FGF acido (aFGF), ha sido implicado en la formacion de

tubos a partir de las células endoteliales (Kanda y cols., 1996).

1.3.2.3. Factor de crecimiento derivado de las plaquetas

El factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF)-BB es
secretado por las células endoteliales, presumiblemente en respuesta a
VEGF y facilita el reclutamiento de las células murales. La senalizacién de
PDGF-BB se produce a través de su receptor PDGFR-f, el cual se localiza en
las células murales, siendo este el proceso responsable de la proliferacion y
migracion de estas células durante la fase de maduracion de los vasos.
Cuando las células murales que se reclutan son insuficientes se produce
crecimiento desmesurado de las células endoteliales, permeabilidad,
elongacion excesiva y fragilidad de los vasos, sangrados e hipoxia (Hellstrom
y cols, 2001). El subsiguiente aumento de VEGF aumenta la permeabilidad

vascular y el edema, lo que provoca la formacion de hemangiomas.
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1.3.2.4. Receptor esfingolipido de diferenciacion endotelial

acoplado a proteinas G-1

La senalizacion a través del receptor esfingolipido de diferenciacion
endotelial acoplado a proteinas G-1 (EDG1), expresado en las células
murales, también produce el reclutamiento de estas células en la
maduracion de los vasos sanguineos (Kluk y Hla, 2002). Por otra parte, la
falta de este receptor puede alterar la produccién de matriz extracelular por
parte de las células endoteliales o la interaccion entre las células
endoteliales y las células murales, e interferir asi en la maduracion de los

vasos.

1.3.2.5. Angiopoyetina 1/Angiopoyetina 2/Tie-2

Otro sistema de senalizacion involucrado en el mantenimiento,
crecimiento y estabilizacion de los vasos es el receptor Tie-2, al cual se unen
las angiopoyetinas. Las principales fuentes de angiopoyetina (Ang)-1 y Ang-
2 son las células murales y las células endoteliales respectivamente. La
Ang-1 activa Tie-2, mientras que la Ang-2 lo activa en algunos tipos
celulares y lo bloquea en otros. La Ang-1 se comporta como estimulante de
la supervivencia de las células endoteliales y moviliza a células progenitoras
de células endoteliales y a las células madre hematopoyéticas (Hattori y
cols., 2001), pero también inhibe la angiogénesis en tumores y en el corazon
(Visconti y cols., 2002). Se cree que el efecto antiangiogénico de Ang-1 se
debe al efecto de esta molécula sobre la integridad del vaso, ya que no
permite que las células endoteliales se liberen para poder migrar y
ramificarse (Thurston y cols., 2000). La Ang-2 estimula el crecimiento de
vasos inmaduros (pobres en musculo liso vascular) de tumores, ya que
rompe las interacciones entre las células endoteliales y las células
periendoteliales, degrada la matriz extracelular y antagoniza el efecto de
Ang-1 (Gale y cols., 2002). La Ang-2 también tiene actividad angiogénica: su
efecto es sinérgico al de VEGF (Visconti y cols., 2002); sin embargo, si las
senales angiogénicas son insuficientes, provoca apoptosis de las células

endoteliales y regresion de los vasos (Hackett y cols., 2002).
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1.3.2.6. Factor de crecimiento transformante 1

Los miembros de la superfamilia del factor de crecimiento
transformante (TGF)-f (activinas, inhibinas, proteinas morfogénicas del
hueso (BMP), factores de crecimiento y diferenciacion (GDF)), y en particular

TGF-B1, estan implicados en varias fases de la angiogénesis.

El TGF-p forma parte de wuna superfamilia de polipéptidos
extracelulares con ciertas caracteristicas estructurales comunes, que se
encuentran presentes en una gran variedad de organismos y que participan
en procesos de crecimiento, desarrollo, diferenciacion y homeostasis a
través de su interaccion con receptores de membrana. En esta superfamilia
se incluyen mas de treinta proteinas de mamiferos, siendo los componentes
de la familia del TGF- los miembros prototipo (Massagué, 1998). Hasta
ahora se han caracterizado tres isoformas diferentes de TGF-p en mamiferos
(TGF-B1, 2 y 3), aunque el TGF-B1 es la isoforma mas abundante (Roberts y
Sporn, 1990). Los TGF-p estan implicados en procesos de desarrollo y
diferenciacién, inhiben el crecimiento de células epiteliales y endoteliales,
asi como las funciones inmune y hematopoyética, promueven el crecimiento
del tejido conectivo, favorecen la quimiotaxis de fibroblastos, macréfagos y
linfocitos y estimulan los procesos de reparacion de tejidos. También estan
implicados en procesos patologicos, como son la produccion excesiva de
matriz extracelular, que desencadena fibrosis tisular, y la sintesis de otros

factores de crecimiento (Sporn y Roberts, 1992).

El TGF-B es secretado por las células o purificado por las plaquetas
como un complejo latente de alto peso molecular. Este complejo latente esta
formado por el péptido maduro (homodimero de la porcion carboxi-terminal
del propéptido de 25 KDa) que se asocia por una union no covalente con el
péptido asociado de latencia (LAP) (dimero de la porcion amino-terminal del
propéptido). Esta molécula recibe el nombre de “complejo latente pequeno”.
En ocasiones, al complejo latente pequeno se une la proteina conocida
como proteina de uniéon al TGF-B latente (LTBP) mediante un puente
disulfuro, y al complejo resultante se le conoce como “complejo latente
largo” (Figura 8). El LTBP se une de forma covalente a la matriz

extracelular, proporcionando un importante reservorio de TGF-B inactivo
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(Koli y cols., 2001). En la activacion del TGF-f (liberacion del TGF-f activo
del complejo latente) intervienen numerosos factores relacionados con el
entorno de la célula como son el pH, estrés, temperatura y las enzimas
proteoliticas. La movilizacion de los reservorios de TGF-B de la matriz
extracelular representa uno de los puntos mas importantes de la regulacion
de su actividad, ya que es aqui donde se controla la concentracion local de
TGF-p activo, es decir, con acceso a los receptores senalizantes (Miyazono y

cols., 1993; Barcellos-Hoff, 1996).
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Los TGF-p producen sus efectos biologicos a través de su union a
receptores de membrana serina-treonina-quinasas de tipo I y II (Figura 9).
Cada ligando perteneciente a la superfamilia del TGF- se une a un tipo
especifico de ambos receptores; en el caso del TGF-B los receptores mas
abundantes son el receptor de TGF-B (TBR)-I y TBR-II (Derynck y Feng,
1997). Los receptores tipo I han recibido varias nomenclaturas; cuando se
descubrieron se les adjudicé la nomenclatura ALK (receptor de activina tipo
quinasa), pero posteriormente adoptaron otra nomenclatura que hace
referencia a su ligando fisiolégico. Asi, al TBR-I también se le conoce como
ALK-5. ALK-1 es otro receptor tipo I, que une TGF-B, aunque mas
débilmente que ALK-5. Es posible que ALK-1 sea un receptor especifico de
las células endoteliales, ya que hasta el momento s6lo se ha visto expresado

de manera abundante en este tipo celular (Derynck y Zhang, 2003).

La senalizacion comienza cuando el TGF- estimula al receptor tipo

II, y este a su vez recluta el receptor tipo I, y se forma asi un complejo
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ternario estable. El receptor tipo II esta autofosforilado y por tanto
constitutivamente activo. Después del reclutamiento, este receptor fosforila
al receptor tipo I, que no esta fosforilado en ausencia del ligando. La
fosforilacion se produce en una region rica en residuos serina-treonina que
se encuentra en el “dominio GS”, un dominio cercano a la membrana
altamente conservado (Wrana y cols., 1994; Wieser y cols., 1995). A
continuacion el receptor tipo I media la activacion de la cascada de

sefializacion intracelular (Figura 9).

El acceso de TGF-f a los receptores es un proceso estrechamente
controlado por diversas proteinas. Parece ser que es ésta la funcion de los
llamados receptores no senalizantes, otro tipo de receptores que no
participan en la senalizacion de TGF-B. Estos receptores son el betaglicano

y la endoglina.

El betaglicano o receptor de tipo III es wun proteoglicano
transmembrana con un dominio citoplasmatico corto, con capacidad de
unir las tres isoformas de TGF-B, aunque tiene una mayor afinidad por
TGF-B2. El betaglicano no participa en la transduccion de la senal, pero en
muchos tipos celulares se ha comprobado que potencia los efectos de TGF-
B, por lo que parece que actua presentando el ligando a los receptores
senalizantes. Por otro lado, la forma soluble de betaglicano se comporta

como antagonista de los efectos de TGF-§ (Lopez-Casillas y cols., 1994).

La endoglina es una glicoproteina de membrana con gran homologia
estructural al betaglicano en las regiones transmembrana e intracelular y
que se expresa fundamentalmente en el endotelio vascular (Cheifetz y cols.,
1992). Se ha demostrado que la endoglina actia como un receptor tipo III,
facilitando la union de TGF-B1 y TGF-B3 al receptor tipo II (Letamendia y
cols., 1998 a; Barbara y cols., 1999), pero su papel en la sefializacion esta
menos claro. Puesto que este trabajo se basa en el estudio de esta proteina,

hablaremos de ella detenidamente mas adelante.

La senal desde los receptores serina-treonina-quinasa al nucleo se
transmite a través de las Smads (Small mothers against decapentaplegic),
unas proteinas intracelulares de 50-70 kDa (Massagué, 1998; Heldin y
cols., 1997; Attisano y Wrana, 1998; Whitman, 1998; Christian y
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Nakayama, 1999) (Figura 9). Mediante estudios realizados en diversas
especies se han identificado tres tipos de Smads: Smads reguladas por
receptor (R-Smads), Smads mediadoras comunes (Co-Smads) y Smads
inhibidoras (I-Smads). En el estado basal, las R-Smads (Smad 2 y Smad 3
en el caso de ALK-5; Smad 1 y Smad 5 en el caso de ALK-1) permanecen en
el citoplasma unidas a las proteinas SARA (anclaje de las Smads para la
activacion del receptor) (Tsukazaki y cols., 1998; Wu y cols., 2000). Las R-
Smad son fosforiladas por el receptor tipo I en un motivo carboxi-terminal
altamente conservado (SSXS). Las proteinas SARA son las encargadas de
poner en contacto a las R-Smads con el receptor tipo I para que se produzca
esta fosforilacion. Una vez fosforiladas, las R-Smad forman complejos
heteroméricos con las Co-Smads, de las cuales sélo se conoce un miembro
en mamiferos: Smad 4 (Lagna y cols., 1996). El complejo R-Smad/Co-Smad
se transloca al nucleo, donde es capaz de regular la transcripcion de
determinados genes (Miyazono, 2000). Los mecanismos de regulacion
utilizados por el complejo de las Smads son tres: union directa a secuencias
especificas de ADN, interaccion con otras proteinas de union al ADN y
reclutamiento de co-activadores o co-represores transcripcionales. Las I-
Smad (Smad 6 y Smad 7 en la senalizacion de TGF-B) impiden el acceso de
las R-Smads al complejo de receptores, o la formacion del complejo R-
Smad/Co-Smad. La expresion de las I-Smads es inducida por TGF-j
proporcionando una regulaciéon negativa de su mecanismo de senalizacion
(Nakao y cols., 1997; Hanyu y cols., 2001). Ademas, las proteinas Smads
pueden interaccionar con algunos factores de transcripcion, entre los que
se encuentran FAST, AP-1, Spl, HIF-1, que permiten la activaciéon o la
supresion de genes (Attisano y Wrana, 2000; Massagué y Wotton, 2000;
Sanchez-Elsner y cols, 2001).
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Figura 9. Senalizacion de TGF-p a través de proteinas Smads. La union
de TGF-B al TBR-II genera la formacion de un complejo ligando-receptor que
desencadena la activacion del TBR-I. El TBR-I activado (P) fosforila las R-
Smads. Smad 4 forma complejos con las R-Smad fosforiladas. Estos
complejos traslocan al nucleo, donde cooperan con otros factores para la
regulacion de la transcripcién de los genes diana (modificado de Liu, 2003).

Las Smads son los sustratos de los receptores de TGF-B mejor
estudiados y representan la via clasica de senalizacion. Sin embargo, hoy se
sabe que existen otras rutas de senalizacion implicadas en las respuestas
celulares a TGF-B. Una de las rutas que mas se ha relacionado con la via de
senalizacion de TGF-Bf es la de las proteinas quinasa activadas por
mitogenos (MAPK). Las MAPK pertenecen a una familia de proteinas serina-
treonina-quinasas que constituyen una via de senalizacion ampliamente
utilizada en células eucariotas implicadas en respuestas celulares tan
importantes como la proliferacion, diferenciacion, migraciéon y muerte
celular. Estas proteinas, muy conservadas a lo largo de la evolucion,
conducen estimulos extracelulares hasta las dianas efectoras dentro de la
célula a través de receptores y fosforilaciones secuenciales de enzimas.

(Schenk y Snaar-Jagalska, 1999; Paul y cols., 1997; Robinson y Cobb,
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1997; Garrington y Johnson, 1999). Las investigaciones llevadas a cabo in
vitro han demostrado que el TGF-p puede activar los tres tipos de MAPK
mas estudiados: Las quinasas reguladas por senales extracelulares (ERK),
las quinasas Jun amino-terminal (JNK) y la proteina quinasa de 38 kDa
activada por mitogenos (p38 MAPK), aunque la activaciéon depende en gran
medida del tipo celular y de las condiciones experimentales empleadas

(Chatani y cols., 1995; Hartsough y Mulder, 1997).

A pesar de las controversias en la interpretacion de los estudios de
angiogénesis y TGF-B, existen datos genéticos tanto en hombre como en
raton que demuestran el papel de esta citoquina en el ensamblaje vascular
del embrion y en el mantenimiento de la integridad de la pared de los vasos.
Los miembros de la superfamilia de TGF-B, y en particular TGF-p1,
contribuyen en las fases de resolucion y maduraciéon de la angiogénesis,
estimulando la producciéon de matriz extracelular e induciendo la
diferenciacion de células mesenquimales en células murales (Pepper, 1997).
Se han descrito propiedades tanto angiogénicas como antiangiogénicas de
TGF-B1, a través de las células endoteliales y de otros tipos celulares. A
dosis bajas, el TGF-f1 contribuye en el inicio de la angiogénesis
aumentando la produccion de factores angiogénicos y proteasas. A dosis
altas, el TGF-B1 inhibe el crecimiento de las células endoteliales, promueve
la formaciéon de la membrana basal y estimula la diferenciacion y
reclutamiento de las células del musculo liso vascular (van den Driesche y
cols., 2003). Algunos receptores de TGF-B1 (ALK-1, TBR-II, endoglina), asi
como algunas moléculas implicadas en su senalizaciéon (Smad S5) han sido
relacionadas tanto con la fase inicial de la angiogénesis como con la fase de
maduraciéon (Pepper, 1997; Weinstein y cols., 2000). Estudios recientes in
vitro indican que la via de senalizacion de TGF-B1 a través de ALK-1 induce
la expresion de Id1 en células endoteliales y fibroblastos, una proteina
implicada en los procesos de migracion y proliferacion. En cambio, la via de
senalizacion a través de ALK-5 induce la expresion del inhibidor del
activador de plasminégeno (PAI)-1 en las células endoteliales. El PAI-1
promueve la maduracion de los vasos al prevenir la degradacion de la
matriz provisional formada a su alrededor. Estos hechos hacen pensar que

el balance en la sefializacion a través de una u otra via es lo que determina
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el efecto angiogénico o antiangiogénico de TGF-B1. La endoglina podria ser
una de las moléculas que module este balance (Goumans y cols., 2002;

Lebrin y cols., 2004).

1.3.3. Moléculas de interaccion célula-célula

Cuando las células endoteliales migran durante la formacion de
nuevos vasos, las moléculas que mantienen las uniones celulares
(caderinas, claudinas, ocludinas) desaparecen, pero mas tarde se
reestablecen, una vez que se estabiliza el nuevo vaso. El VEGF afloja estos
contactos entre las células endoteliales, mientras que la Ang-1 los refuerza

(Thurston y cols., 2000).

Las células endoteliales también contactan entre si a través de
PECAM y de uniones tipo Gap, mediante conexinas. Estas uniones también
son cruciales tanto para la formacion como para el mantenimiento de los

vasos (Simon y McWhorter, 2002).

1.3.4. Moléculas de interaccion célula-matriz

extracelular

La matriz extracelular también regula el proceso de formacion de
nuevos vasos. En los vasos quiescentes, las células endoteliales tienen una
membrana basal (compuesta fundamentalmente por colageno IV y
laminina) y una matriz intersticial (colageno I y elastina), que da visco-
elasticidad y resistencia a la pared del vaso. En este estado, ciertos
dominios de las proteinas constituyentes de la membrana basal interactian
con las células endoteliales, generando senales que inhiben la proliferacion
y protegen las uniones entre las células (Form y cols., 1986). Cuando se
desencadena la angiogénesis, las células endoteliales interaccionan con
diferentes dominios de esas mismas proteinas de la membrana basal, con lo
cual la matriz altera su composicion y las células endoteliales migran para
formar nuevos vasos (Hangai y cols., 2002; Kalluri, 2003). Por lo tanto, las

proteinas de la membrana basal, dependiendo de su configuracion, influyen
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de modo diferente en las células endoteliales y promueven distintas fases

del proceso angiogénico.

La remodelacion de la matriz extracelular durante la angiogénesis es
llevada a cabo por proteasas, entre las que se incluyen activadores de
plasminégeno, metaloproteinasas matriciales, heparinasas, quimasas,
triptasas y catepsinas (Jackson, 2002). Las proteasas facilitan la formacion
de nuevos vasos al liberar activadores angiogénicos unidos a la matriz,
como bFGF, VEGF y TGF-B y activar quimioquinas angiogénicas como IL-1.
Incluso hay estudios que demuestran que la actividad de algunas proteasas

en la angiogénesis no tiene que ver con la proteolisis (Qi y cols., 2003).

Las proteasas también juegan un papel importante en la resolucion
de la angiogénesis, debido a que pueden liberar algunos inhibidores unidos
a la matriz (trombospondina (TSP)-1 y factor plaquetario (PF)-4), generar
fragmentos de colageno (endostatina), plasminégeno (angiostatina) o de las
propias proteasas con actividad antiangiogénica, asi como inactivar
citoquinas angiogénicas (factor derivado de las quimioquinas estromales-1)
(Luttun y cols., 2000). Por otra parte, la actividad de las metaloproteinasas,
y por tanto la angiogénesis, se contrarresta con los inhibidores titulares de

metaloproteinasas (TIMP) (Gémez y cols., 1997).

La arrestina, canstatina, tumstatina y endostatina son inhibidores
endogenos de la angiogénesis derivados de los colagenos XVIII y IV. Estos
fragmentos de proteina se producen como consecuencia de la proteolisis de
colageno en el recambio normal de la membrana basal. Probablemente sea
la union de estos fragmentos a integrinas lo que medie su actividad
antiangiogénica (Kalluri, 2003). La endostatina, probablemente la mas
estudiada de estas proteinas, es un inhibidor especifico de la migracion y
proliferacion endotelial y también induce apoptosis de las células

endoteliales en proliferacion (O Reilly y cols., 1997).

En los Ultimos anos se ha demostrado la actividad proangiogénica o
antiangiogenica de otros componentes de la membrana basal. Entre ellos se
incluyen el perlecan (proteoglicanos de heparan sulfato), laminina, proteina
secretada acida y rica en cisteina (SPARC o BM-40 u osteonectina),

colageno XV y colageno XVIII (Kalluri, 2003).
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Algunos factores de crecimiento, como los FGF, estan implicados en
la alteracion de la integridad mecanica de la matriz extracelular, y de esta

manera regulan la angiogénesis (Ingber y Folkman, 1989).

Las integrinas son receptores celulares de membrana para moléculas
de la matriz extracelular compuestas de dos subunidades, a y B, que se
combinan formando complejos heterodiméricos. Las integrinas transmiten
informacion bidireccionalmente entre el interior y el exterior de la célula
endotelial, y ayudan asi a la regulacion de la angiogénesis en coordinaciéon
con el medio que rodea al endotelio (Hynes, 2002). Algunos estudios han
demostrado que, en condiciones normales, los componentes de la
membrana basal se unen a una serie de integrinas, pero cuando se altera la
estructura de la membrana basal sus componentes se unen a otras

integrinas diferentes (Gardner, 1999).

1.3.5. Leucocitos

Los leucocitos tienen gran importancia en la regulacion de muchos
procesos angiogénicos por su capacidad de producciéon de numerosos
factores, como VEGF, PIGF, PDGF-BB, bFGF, Ang-2, EGF, TGF-B1, proteina
quimioatrayente de monocitos (MCP)-1, varias interleuquinas y proteasas.
Pero los leucocitos también son productores de inhibidores angiogénicos,
por lo que su funcién en el inicio o la finalizaciéon de la angiogénesis
depende del balance espacial y temporal en que se encuentren (Carmeliet,

2003).

1.4. Angiogénesis especifica de 6rganos

La angiogénesis especifica de o6rganos viene determinada en primer
lugar por la expresion y actividad de factores angiogénicos generales, como
VEGF y Ang-1, que varian enormemente de unos tejidos a otros (Visconti y
cols., 2002; Jain y Munn, 2000). En segundo lugar, hay factores
angiogénicos especificos que determinan el comienzo del proceso
angiogénico de una manera especifica en cada 6rgano (LeCouter y cols.,

2001).
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1.5. Implicaciones patologicas de Ila
angiogénesis

La pérdida del control organico sobre la angiogénesis constituye uno
de los elementos caracteristicos de algunas enfermedades, determinando
que sea la propia patologia la que regule, en su "beneficio", el proceso de
angiogénesis. Esta desregulacion puede ir en ambos sentidos; es decir,

tanto en un aumento como en una disminucion del proceso.

Se produce una angiogénesis insuficiente cuando un tejido no puede
producir cantidades adecuadas de factores de crecimiento angiogénico. Esto
supone un inadecuado crecimiento de los vasos sanguineos en zonas que lo
requieren, lo que impide que se restaure el flujo sanguineo y, por
consiguiente, dificulta o incluso llega a impedir que el tejido en cuestion

recupere la normalidad, pudiendo llegar a morir (necrosis).

Por el contrario, se produce un exceso de angiogénesis cuando
células o tejidos alterados producen cantidades anormales de factores de
crecimiento angiogénico, sobrepasando la capacidad de regulacion de los
inhibidores naturales de la angiogénesis. En estas condiciones, los tejidos
desarrollan nuevos vasos sanguineos, lo que provoca la destruccion de los
tejidos normales y, como es el caso del cancer, los nuevos vasos permiten el
suministro de sangre a los tumores, lo que resulta determinante para su
desarrollo y facilita vias adicionales de diseminacion de las células
tumorales y con ello las metastasis en tejidos lejanos del foco tumoral
primario. En este sentido, Folkman propuso el concepto de la terapia anti-
angiogénica como una alternativa y ayuda a las terapias tradicionales anti-
cancerigenas (Folkman, 1971), que ha sido objeto de numerosas

investigaciones en las tres ultimas décadas.

1.5.1. Enfermedades caracterizadas o causadas por

angiogénesis insuficiente o regresion de los vasos

0 Que afectan al sistema mnervioso: Alzheimer (se produce
vasoconstriccion, degeneracion microvascular y angiopatia cerebral debido

a la toxicidad que el amiloide-f genera en las células endoteliales (de la
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Torre, 2002)); esclerosis lateral amiotrofica y mneuropatia diabética
(enfermedades caracterizadas por la degeneraciéon de las motoneuronas a
causa de la insuficiente produccion de VEGF (Oosthuyse y cols., 2001));
apoplejia (existe una correlacion entre supervivencia y angiogénesis cerebral

(Krupinski y cols., 1994)).

0 Que afectan a los vasos sanguineos: aterosclerosis (desarrollo
insuficiente de vasos colaterales (Van Belle y cols., 1997)); hipertension
(baja densidad de capilares (Boudier, 1999)); diabetes (caracterizada por el
escaso crecimiento colateral y angiogénesis insuficiente en tejidos
isquémicos (Waltenberger, 2001), sin embargo se produce un aumento de la
neovascularizacion retinal); restenosis (por una falta de re-endotelizacion

después del dano arterial en edades avanzadas (Gennaro cols., 2003)).

0 Que afectan al sistema digestivo: ulceraciones orales o
gastricas (se produce un retraso en su cicatrizacion debido a la produccion
de inhibidores angiogénicos que generan algunos patégenos (Jenkinson y
cols., 2002); enfermedad de Crohn (caracterizada por isquemia en la

mucosa).

0O Que afectan a la piel: pérdida capilar (los inhibidores
angiogénicos retardan el crecimiento del cabello (Yano y cols., 2001)); piel
purpura, telangiectasia (reduccion edad-dependiente del nimero de vasos,

asi como de su maduracion (Chang y cols., 2002)).

0 Que afectan al aparato reproductor: pre-eclampsia (por
disfuncién de la célula endotelial debida a la ausencia de VEGF que
produce el Flt-1 soluble (Maynard y cols., 2003)); menorragia (por la
fragilidad de los capilares debida a la baja producciéon de Ang-1 (Hewett y
cols., 2002)).

0 Que afectan al pulmén: distress respiratorio neonatal
(maduraciéon pulmonar insuficiente en prematuros debida a la escasa
produccion de HIF-2a y VEGF (Compernolle y cols., 2002)); fibrosis
pulmonar, enfisema (por apoptosis de las células endoteliales debida a la

inhibicion de VEGF (Kasahara y cols., 2000)).
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0 Que afectan al rifion: nefropatias (se produce degeneracion de
los vasos en edades avanzadas debida a la produccion de TSP-1 (Kang y

cols., 2001)).

0 Que afectan a los huesos: osteoporosis (el declive de la
angiogénesis mediada por VEGF hace que no haya una formacion de
huesos normal (Martinez y cols., 2002)), cicatrizacion lenta de las fracturas

de huesos (causada por inhibidores angiogénicos (Yin y cols., 2002)).

1.5.2. Enfermedades caracterizadas o causadas por una

angiogénesis anormal o excesiva

0 Que afectan a muchos 6rganos: cancer (activacion de oncogenes
o pérdida de supresores tumorales); enfermedades infecciosas (los
patogenos expresan genes angiogénicos (Meyer y cols., 1999), inducen
programas angiogénicos (Harada y cols., 2000) o transforman las células
endoteliales (Barrilari y Ensoli, 2002)); desordenes autoinmunes (activacion

de leucocitos).

0 Que afectan a los vasos sanguineos: malformaciones vasculares
(mutacion de Tie-2 (Vikkula y cols., 1996)); sindrome de DiGeorge (baja
expresion de VEGF y neuropilina-1 (Stalmans y cols., 2003)); telangiectasia
hemorragica hereditaria (HHT) (mutaciones en endoglina o ALK-1 (van den
Driesche y cols., 2003)); hemangioma cavernoso (Pérdida de la conexina 37
y la conexina 40 (Simon y McWhorter, 2002)); aterosclerosis; arteriopatia

del transplante.

0 Que afectan al tejido adiposo: obesidad (angiogénesis inducida
por dietas grasas); pérdida de peso inducida por inhibidores de la

angiogénesis (Rupnick y cols., 2002).

0 Que afectan a la piel: soriasis, verrugas, dermatitis alérgica,
cicatrices queloides, granulomas piogénicos, ampollas, sarcoma de Kaposi

en individuos con SIDA (Barillari y Ensoli, 2002).

0 Que afectan a los ojos: sindrome vitreo de hiperelasticidad

persistente (pérdida de Ang-2 (Hackett y cols., 2002) o VEGF65 (Stalmans y
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cols., 2002)), retinopatia diabética, retinopatia de los prematuros,

neovascularizacion coroidal (mutaciéon de TIMP-3 (Qi y cols., 2003)).

0 Que afectan al pulmoén: hipertension pulmonar primaria
(mutacion del receptor de BMP (BMPR)-2 o de las células endoteliales
somaticas (Humbert y Trembath, 2002; Voelkel y cols., 2002; Yeager y cols.,

2002)), asma, polipos nasales.

0 Que afectan al intestino: enfermedad inflamatoria intestinal y

periodontal, ascitis, adhesiones peritoneales.

0 Que afectan al aparato reproductor: endometriosis, sangrado
uterino, quistes ovaricos, hiperestimulacion ovarica (LeCouter y cols.,

2001).

0 Que afectan a los huesos y articulaciones: artritis, sinovitis,

osteomielitis, formacion de osteofitos (Luttun y cols., 2002 b).

2. Arteriogénesis

Mientras los capilares distribuyen la sangre a las células
individuales, las arterias distribuyen el flujo sanguineo a los tejidos. Por
eso, cuando una arteria se obstruye el espacio vascular que ella irriga se
vuelve isquémico. Para que esto no suceda, existen vasos colaterales
interconectados con los sistemas arteriales del organismo, de tal manera
que tras la obstruccion de una arteria, otra arteria colateral se puede
ampliar y salvar asi la region isquémica (Helisch y Schaper, 2003). Este
proceso, conocido como arteriogénesis (Figura 10), esta involucrado junto

con la angiogénesis en el remodelado vascular (Van Royen y cols., 2001 b).

Los modelos experimentales de enfermedad arterial periférica, como
la isquemia en la pata trasera producida por la ligadura de la arteria
femoral, se han utilizado extensamente para estudiar los procesos de
remodelado vascular. Con estos modelos se ha demostrado que la
arteriogénesis en la parte superior del muslo de animales con enfermedad

vascular periférica experimental incrementa el flujo sanguineo en el resto de
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la pata (Hershey y cols., 2001; Ito y cols., 1997; Scholz y cols., 2000; Van
Royen y cols., 2001 b).

Blogueo Remodelado

Figura 10. Proceso de arteriogénesis. Cuando una arteria se
obstruye, los vasos preexistentes colaterales sufren una
remodelaciéon gradual, ensanchandose para poder hacer
frente al flujo sanguineo que conducia la arteria obstruida
(modificado de Simons y Ware, 2003).

Los modelos experimentales de enfermedad arterial periférica, como
la isquemia en la pata trasera producida por la ligadura de la arteria
femoral, se han utilizado extensamente para estudiar los procesos de
remodelado vascular. Con estos modelos se ha demostrado que la
arteriogénesis en la parte superior del muslo de animales con enfermedad
vascular periférica experimental incrementa el flujo sanguineo en el resto de
la pata (Hershey y cols., 2001; Ito y cols., 1997; Scholz y cols., 2000; Van
Royen y cols., 2001 b).

2.1 Regulacion de la arteriogénesis

La angiogénesis y la arteriogénesis tienen lugar en tipos diferentes de
vasos sanguineos y se regulan por estimulos distintos. El aumento del
“shear stress” en los vasos colaterales (desencadenado después de la
oclusion de la arteria mayor) parece ser el estimulo primario de
arteriogénesis (VanRoyen y cols., 2001 a). Sin embargo, en los modelos
animales de enfermedad vascular periférica, la isquemia tisular no parece

que controle de manera importante la arteriogénesis, pues los vasos
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colaterales que se estan remodelando no estan rodeados de tejido isquémico

(Ito y cols., 1997; Scholz y cols., 2000; VanRoyen y cols., 2001 a).

Las diferencias de presion en las zonas de perfusion y el “shear
stress” hacen que las células endoteliales se activen y recluten monocitos.
Estas células producen factores de crecimiento y proteasas, los cuales
hacen que las células del musculo liso vascular puedan migrar y dividirse
(Heil y cols., 2002). En este sentido, las citoquinas que atraen monocitos o
prolongan su vida (como MCP-1, TGF-Bf1 y el factor de necrosis tumoral
(TNF)-a) aumentan el crecimiento colateral, mientras que las citoquinas
anti-inflamatorias (como IL-10) lo inhiben (Carmeliet, 2003). El PIGF
también favorece el crecimiento colateral, no sélo porque atrae monocitos,
sino también porque estimula el crecimiento de las células endoteliales y las
células del musculo liso vascular (Luttun y cols., 2002 b). También se han
descrito otros factores de crecimiento involucrados en el crecimiento
colateral, como aFGF, bFGF y PDGF-BB (Carmeliet, 2003). Sin embargo, el
VEGF tiene mucha menos eficiencia en el crecimiento colateral que en la

angiogénesis de capilares (Helisch y Schaper, 2003).

3. Vasculogénesis

La vasculogénesis es la formacion de vasos sanguineos a partir de
células progenitoras de las células endoteliales. La vasculogénesis
contribuye al crecimiento de los vasos no sé6lo en el embrion, como se creia
hasta hace pocos anos, sino también en tejidos isquémicos, malignos o

inflamados del individuo adulto (Carmeliet, 2003).

En el embrién, las células endoteliales provienen de los angioblastos
(Mikkola y Orkin, 2002) (Figura 11). En cambio, en el individuo adulto
provienen de las células progenitoras endoteliales, de mesoangioblastos, de
células progenitoras multipotenciales o de las llamadas “side population
cells”, todas ellas producidas por la médula 6sea (Luttun y cols., 2002 a;

Reyes y cols., 2002).
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Figura 11. Esquema del desarrollo vascular embrionario. Se indican las células
que se diferencian sucesivamente, y las estructuras que forman. Los procesos que
culminan en la formacion del plexo capilar primitivo son denominados
vasculogénicos, y los angiogénicos son aquellos en los que se desarrollan los vasos
definitivos.

3.1. Regulacion de la vasculogénesis

Existen numerosas senales celulares que hacen diferenciarse a las
células progenitoras de las células endoteliales, y por lo tanto contribuyen
al crecimiento vascular; entre ellas se encuentran el VEGF, PIGF, Ang-1,
proteinas inhibidoras de la diferenciacion, citoquinas... (Gerber y cols.,

2002; Hattori y cols., 2002; Lyden y cols, 2001; Luttun y cols., 2002 a).

El origen de las células endoteliales de las venas y las arterias no es
el mismo. Estudios genéticos recientes han demostrado la existencia de
sefnales que controlan el origen arterial o venoso de las células endoteliales.
La via de Notch, con sus ligandos y receptores, promueve células
endoteliales arteriales y reprime las venosas. El gen Sonic Hedgehog, VEGF,
y la via de senalizacion de Gridlock intervienen en esta ruta (Lawson y

cols., 2002; Zhong y cols., 2001).

4. Regresion de vasos

La regresion de vasos es un mecanismo fisiologico que tiene lugar
cuando la vasculatura en un tejido esta formada por un ntiimero excesivo de

vasos. Sin embargo, la regresion anormal de los vasos sanguineos

43



Introduccion

contribuye a la patogénesis de algunas enfermedades. La retirada de los
estimulos angiogénicos es causa de la regresion de los vasos, especialmente

cuando todavia son inmaduros (Dor y cols., 2002).

4.1. Regulacion de la regresion de vasos

El flujo es generalmente el factor que determina si los nuevos vasos
formados persisten o regresan. Bajo la influencia de varios factores
(metaloproteinasas matriciales, PDGF-BB, bFGF, integrinas, NO) el flujo
sanguineo estimula la hiperplasia de las células endoteliales y del musculo
liso vascular e induce la reorganizacion de las uniones endoteliales y la
deposicion de matriz extracelular. Por lo tanto, una perfusion adecuada
contribuye a la maduracion de los vasos, mientras que una perfusion

insuficiente causa su regresion (Boudier, 1999).

Los pericitos también determinan la susceptibilidad de los vasos a la
regresion. Una vez que los vasos se rodean de pericitos, se hacen resistentes
a la regresion inducida por la falta de oxigeno. La liberacion de PIGF o
VEGF con PDGF-BB produce maduraciéon de los vasos y causa su
persistencia y estabilidad (Luttun y cols., 2002 b). Sin embargo, si se rompe
la asociacion endotelio-pericitos se desencadena la regresion de los vasos

(Benjamin y cols., 1998).

Los inhibidores de la angiogénesis también contribuyen a la regresion
de los vasos. La TSP-1 inhibe la angiogénesis a través de efectos directos
sobre las células endoteliales y efectos indirectos activando o movilizando
factores de crecimiento (Vailhe y Feige, 2003). Cuando los niveles de VEGF
son bajos, la Ang-2 desencadena la regresion de los vasos (Holash y cols.,
1999). Los interferones suprimen los efectos angiostaticos porque reducen
la expresion de bFGF y VEGF. Los macrofagos contribuyen a la regresion de
los vasos porque liberan TGF-f1 (Schonfeld, 1996). Entre otros inhibidores
también se encuentran algunas quimioquinas, receptores solubles,
antagonistas de la coagulacion, moléculas que se unen a los componentes
de la matriz extracelular, proteinasas y proteinas plasmaticas (Carmeliet,

2003) (Figura 12).
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Figura 12. Mantenimiento/regresion de vasos. Los vasos neoformados
requieren factores angiogénicos y arteriogénicos para su maduraciéon y
mantenimiento. El flujo es un factor critico para el mantenimiento del vaso.
Cuando los factores angiogénicos y arteriogénicos son insuficientes y en
cambio predominan los factores inhibidores de la angiogénesis, los vasos
neoformados permanecen desnudos y fragiles, por los que son muy sensibles a
la ruptura produciendo hemorragias. Estas condiciones favorecen la reduccion
del flujo y la regresion del vaso (modificado de Carmeliet, 2003). CE: células
endoteliales. MEC: matriz extracelular. MLV: musculo liso vascular.

5. Reparacion de heridas

La formaciéon de vasos sanguineos nuevos a partir de los
preexistentes (angiogénesis) es fundamental en los procesos de reparacion
(Folkman y Shing, 1992). Los nuevos vasos participan en la formacion del
tejido de granulacion provisional y aportan oxigeno y nutrientes al tejido en
reparacion. Ademas, las células que participan en la inflamacion, requieren
la interacciéon y la transmigracion a través de la membrana basal de las

células endoteliales de los vasos para llegar al tejido danado.

La reparacion de todos los tejidos del organismo se lleva a cabo
siguiendo los mismos procesos, y salvo pequenas diferencias, con la
participacion de los mismos mediadores. Nosotros elegimos para nuestro
estudio la reparacion de heridas cutaneas, pero casi la totalidad de los

procesos descritos serian aplicables a cualquier tejido del organismo.
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5.1. Fisiologia de la piel

La piel es el organo vital mas extenso, mas delgado y uno de los de
mayor relevancia del organismo. Se encuentra en forma de una lamina
desplegada, que cubre la totalidad de la superficie corporal y se continua
con los orificios naturales a través de las semimucosas y mucosas. Posee
estructuras especialmente adaptadas que le permiten cumplir con sus
multiples funciones (Tabla 1), que son esenciales para mantener la
homeostasis y, en consecuencia, para la propia supervivencia. Comprenden
procesos tan diversos como la proteccion de agentes externos, la regulacion
de la temperatura, la sintesis de importantes sustancias quimicas y
hormonas, y la excrecion de agua y sales. Ademas, la piel contiene
receptores sensitivos que hacen que sea el principal 6rgano sensorial. La
piel esta compuesta por dos laminas principales: la mas externa y fina,
llamada epidermis, y otra, mas interna y gruesa, denominada dermis. Por
debajo de la dermis se encuentra una capa subcutanea, laxa, rica en grasa,

que se denomina hipodermis (Figura 13).
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Figura 13. Estructura de la piel.
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Tabla 1. Funciones de la piel y elementos constitutivos participantes

Funcion Elementos participantes

Barrera. Proteccién contra:
- particulas fisicas - agentes quimicos |capa coérnea - pelos

- radiaciones ultravioletas melanocitos - capa coérnea — pelos
- antigenos (inmunoproteccion) células de Langerhans - queratinocitos
- agentes biolégicos (bacterias, etc.) capa cornea - células de Langerhans - pH

acido - descamacion epidérmica -
secrecion glandular sebacea - desecacion

Preservacion del medio interno:

- prevencion de pérdida de agua, capa cornea - glandulas sudoriparas
electrolitos y macromoléculas ecrinas
- almacenamiento hidroelectrolitico dermis
Absorcién de agresiones fisicas externas:
- presién - golpes dermis - hipodermis
- elasticidad y movimientos cutaneos dermis - hipodermis
Termorregulacion vasos sanguineos - glandula sudoripara

ecrina (evaporacion de sudor) -
hipodermis (aislante)

Sintesis de vitamina D queratinocitos

Captacion de sensaciones inervacion cutanea

Expresién de emociones vasodilatacién (verglienza).-

vasoconstriccién (temor)-sudor (ansiedad)

Lubricacién de la superficie cutanea glandula sebacea - glandula sudoripara
ecrina (emulsién)

Prension dermatoglifos - glandula sudoripara ecrina
- unas

Roce en pliegues pelos

Reserva nutricional y energética hipodermis

Olor glandula sudoripara apocrina

Cicatrizacion dermis - epidermis - foliculo piloso

5.1.1. Epidermis

La epidermis esta constituida, de la profundidad a la superficie, por
las capas basal, espinosa, granulosa y coérnea, que no son mas que
distintas formas de una misma célula (queratinocito), que en su proceso de
maduracion ascendente (evolucionando hacia una muerte programada), se
va diferenciando y adquiere morfologias y funciones particulares hasta
llegar a formar la capa cérnea, constituida por corneocitos, que son células
muertas con gran contenido en queratina. Los queratinocitos poseen
distintas estructuras de union entre ellos, siendo las mas importantes los
desmosomas. El tiempo de transito desde la célula basal al corneocito y su
desprendimiento final (descamacién), es de unos treinta dias. La epidermis

en su totalidad desempefia una funcién fundamental de proteccion y

47



Introduccion

defensa; tanto por la continua formacion de queratina, como por los
mecanismos inmunes que alli se generan (produccién de interleuquinas,
factores de crecimiento, moléculas de adhesion, etc.). También interviene en

la sintesis de vitamina D.

Entre las células de la capa basal se intercalan los melanocitos (un
melanocito cada diez células basales), células dendriticas que producen
melanina, de accion protectora contra las radiaciones ultravioletas. La
melanina, contenida en pequenas organelas citoplasmaticas denominadas
melanosomas, es transferida a los queratinocitos, ubicandose sobre el
nucleo para preservar al ADN de la luz solar. En la zona suprabasal de la
epidermis existe una red integrada por las células de Langerhans, también
dendriticas, que actiian como células presentadoras de antigenos. Otro tipo
celular ubicado sobre la membrana basal son las células de Merkel o

células neuroendocrinas de la piel.

La epidermis se comunica con la dermis a través de la membrana
basal. Esta lamina de estructura fibrilar compleja, es ondulada para
permitir una mayor superficie de contacto entre ambas capas (Eady y cols,

1998).

5.1.2. Dermis

La dermis esta constituida por tejido conjuntivo laxo compuesto por
fibras de colageno (95% del material fibrilar) y elastina (menos del 2% del
material fibrilar), sustancia fundamental amorfa y células. Los fibroblastos,
las células mas abundantes, se observan como células fusiformes de ntuicleo
claro y dan origen a las fibras y a la sustancia fundamental. En la dermis
también se encuentran otras células, como macréfagos y mastocitos
intermediarios de las reacciones alérgicas e inflamatorias. La dermis es
atravesada por vasos sanguineos, vasos linfaticos y receptores sensitivos.
Contiene los anexos cutaneos y desempena una funcién protectora, pues
representa la segunda linea de defensa contra los traumatismos. Provee las
vias y el sostén necesario para el sistema vascular cutaneo y constituye un
enorme deposito potencial de agua, electrolitos y sangre. Esta formado por

dos capas funcional y metabodlicamente distintas: la papilar, o dermis
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superior, es una zona de tejido conectivo laxo cuyas fibras colagenas y
elasticas se disponen en forma perpendicular al epitelio, determinando la
formacion de papilas que contactan con la parte basal de la epidermis. En
este nivel se encuentran receptores de presion superficial o tacto
(corpusculos de Meissner). La capa reticular, o dermis profunda, contiene la
mayoria de los nexos de la piel. Esta constituida por tejido conectivo con
fibras elasticas que se disponen en todas las direcciones y se ordenan en
forma compacta, dando resistencia y elasticidad a la piel. Posee fibras
musculares lisas que corresponden a los musculos erectores de los pelos

(Pope, 1998).

5.1.3. Hipodermis

La dermis se continuia en profundidad con la hipodermis. La
hipodermis o grasa subcutanea esta integrada por lobulaciones de tejido
adiposo (acumulo de adipocitos), separados por tabiques conjuntivos, por
donde transcurren los vasos y nervios. Tiene funcion de reserva nutricional
y energética, de proteccion contra presion y traumatismos y de aislamiento

del frio.

5.1.4. Anexos de la piel

Las glandulas sudoriparas ecrinas poseen un glomérulo secretor y un
conducto excretor que desembocan directamente en la epidermis.
Participan en el metabolismo hidroclorado, en la termorregulacion por la

evaporacion del sudor y en la humectacion de la superficie cutanea.

Las glandulas sudoriparas apocrinas poseen un gran lébulo secretor

y un conducto excretor dérmico que desemboca en el foliculo pilosebaceo.

Las glandulas sebaceas desembocan en el foliculo piloso y su
secrecion posee capacidad bacteriostatica, fungistatica y de emulsion
lubricante en superficie (junto con la secrecion acuosa de las glandulas

sudoriparas).

Los foliculos pilosos presentan en profundidad un ensanchamiento

denominado bulbo, donde se encuentra la matriz (de importante actividad
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mitotica) que rodea a la papila (estructura conectivo-vascular-nerviosa). En
superficie el pelo emerge a través de un orificio. Tienen funcion protectora
de las radiaciones ultravioletas (cuero cabelludo), de la luz y gotas de sudor
(cejas y pestanas), de filtro (nariz, oreja), participan reduciendo la friccion
entre pliegues y contribuyen en la percepcion de estimulos tactiles. Las
unas, al igual que los pelos, estan constituidas por queratina dura, pero a
diferencia de ellos, crecen de manera continua e indefinida formando una
lamina de queratina de crecimiento horizontal. Protegen a la falange

terminal de los dedos y colaboran en la prension.

5.1.5. Irrigacion de la piel

La circulacion arterial cutanea tiene aspecto arboriforme, con la copa
hacia la superficie. Los vasos arteriales provienen de las arterias
musculares que ascienden a través de la hipodermis para formar un primer
plexo profundo subdérmico (en la union dermohipodérmica) y luego un
segundo plexo superficial a nivel subpapilar (ambos unidos por vasos
comunicantes perpendiculares a la superficie cutanea), donde forman una
red densa de capilares con proyeccion hacia las papilas dérmicas,
constituyendo una importante microcirculacion en ese area, encargada de
nutrir a la epidermis que es avascular. Esta circulacién arterial también
nutre a todos los elementos constitutivos de la piel e interviene en la
termorregulacion (vasodilatacion para perder calor y vasoconstriccion para
conservarlo), colabora con la regulacion de la presion arterial y posibilita la
respuesta inflamatoria (mecanismo de defensa). En condiciones basales,

estan activos entre el 10 y el 20% de los vasos dérmicos.

La circulacion venosa que drena la sangre cutanea, se reune en tres
plexos: uno superficial subpapilar, uno intermedio localizado en las partes

medias de la dermis reticular y uno profundo subdérmico.

Los vasos linfaticos nacen en la parte alta de la dermis en forma de

fondo de saco y siguen el trayecto de los plexos vasculares.
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5.1.6. Inervacion

La piel es muy rica en terminaciones nerviosas sensitivas, que
conducen los impulsos por vias aferentes hacia el sistema nervioso central.
Las terminaciones de tipo libre de epidermis y dermis son capaces de
reconocer frio, calor, dolor, prurito, y las que rodean a las estructuras
pilosas tienen funciones mecanoreceptoras. Las terminaciones tipo
receptores encapsulados (Meissner, Paccini, Ruffini y Krause) intervienen
en la sensacion de tacto, presion y mecanorecepcion. Toda esta importante
inervacion, hace de la piel un o6rgano sensorial de primer nivel, con
funciones tanto protectoras, por captar estimulos potencialmente daninos,

como vinculadas a la relacion con el medio exterior.

El sistema motor esta integrado por fibras eferentes simpaticas. Las
de tipo adrenérgicas (y en menor grado las colinérgicas) intervienen en la
contraccion del mioepitelio de las glandulas sudoriparas apocrinas, del
musculo erector del pelo y en la vasoconstriccion arteriolar; las de tipo

colinérgicas inervan a las glandulas sudoriparas ecrinas.

5.2. Secuencia de eventos en la reparacion

de heridas cutaneas

Considerando que toda herida es una puerta abierta por la que
pueden penetrar cuerpos extranos y gérmenes y salir liquidos organicos, su
cierre es una necesidad urgente para el organismo. Tras una agresion
externa, la reparacion de los tejidos se lleva a cabo por dos procesos
diferentes e interrelacionados, cuyo balance determinara la respuesta final
del organismo. La cicatrizacion es el proceso por el cual se genera un nuevo
tejido sin las funciones del tejido original mientras que la regeneracion es el
proceso que implica la creacién de tejido nuevo idéntico al primario, y que

permite la conservacion de la funcion.

La curacion de las heridas cutaneas comprende una larga secuencia
de fenomenos intimamente relacionados entre si, inducidos por mediadores

bioquimicos, enzimaticos y hormonales (Figura 14).

51



Introduccion

Superficie . _
de la piel Globulos rojos
ﬁ Herida Flagueta jlhrma
l | ? ,____./':" /— - __,! I_J—a--/
O e o\ & —f —
A O e g . ) \"\ b EI
@ e (::rf". Meutrofilo Epidermis ~ e — b=
—~O 3 Y0 &= dermi e TR st
.Q Se, @ :-E nlarm!Sl B ././ g P 7&
e la pie ~ i B S
O =) L - ,-——7 H{\_
o _\-H-""\-\.\____- -
A Macrofago B
-
-/ '{a ol
® . & s
o T
- '“"“__..__ f_ :_ ce .
=oiwe o T e =
- o ey e @ = -
T=E25\ warrttagos ._@ S i
D = c
Epitelizacion
Colageno l Fibrohlasto
Angiogénesis
—_—

Figura 14. Fases de la cicatrizacion de heridas cutaneas. A. Dano. B.
Coagulaciéon. C. Inflamaciéon temprana (24 horas). D. Inflamacion tardia (48
horas). E. Proliferacién (72 horas) F. Remodelado (semanas, incluso meses)
(modificado de Beanes y cols., 2003).

5.2.1. Fase temprana: hemostasia e inflamacion

Tras producirse la herida, en el foco de la lesién se encuentran el
tejido total o parcialmente desvitalizados, sangre extravasada, cuerpos
extranos y gérmenes (Figura 14A). La respuesta local frente a estas lesiones
es el desarrollo progresivo de un estado de inflamacion aguda que va a
cumplir dos objetivos: limpieza del foco traumatico y acumulacion del
material necesario para la reparacion. El fenéomeno inflamatorio agudo

consta de dos fases integradas: en primer lugar, se produce una
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vasoconstriccion transitoria producida en gran parte por la liberacion de
tromboxano A (TXA) de las plaquetas. La vasoconstriccion, junto con la
formacion de coagulos ricos en fibrina (como consecuencia de la activacion
de la cascada de la coagulacion) y la agregacion plaquetaria ayudan a

mantener la hemostasia (Figura 14B).

Inmediatamente después de esta vasoconstriccion se produce una
vasodilatacion activa y un aumento de la permeabilidad vascular mediada
por histamina, quininas, y prostaglandinas fundamentalmente. La filtracién
de plasma provoca un edema intersticial rico en proteinas, anticuerpos,
complemento, agua y electrolitos, produciéndose una atmosfera biologica
adecuada para el desarrollo de los proximos fenomenos de reparacion.
Ademas de esta respuesta vascular, la respuesta inflamatoria también
produce movimientos celulares hacia la zona lesionada, que coinciden con
la vasodilatacion. Mediadores enzimaticos locales (derivados del
complemento, histamina, prostaglandina E, (PGE.), leucotrienos, TNF-q,
productos de la degradacion de la fibrina, PF-4, PDGF, TGF-f...) producen
fenomenos de marginacion, adherencia y diapédesis de los neutroéfilos, que
son las primeras células que aparecen en el foco traumatico (Martin, 1997)
(Figura 14C). Los neutrofilos comienzan la lisis y fagocitosis de los
gérmenes contaminantes y de los cuerpos extranos. Ademas, los neutroéfilos
producen citoquinas proinflamatorias que sirven de sefniales tempranas para
activar a los fibroblastos y queratinocitos locales (Hubner y cols., 1996). La
reaccion de limpieza leucocitaria es completada y posteriormente sustituida
por los macroéfagos (Figura 14D). Los monocitos son atraidos hacia el tejido
danado mediante diferentes factores (fibronectina, colageno, elastina,
trombina y TGF-B). Una vez en el espacio extravascular se adhieren a la
matriz extracelular y se activan gracias a IL-2, al interferon (IFN)-y derivado
de los linfocitos T, a los estimulos procedentes de los microorganismos
implicados y a PDGF. Una vez activados, los macrofagos fagocitan residuos
como bacterias y tejido necroético al tiempo que secretan diferentes enzimas,
como elastasas y colagenasas, para desintegrar el tejido lesionado (Brown,
1995). Los macréfagos preparan el terreno para el proceso reparador, ya
que constituyen una de las principales fuentes de citoquinas que estan

implicadas en la cicatrizacion, favoreciendo la proliferacion de fibroblastos y
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la sintesis de colageno. Entre estas citoquinas destacan TNF-a, PDGF, IL-1,
el factor de crecimiento tipo insulina (IGF)-1, TGF-a y B y FGF (Singer y
Clark, 1999; Martin, 1997).

5.2.2. Fase intermedia o proliferativa: fibroplasia,

angiogénesis y epitelizacion

Mientras va cediendo el proceso inflamatorio los movimientos
celulares en el foco traumatico continuan con la aparicion de los
fibroblastos (Figura 14E), células basicas en la reparacion cuya funciéon es
sintetizar los dos componentes basicos del tejido conectivo: el colageno y los
mucopolisacaridos de la sustancia fundamental. Son células que se
encuentran en el tejido sano perilesional, y que atraidas por citoquinas de
la fase temprana (PDGF, TGF-B, EGF, péptidos de colageno y fibronectina),
migran hacia la herida. Ellos mismos, a su vez, van a ser fuente de otros
factores que recluten mas fibroblastos y otras células (Singer y Clark, 1999;

Martin, 1997).

Los fibroblastos producen fibroplasia (proceso de sintesis de las
fibras que componen la matriz extracelular) de una manera desorganizada,
y que sustituira a la red inicial de fibrina. La sintesis de colageno
(proporcionalmente el mayor componente de la matriz) aumenta de manera
progresiva hasta la cuarta semana, momento en el que disminuye debido a
su destruccion mediante colagenasas. Distintos factores afectan a la
sintesis de colageno como son la edad, la tension, la presion arterial y el
estrés. También algunas citoquinas, como TGF-B, PDGF, FGF y EGF
influyen en la fibroplasia. Ademas de colageno, los fibroblastos también
sintetizan otros componentes de la matriz extracelular, como son los
proteoglicanos (condroitin sulfato, dermatan sulfato, heparan sulfato,
queratan sulfato y otros, pero de ellos el mas comun es el acido hialurénico)
y fibronectina. La elastina no se sintetiza como respuesta a la lesion y
marca la diferencia entre la piel normal y la cicatriz, puesto que ésta ultima
carece de elasticidad debido a la ausencia de esta proteina (Singer y Clark,

1999; Martin, 1997).
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De un modo paralelo, se desarrolla un proceso de contraccion,
complementario a la reparacion, en virtud del cual los bordes de la herida
se acercan concéntricamente, disminuyendo el area de granulacion. Este
proceso reduce el tiempo de cicatrizacion y las necesidades reparativas. La
tasa de contraccion es dependiente de la forma de la herida y de la laxitud
del tejido y el mecanismo por el cual se produce es discutido, aunque de lo
que no hay duda es de que el miofibroblasto ocupa el papel protagonista.
Los miofibroblastos se concentran en los margenes de la herida, y actian a
modo de esfinter, en un proceso que no depende de la sintesis de colageno.
Entre las citoquinas que influyen en este proceso encontramos a TGF-J,

PDGF, FGF e IFN-y.

Paralelamente al aumento de fibroblastos, se produce también
proliferacion de las células endoteliales (Figura 14E). El dafo capilar genera
un estado de hipoxia que produce la respuesta angiogénica (Knighton y
cols., 1981). Se ha demostrado un aumento en la expresion de VEGF y Ang-
2 en el inicio de la angiogénesis en heridas cutaneas, que se mantiene hasta
que la red vascular en la herida esta establecida. Ademas se observa un
primer descenso en la expresion de Ang-1 después de la formacion de la
herida, y un segundo descenso después de la maduracion de los vasos. Las
principales fuentes de VEGF en este proceso son los queratinocitos,
monocitos y fibroblastos, mientras que 1la Ang-1 es producida
fundamentalmente por los pericitos (Bloch y cols., 2000). Estos datos
coinciden con la hipodtesis de que VEGF y Ang-2 inducen la angiogénesis,
mientras que Ang-1 esta implicada en la estabilizacion de los vasos. La
neoangiogénesis se produce a partir de las células endoteliales de los
capilares abiertos, que por proliferacion constituyen yemas vasculares, que
vienen a aportar el oxigeno y los metabolitos necesarios. Se forman en esta
fase numerosos vasos inmaduros; después, muchos degeneran y soélo

algunos permanecen y se estabilizan (Zawicki y cols., 1981).

La angiogénesis es un proceso estrechamente relacionado con la
hemostasia. En la cicatrizacion de heridas, la formacion de coagulos ricos
en fibrina y la agregacion plaquetaria preceden a la formacion de nuevos
vasos. Las plaquetas, cuando se activan, liberan algunos factores

angiogénicos, como VEGF, PDGF, TGF-p, IL-6 y trombina (Carmeliet, 2001;
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Coussens y Werb, 2002), y estimulan el crecimiento y la estabilidad de los
nuevos vasos que se desarrollan en la herida por su capacidad de fortalecer
las uniones entre las células endoteliales y de reclutar células murales
(English y cols., 2002). Ademas, las plaquetas contienen factores
antiangiogénicos, como TSP-1 y PF-4, que juegan un papel importante en la

resoluciéon de la angiogénesis, una vez que la herida se ha cerrado.

En la fase intermedia también se produce la re-epitelizacion de la
herida (Figura 14E), una de las fases fundamentales puesto que constituye
la regeneracion de la barrera de proteccion. La epitelizacion se consigue con
la proliferacion y migracion de los queratinocitos desde los bordes de la
herida hacia el centro, hasta formar un epitelio estratificado. Estos procesos
estan controlados mediante citoquinas del tipo EGF, TGF-a, IGF, FGF, KGF,
TGF-B (s6lo actia sobre la migracion). Los queratinocitos a su vez estan
capacitados para la sintesis de metaloproteinasas, que facilitan la migracion
y cuya secrecion cesa cuando se produce la inhibicion por contacto.
Finalmente, es necesario tener en cuenta que la epidermis neoformada no
es igual a la intacta, puesto que las crestas epidérmicas no son visibles.
Ademas, el epitelio es mas grueso en los margenes de la herida y en la zona

central del area reepitelizada (Singer y Clark, 1999; Martin, 1997).

5.2.3. Fase tardia: remodelado

Tras unos veinte dias de cicatrizacion, la acumulacion de colageno se
estabiliza. Su sintesis se regula a través del propio colageno de la matriz,
IFN-y, TNF-o y TGF-B. En estos momentos la fuerza tensil que es capaz de
soportar la cicatriz es aproximadamente de un 15% respecto a la piel
normal. A partir de este momento se produce el remodelado de la matriz, es
decir, la agregacion y reorientacion de las fibras de colageno (Figura 14F).
Este proceso, que puede durar varios meses, es el responsable del aumento
en la fuerza tensil, hasta alcanzar el 80%, siendo éste el maximo esperable.
El colageno de nueva sintesis presenta algunas diferencias (organizacion,
tamano de las fibras, densidad, solubilidad...) con respecto al colageno de la
piel normal. Para conseguir el remodelado de la cicatriz entran en juego

numerosas enzimas del grupo de las metaloproteinasas matriciales con
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actividad colagenolitica, asi como otras enzimas como la hialuronidasa.
Estas enzimas estan influenciadas por diferentes citoquinas como TGF-§,
PDGF, IL-1 y EGF. Con este proceso se obtienen resultados visibles como el
cambio de textura, grosor y color de la cicatriz (Singer y Clark, 1999;

Martin, 1997).

5.3. Regulacion de la cicatrizacion de

heridas cutaneas

Los procesos de reparacion estan regulados por una serie de
citoquinas (Tabla 2), algunas de las cuales tienen funciones similares, de
forma que no esta claro qué factores son criticos en cada proceso implicado

en la cicatrizacion y responsables de su activacion.

Tabla 2. Citoquinas implicadas en la cicatrizacion de heridas cutaneas

Factor Origen

Proliferacion fibroblastica,
Plaquetas, macréfagos, endotelio, | quimiotaxis, activacion de
PDGF B " . .
musculo liso vascular neutroéfilos y macrofagos,
angiogénesis
Plaquetas, neutrofilos, linfocitos, |Proliferacion fibroblastica,
TGF-B macrofagos, fibroblastos, quimiotaxis, angiogénesis
queratinocitos indirecta.
Macroéfagos activados, plaquetas, | Proliferacion fibroblastica y
TGF-a Lo s
queratinocitos epitelial
Proliferacion epitelial y
IGF Plaquetas, plasma fibroblastica, formacion de tejido
de granulacién.
Proliferacion fibroblastica,
IL-1 Macroéfagos, linfocitos liberacién de colagenasas,
quimiotaxis
TNF Macrqfagos, mastocitos, Proliferacion fibroblastica
linfocitos T
Proliferacién epitelial y
FGF Macrofagos, glia fibroblastica, deposito de matriz,
contraccion y angiogénesis
Inhibicién de la sintesis de
IFN-y Linfocitos, fibroblastos colageno y proliferaciéon de
fibroblastos
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6. Endoglina

6.1. Estructura y caracteristicas moleculares

La endoglina (CD105) es una glicoproteina homodimérica de
membrana de 180 kDa que fue descubierta a mediados de los anos 80 con
el anticuerpo monoclonal 44G4 contra células linfoblasticas humanas
(Quackenbush y Letarte, 1985; Quackenbush y cols., 1986). La endoglina
se identific6 originariamente en el endotelio vascular humano donde se
encuentra en altos niveles (Gougos y Letarte, 1988 a). Se expresa de forma
constitutiva en células endoteliales de capilares, venas y arterias (Li, D. y
cols., 2001; Cheifetz y cols., 1992) y en células contractiles como las del
musculo liso vascular (Adam y cols., 1998) y células mesangiales
(Rodriguez-Barbero y cols., 2001). También se ha identificado en otros tipos
celulares como macrofagos activados (Lastres y cols., 1992), trofoblastos
(Kruse y cols., 1999), fibroblastos (St-Jacques y cols., 1994) y otros tipos

celulares aunque en menor grado.

En su estructura, similar en un 71% a la del betaglicano (Cheifetz y
cols., 1992), posee oligosacaridos unidos a las cadenas peptidicas a través
de enlaces N-asparragina y O-serina/treonina que constituyen
aproximadamente el 20% del peso total de endoglina (Gougos y Letarte,
1988 b). La glicoproteina tiene un dominio citoplasmatico de 47
aminoacidos, un dominio transmembrana uUnico de 25 residuos y un
dominio extracelular de unos 561 aminoacidos (Cheifetz y cols., 1992). La
isoforma descrita corresponde a la endoglina larga (L-endoglina) aunque
existe otra isoforma con el dominio citoplasmatico mas corto, de 14
aminoacidos, denominada endoglina corta (S-endoglina) (Gougos y Letarte,
1990; Bellon y cols., 1993). Mediante técnicas de immunoblot en células
endoteliales s6lo se ha conseguido detectar la L-endoglina, lo que sugiere

que es ésta la forma predominante (Li y cols., 2000).

Se ha descrito que el dominio extracelular de endoglina interacciona
con TGF-B1 y con otros componentes de la superfamilia de TGF-f como
TGF-B3, activina-A, BMP-7, y BMP-2 (Barbara y cols., 1999; Cheifetz y cols.,

1992). Esta uniéon requiere la expresion de los receptores senalizantes

58



Introduccion

(Barbara y cols., 1999; Letamendia y cols., 1998 b), que forman complejos
heteroméricos con endoglina (Yamashita y cols., 1994; Zhang y cols., 1996),
lo que indica que esta proteina podria estar involucrada en la transduccion

de la senal de TGF-f.

El dominio citoplasmatico de ambas  isoformas esta
constitutivamente fosforilado en residuos serina-treonina, aunque el nivel
de fosforilacion de L-endoglina es bastante mayor que el de S-endoglina
(Lastres y cols., 1994). Recientemente se ha demostrado que esta
fosforilacion  constitutiva de endoglina es debida al TBR-II,
constitutivamente activo (Guerrero-Esteo y cols., 2002). La union de TGF-§
a endoglina produce una regulacion a la baja de la fosforilacion, lo que
sugiere un posible papel en la sefializacion celular o/y una asociacién con

otras proteinas del citoplasma (Lastres y cols., 1994).

En el dominio extracelular de la endoglina humana se encuentra la
secuencia arginina-glicina-acido aspartico (RGD) (Cheifetz y cols., 1992). El
péptido RGD es una estructura reconocida por integrinas que se ha
encontrado en proteinas de la matriz extracelular como la fibronectina,
vitronectina, factor von Willebrand (vWF), colageno I y fibrinégeno (Lawler y
cols., 1988; Ruoslahti y Pierschbacher, 1987). El hallazgo del péptido RGD
en la endoglina sugirio que ésta podia participar en procesos de adhesion
celular a través de integrinas. La adhesion celular ha sido implicada en
procesos como la hemostasis, trombosis e inflamacién, fenémenos en los
cuales el endotelio juega un papel muy importante (Lawler y cols., 1988;
Ruoslahti y Pierschbacher, 1987). Sin embargo no se han encontrado las
posibles integrinas que puedan interaccionar con la secuencia RGD de

endoglina (Gougos y Letarte, 1990; Lastres y cols., 1992).

La endoglina de raton es similar en un 72% a la endoglina humana,
pero carece de la secuencia RGD (St-dacques y cols., 1994). Las regiones
mejor conservadas de endoglina son los dominios citoplasmatico y
transmembrana, con un 95% de identidad entre las formas humana y de
raton, lo que sugiere que el dominio citoplasmatico puede interaccionar con
otras proteinas intracelulares involucradas probablemente en la

transduccion de la senal de TGF-$ (St-dacques y cols., 1994).
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6.2. Funcion

La endoglina forma parte del complejo de receptores de TGF-B y
existen trabajos in vitro, que demuestran que reprime la sefial de este factor
de crecimiento en varios tipos celulares (Li y cols., 2000; Lastres y cols.,
1996; Letamendia y cols., 1998 b; Diez-Marques y cols., 2002; Obreo y
cols., 2004).

Pero la endoglina también puede encontrarse independientemente en
la membrana celular. De hecho, solamente un pequeno porcentaje de
endoglina expresada en la superficie celular se halla unida a TGF-f
(Cheifetz y cols., 1992). En algunos trabajos se ha sugerido que la endoglina
puede tener funciones independientes a la modulaciéon de la sefal de TGF-
B. Por ejemplo, la sobreexpresion de endoglina afecta a la morfologia y a la
adhesion celular en la ausencia de TGF-B (Guerrero-Esteo y cols., 1999).
Ademas, en células endoteliales la endoglina regula la organizacion del
citoesqueleto (Conley y cols., 2004; Sanz-Rodriguez y cols., 2004), protege
frente a la apoptosis producida por la hipoxia (Li y cols., 2003) y estimula la

fosforilacion de JNK-1 (Guo y cols., 2004).

6.3. Mecanismo de accion

Sobre el mecanismo de accion de endoglina se conoce todavia muy
poco. Como hemos visto, se une a ligandos (TGF-B u otros factores de
crecimiento), cuyos receptores son serina-treonina quinasas. La union de
endoglina a su ligando requiere la presencia de al menos el receptor II, y en
el caso de BMP-7 también del receptor I (Barbara y cols., 1999). Sin
embargo, la uniéon de los receptores con endoglina no altera su afinidad con
el ligando. Una posibilidad es que la endoglina actiie presentando el ligando
a los receptores. Como la endoglina reprime la senal de TGF-B, es posible
que con esta presentacion se consiga un bloqueo de los receptores
senalizantes (Duff y cols., 2003). Guerrero-Esteo y cols. (2002) han
propuesto un modelo de interaccion de endoglina con el complejo de
receptores de TGF-B: la L-endoglina puede unirse a TBR-I y TBR-II en la

ausencia de TGF-f, pero la interaccion con cada receptor es diferente
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(Figura 15). El TBRI solo interacciona con endoglina cuando su dominio
quinasa esta inactivo, mientras que TPR-II interacciona con endoglina bajo
sus dos formas, activa e inactiva. La expresion de endoglina inhibe los
niveles de fosforilacion de TBR-II, y aumenta los de TBR-I, lo que produce un
incremento en la fosforilacion de Smad 2, pero no de Smad 3. Como Smad 2
puede interaccionar con multiples factores de transcripcion, coactivadores y
supresores, su fosforilacion permite integrar multiples sefiales que modulan
la transcripcion de muchos genes. De esta manera, la endoglina modula las
funciones de TGF-f interaccionando con TPRI y TPRII y modificando la

fosforilacion de las Smads.

Endoglina
TRRII
437.
Figura 15.- Interaccion de N i
endoglina con los receptores i D e

quinasa TBR-I y TBR-II. La
endoglina se asocia con TBR-II a
través de dos interacciones, una
en el dominio citoplasmatico y
otra en el extracelular. Con esta
asociacion, el TPR-II quinasa
fosforila a endoglina y ademas
aumenta el nivel de fosforilacion
de TPBRI, que a su vez fosforila a
Smad 2. La endoglina también se
asocia con TPRI a través de tres
interacciones, una en el dominio
citoplasmatico y dos en el
extracelular. Con esta asociacion,
el TPRI quinasa fosforila a
endoglina y el dominio
citoplasmatico de ésta se libera
de su unién al receptor. Estas
interacciones modulan la
senalizacion de TGF-B .
modificando el  nivel  de
fosforilacibon de las Smads 1 V4
(modificado de Guerrero-Esteo y —
COIS" 2002)' la cascada de senalizacion

de TGF-B:
Tfosforilacion de Smad 2

TBRIl incrementa
la fosforilacién
de TRRI

Activacion
de TERI
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6.4. Regulacion de la expresion

El promotor de endoglina (2.6 kb) no contiene cajas de iniciacion de
la transcripcion, como TATA o CAAT. Sin embargo, tiene dos regiones ricas
en GC reconocidas por Spl, ets, GATA, AP-2, NF-kB, Mad, asi como por
elementos de respuesta a TGF-B (Rius y cols., 1998). La endoglina tiene una
distribucion celular relativamente restringida. Los niveles basales de
transcripcion requieren los factores ets y Spl, pero la restriccion de la
expresion que ocurre por ejemplo en las células endoteliales, involucra a

muchas regiones de regulacion (Graulich y cols., 1999).

El TGF-B aumenta la expresion de endoglina, lo que requiere los
factores Spl y Smad 3 y/o 4 (Botella y cols., 2001). También se ha
demostrado que la hipoxia es un potente estimulador de la expresion del
gen de endoglina en células endoteliales, siendo este efecto potenciado por

TGF-B (Sanchez-Elsner y cols., 2002).

6.5. Endoglina y telangiectasia hemorragica

hereditaria

El gen que codifica para endoglina se encuentra en el brazo largo del
cromosoma 9 (9q34) (Fernandez-Ruiz y cols., 1993). Las mutaciones en este
gen son responsables de una alteracion vascular conocida como
telangiectasia hemorragica hereditaria de tipo 1 (HHT-1) o sindrome de
Rendu-Osler-Weber (McAllister y cols., 1994). Las mutaciones que se han
identificado estan distribuidas por todo el dominio externo de endoglina, y
parece que esas mutaciones producen formas truncadas de la proteina
(Pece-Barbara y cols., 1999; Paquet y cols., 2001; Shovlin, 1997). Los
individuos afectados por la enfermedad (1:10000) presentan una reduccion
en los niveles de endoglina (haploinsuficiencia) con respecto a los individuos
sanos (Paquet y cols., 2001; Pece y cols., 1997; Shovlin y cols., 1997;
Gallione y cols., 1998).

La HHT-1 es una displasia vascular autosomica dominante asociada

en la mayoria de los pacientes con frecuentes epistaxias, sangrados

62



Introduccion

gastrointestinales y telangiectasias en la piel y las mucosas. En el 15-20%
de los casos, la enfermedad cursa ademas con malformaciones
arteriovenosas en el cerebro, el pulmoéon y el higado (Guttmacher y cols,
1995; Shovlin, 1997; Shovlin y Letarte, 1999). A nivel microscépico, las
lesiones vasculares de la HHT-1 se caracterizan por la dilatacién de las
vénulas postcapilares que se conectan directamente con las arteriolas, con
lo cual los capilares desaparecen (Figura 16). A estas alteraciones hay que
anadir un engrosamiento de la pared de los vasos con infiltracion de células
mononucleares y proliferacion de las células del musculo liso vascular
(Braverman y cols., 1990). Los sintomas de esta enfermedad indican la
importancia que tiene la expresion de unos niveles correctos de endoglina
en el mantenimiento de la integridad de la vasculatura (Bourdeau y cols.,
2000 a), proceso en el que TGF-B interviene como un potente regulador (Li,
C. y cols., 2001). Aunque no se conoce la funcion especifica de endoglina en
estos procesos, es evidente que esta relacionada con el mecanismo de
senalizacion de TGF-f ya que mutaciones en el gen ALK-1, altamente
expresado en células endoteliales, producen otra enfermedad (HHT-2) con

alteraciones similares en los vasos (Johnson y cols., 1996).

El mecanismo exacto de las anormalidades vasculares de la HHT no
se conoce todavia (van den Driesche y cols., 2003; Lamouille y cols., 2002;
Goumans y cols., 2002). No obstante, parece ser que se produce un
descontrol en el balance entre el crecimiento de los vasos y su maduracion,
el cual causa la fusion del plexo capilar en vasos cavernosos y la

hiperdilatacion de vasos largos (Srinivasan y cols., 2003) (Figura 16).

La generacion de ratones heterozigotos para endoglina (Eng*/), los
cuales solo tienen un alelo para la proteina, ha permitido el desarrollo de
un modelo experimental de HHT-1 (Bourdeau y cols., 1999; Bourdeau y
cols., 2000 b). En ocasiones, estos animales presentan las manifestaciones
clinicas de la HHT (Bourdeau y cols., 1999; Bourdeau y cols., 2000 b;
Satomi y cols., 2003; Torsney y cols., 2003), lo que indica que los niveles de
endoglina en el endotelio son criticos para el mantenimiento de la
estructura y la funcion vascular. El entendimiento del papel que juega la
endoglina en la funcion endotelial es determinante a la hora de encontrar

terapias que corrijan la HHT-1.
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— Célula endotelial

Luz vazcular

Figura 16: Proceso de formacion
de una telangiectasia (modificado
de McAllister y cols., 1994).
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6.6. Endoglina y angiogénesis

Varias lineas de investigacion han puesto de manifiesto la funciéon de
endoglina en la angiogénesis, en el desarrollo cardiovascular y en el
remodelado vascular (Fonsatti y cols., 2001; Duff y cols., 2003). La
expresion de endoglina en las lineas celulares presentes en la vasculatura
(endotelio, musculo liso vascular y fibroblastos) asi como la asociacion de la
HHT-1 con la expresion reducida de esta proteina (Marchuk, 1998),
sugieren que los niveles de endoglina en estos tipos celulares son criticos
para su funcion. Ademas, la endoglina se sobreexpresa en el endotelio
cuando esta activado (danado), donde se la ha involucrado en multiples
respuestas celulares. La expresion de endoglina se regula durante el
desarrollo del corazon (Vincent y cols., 1998; Qu y cols., 1998; Arthur y
cols., 2000) y aumenta durante la formacion de los tabiques y las valvulas
cardiacas (Qu y cols., 1998). También se ha encontrado un incremento en
la expresion de endoglina en tejidos en los que se esta produciendo
angiogénesis (Wang y cols., 1994; Krupinski y cols., 1994; Rulo y cols.,
1995; Seon y cols., 1997; Kumar y cols., 1999), probablemente a través de

un mecanismo mediado por la hipoxia (Sanchez-Elsner y cols., 2002).
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Igualmente se produce una atenuacion de la angiogénesis in vitro cuando se
inhibe la expresion de endoglina (Li y cols., 2000). Por otra parte, se ha
comprobado recientemente que la S-endoglina actia como dominante
negativo frente a la L-endoglina en angiogénesis y otros fenémenos (Pérez-

Gomez y cols., en prensa).

Pero la funcion crucial de endoglina en la angiogénesis y la
morfogénesis vascular se puso de manifiesto con los embriones knockout
para endoglina, los cuales mueren entre los dias 10-11.5 de gestacion por
deficiencias en el desarrollo vascular y cardiaco (Bourdeau y cols., 1999; Li
y cols., 1999; Arthur y cols., 2000). Los animales knockout sufren fallos en
el proceso de remodelado del plexo vascular primitivo, con lo que se
originan unos vasos maduros muy fragiles que se rompen produciendo
hemorragias internas. Estas deficiencias vasculares indican que la
endoglina interviene en el proceso de formacién de los vasos sanguineos
maduros. Los embriones knockout presentan también malformaciones en
las valvulas cardiacas y en la tabicacion del corazén, ademas de edema
pericardiaco, indicando que la endoglina también desempefia una funcién

importante en el desarrollo cardiaco.

Recientemente Lebrin y cols. (2004) han propuesto un modelo de
regulacion de la angiogénesis a través de endoglina. Segun este modelo la
endoglina es necesaria para que se produzca senalizacion a través de ALK-
1. Como hemos visto anteriormente, el TGF-f1 puede estimular dos tipos
distintos de receptor I, con efectos opuestos en las células endoteliales. La
senalizacion a través de ALK-5 produce inhibicion de la proliferacion y
migracion celular, mientras que la senalizacion a través de ALK-1 induce
proliferacion y migracion de las células endoteliales. Estos autores
proponen que la expresion de endoglina es la que regula por qué via se
produce la senalizacion. Asi, en ausencia de endoglina la senal
predominante se produce a través de ALK-5, lo que mantiene quiescente el
endotelio. Cuando la expresion de endoglina es alta se estimula ALK-1 e
indirectamente se inhibe la via de ALK-5, promoviendo la angiogénesis
(Figura 17). Ademas Blanco y cols. (2005) han demostrado la interaccion de
endoglina con ALK-1. Segtn este grupo, el dominio extracelular de

endoglina contribuye a la cooperacion funcional entre TGF-§ y ALK-1. Por el
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contrario, la endoglina parece interferir en la senalizacion a través de TGF-

B/ALK-5.

TGF-8 TGF-8
/ ............ . / \
ALK-5 ALK-1 ALK-5 ALK-1
Smad 2/3 |eeeeeeeresessnenseannns Smads 1/5/8 | | Smad 2/3 ———————— Smads 1/5/8
Proliferacion Proliferacion
migracion migracion

Endotelio quiescente ’ Angiogénesis ‘

Figura 17.- Modelo de regulacion de la angiogénesis a través de endoglina.
En ausencia de endoglina la sefalizacion de TGF-B se produce a través de
ALK-5, lo que mantiene el endotelio quiescente. Cuando la expresion de
endoglina es alta, la senalizacion de TGF- se produce a través de ALK-1, lo
que promueve la activacion del endotelio (modificado de Lebrin y cols., 2004).

6.7. Endoglina y tumores

La nocion de que la angiogénesis es crucial en el crecimiento y
progresion de los tumores, asi como la demostracion de que la endoglina se
sobreexpresa cuando el endotelio esta proliferando y su funcién en la
formacion de los vasos, sugieren que la endoglina puede tener relevancia en
el diagnoéstico, pronostico y terapettica de las enfermedades cancerigenas
(Fonsatti y cols., 2001; Duff y cols., 2003). Ademas, varios autores han
demostrado que la expresion de endoglina se encuentra muy aumentada en
la vasculatura de tumores soélidos (Burrows y cols., 1995; Wang y cols.,
1993; Thorpe y Burrows, 1995). De hecho, en los vasos de tejidos adultos
no malignos, incluyendo lesiones preneoplasicas, la expresion de endoglina

es mucho mas débil que en los vasos de los tumores y con frecuencia se
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restringe a los capilares (Wang y cols., 1993; Fonsatti y cols., 2000). En
estudios realizados en células endoteliales procedentes de vasos tumorales
se ha encontrado una correlacion entre el aumento en la expresion de
endoglina y la proliferacion, sugiriendo que la supresion de endoglina
podria usarse como inhibidor de la angiogénesis tumoral (Miller y cols.,

1999).

La relacion de endoglina con los tumores no se debe Unicamente a
los procesos de angiogénesis, puesto que se ha comprobado que ciertos
tipos de células tumorales expresan endoglina. Este es el caso de los
melanomas (Altomonte y cols., 1996), coriocarcinomas (Letamendia y cols.,
1998 b) y tumores de origen hematopoyético, en concreto de linajes
monociticos (Lastres y cols., 1996; Haruta y Seon, 1986) y de linfocitos B
(Zhang y cols., 1996). El papel de endoglina en estas células se ha
relacionado con la modulacion de la respuesta antiproliferativa de TGF-p.
La pérdida del efecto antiproliferativo de TGF-f es un punto clave en el
desarrollo de muchos procesos tumorales (Serra y Moses, 1996). En este
sentido se ha relacionado la sobreexpresion de endoglina en células
mieloides tumorales con la pérdida del efecto antiproliferativo de TGF-p

(Calabro y cols., 2003).

6.8. Endoglina y procesos de desarrollo y
reparacion

Aparte de los tumores solidos, se ha encontrado sobreexpresion de
endoglina en células endoteliales de embriones, tejidos en cicatrizacion,
tejidos infartados, psoriasis, artritis reumatoide, ateroesclerosis, nefritis
cronica... (Roy-Chaudhury y cols., 1997; van de Kerkhof y cols., 1998;
Conley y cols., 2000; Rulo y cols. 1995; Szekanecz y cols., 1995). Algunas
investigaciones recientes de nuestro laboratorio han puesto de manifiesto el
papel de la endoglina en la modulacion de la fibrosis que se produce en
procesos de enfermedad renal progresiva (Rodriguez-Pefia y cols., 2001;

Rodriguez-Pena y cols., 2002). Otros autores han demostrado la implicacion
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de la endoglina en otros procesos fibroticos (Leask y cols., 2002;

Dharmapatni y cols., 2001).

La expresion de endoglina en fibroblastos y células estromales de
diversos tejidos abridé diversas lineas de investigacion para buscar una
posible funcién de esta proteina en procesos de desarrollo y reparacion (St-
Jacques y cols., 1994; Robledo y cols., 1996; Rokhlin y cols., 1995; Qu y
cols., 1998). Esta proteina puede estar implicada en la regulacion de la
proliferacion y migracion en respuesta a miembros de la familia de TGF-
B (St-dacques y cols., 1994). En este sentido, se ha demostrado que la
incubacion de células estromales humanas de médula 6sea con anticuerpos

anti-endoglina aumenta su proliferacion (Rokhlin y cols., 1995).

6.9. Endoglina y oxido nitrico

El 6xido nitrico (NO) es una de las moléculas mas estudiadas desde
los ultimos veinte afios, debido a las multiples funciones fisiologicas en las
que esta implicado. Fue descubierto por Furchgott y Zawasky (1980), los
cuales lo denominaron factor relajante derivado del endotelio (EDRF), y mas
tarde se identifico como NO (Palmer y cols., 1987; Ignarro y cols., 1987). El
NO es un agente vasodilatador que regula el tono vascular y por tanto la
presion arterial. Ademas se le han atribuido otras funciones que incluyen la
regulacion de la contractilidad cardiaca, la transmision de senales entre
neuronas, la formacion de memoria a corto plazo, la eliminacion de agentes
patogenos como bacterias y parasitos, la reduccion de la agregacion
plaquetaria y el aumento en la adhesion de leucocitos a las células
endoteliales, entre otras (Lowenstein y cols., 1994; Moncada y Higgs, 1993;

Poss y cols., 1995).

La biosintesis del NO esta catalizada por la 6xido nitrico sintasa
(NOS) (Ignarro, 1996; White y Marletta, 1992), una enzima oxidativa que
sintetiza este gas a partir de L-arginina (Palmer y cols., 1988) (Figura 18).
Existen al menos tres isoformas distintas de la enzima, codificadas por
otros tantos genes: la NOS inducible (iNOS), cuya sintesis permite que los

macrofagos produzcan el NO necesario para que se desencadenen
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determinadas reacciones inmunologicas; la NOS endotelial (eNOS), que
produce el NO que relaja la musculatura de los vasos sanguineos; y la NOS
neuronal (nNOS) que produce el NO que interviene en la comunicacion
intercelular. Tanto la eNOS endotelial como la nNOS son constitutivas
(Shulz, 1995). Una vez sintetizado, el NO difunde rapidamente dentro y
fuera de la célula, ya que no puede ser almacenado en ningun
compartimento celular, actuando durante un tiempo muy corto y en un
pequeno volumen de tejido (Lowenstein y cols., 1994). Por este motivo es la
enzima que lo sintetiza, la NOS, la que esta sometida a una regulacion muy
estrecha: por el nivel de calcio intracelular en el caso de las isoformas
constitutivas y por citoquinas y endotoxinas en el caso de la isoforma
inducible (Shulz, 1995).

Shear-siress m
1
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Célula endotelial | | arging oo oduina =i
~~ NOS }
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i 4 Guanilato ciclasa
musculo liso vascular

Proteina
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Figura 18. Relajacion dependiente del NO derivado del endotelio. Los
niveles de calcio intracelular aumentan en la célula endotelial por la
accion de un agente A (acetilcolina, serotonina, sustancia P,
bradiquinina...) que se une a su receptor de membrana (R) o bien por un
efecto mecanico como el “shear stress”. El calcio activa la calmodulina,
que a su vez activa la NOS, una oxigenasa que usando L-arginina como
cosustrato, sintetiza NO. El NO difunde a las células del musculo liso
vascular donde activa la guanilato ciclasa, que sintetiza GMPc a partir de
GTP. E1 GMPc inicia el proceso de relajaciéon del musculo liso vascular.

En el caso del endotelio, el NO sintetizado difunde hacia las células

del musculo liso vascular adyacente (Figura 18). Dentro de ellas, se une al
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hierro de la enzima guanilato ciclasa, activandola para catalizar la
produccion de guanosin monofosfato ciclico (GMPc) a partir de guanosin
trifosfato (GTP). E1 GMPc posee actividad de segundo mensajero, y activa
diferentes procesos biolégicos. En este caso produce dilatacion en las
arterias, ejerciendo su funcion a través de una cascada de proteinas
quinasas que reducen el calcio intracelular modulando los canales de calcio

de la membrana celular y el reticulo sarcoplasmico (Ignarro y cols., 1981).

Ademas de NO, el endotelio vascular segrega otras sustancias
vasoactivas, entre las que se incluyen la prostaciclina (PGI:), el factor
hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF) y la endotelina. E1 NO y PGI,
se comportan como relajantes del musculo liso vascular, mientras que la
endotelina 1 actia como un potente vasoconstrictor. Se ha demostrado que
la expresion de eNOS y endotelina 1 se incrementa en procesos como la
reparacion de heridas por la accion de TGF-f1. Como la endoglina es un
componente del sistema de receptores de TGF-B, capaz de modular
respuestas especificas a este factor de crecimiento, es posible que una
expresion reducida de endoglina pueda romper el balance de secrecion
endotelial de vasodilatadores y vasoconstrictores, predisponiendo al
organismo a una dilatacion de los vasos sanguineos. Recientemente, en
nuestro laboratorio se ha demostrado que la expresion reducida de
endoglina va asociada a una reduccion en la expresion de eNOS y en la
produccion de NO (Jerkic y cols., 2004). Segin estos experimentos, la
endoglina juega un papel muy importante en la vasodilataciéon mediada por

NO, proceso regulado por la expresion de eNOS.
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para el que no sabe a que puerto se dirige
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Objetivos

Los objetivos del trabajo fueron los siguientes:

1. Estudiar la implicacion de endoglina en la angiogénesis del

individuo adulto.

2. Investigar los mecanismos celulares mediante los cuales la

endoglina participa en el proceso de angiogénesis.
3. Estudiar la implicacion de endoglina en la reparacion de heridas.

4. Investigar los mecanismos celulares mediante los cuales la

endoglina participa en los procesos de reparacion de heridas.

S. Analizar el papel del 6xido nitrico en la regulacién por endoglina

de la angiogénesis y la cicatrizacion de heridas.
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Materiales y métodos

1. Materiales

Todos los reactivos, antigenos, anticuerpos, materiales y equipos
utilizados en los métodos que se describen a continuacién, estan recogidos
en los apéndices que se encuentran al final de este apartado de Materiales y

métodos.

2. Animales de experimentacion

2.1. Consideraciones previas

Los procedimientos empleados con los animales se aplicaron de
acuerdo a las condiciones de experimentacion y tratamiento de los animales
de laboratorio dictadas por las siguientes instituciones nacionales e

internacionales:

o Consejo de Europa, publicado en el Diario Oficial N. L358/1-
358/6, 18 de Diciembre de 1986.

0 Gobierno Espanol, publicado en el B.O.E. n°® 67, pp. 8509-8512,
18 de Marzo de 1988 y B.O.E. n°® 256, pp. 31349-31362, 28 de Octubre de
1990.

0 Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio,
publicado por el Instituto Nacional de Salud de U.S.A. (publicaciéon NIH N.
85-23).

2.2. Origen de los animales

Los ratones haploinsuficientes de endoglina (Eng*/-) se generaron por
recombinacién homéloga usando células no diferenciadas (células madre)
embrionarias de ratones 129/Ola, originadas segun el procedimiento
descrito por Bourdeau y cols. (Bourdeau y cols., 1999; Bourdeau y cols.,
2000 b) y por cruce con la cepa C57BL/6. Los ratones Eng*/- de la
generacion N4 fueron amablemente donados por la Dra. Michelle Letarte

(Hospital for Sick Children, Toronto, Canada). Después se cruzaron de
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nuevo con ratones C57BL/6, en el Servicio de Experimentacion Animal de

la Universidad de Salamanca (PAE SA-001, Salamanca).

Para la realizacion de estos estudios se utilizaron ratones Eng*/- asi
como sus hermanos de camada controles Eng*+ de las generaciones N3 y
N6. Los ratones Eng*”- no mostraron signos clinicos evidentes de
telangiectasia hemorragica hereditaria (HHT), en contraste con los de la
cepa 129/0la (Bourdeau y cols., 2000 b; Torsney y cols., 2003). El genotipo
de cada animal se determind mediante el analisis por reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) del ADN aislado de las colas, utilizando dos tipos de
cebadores que amplifican un fragmento de 470 pb del alelo mutado y un
fragmento de 300 pb del alelo salvaje respectivamente (Bourdeau y cols.,

1999; Rodriguez-Pena y cols., 2002).

Los estudios se realizaron con ratones de ambos géneros igualmente
distribuidos, de 4-6 meses de edad y de un peso aproximado de 20-25 g.
Los experimentos con los animales Eng*/-y sus respectivos controles Eng*/+

se disenaron en paralelo y se llevaron a cabo siguiendo el mismo protocolo.

2.3. Dieta y condiciones ambientales

Los animales se mantuvieron en el animalario del Servicio de
Experimentaciéon Animal de la Universidad de Salamanca. Alli
permanecieron en jaulas donde tenian libre acceso a la comida y al agua. La
alimentacion fue a base de una dieta estandar cuyo analisis es el siguiente:
humedad 12%, proteinas 15.4%, grasas 2.9%, glticidos 60.5%, fibra 3.9% y

minerales 5.3%.

Las condiciones ambientales se mantuvieron constantes:
temperatura de 20°C, humedad ambiental del 60% y fotoperiodo de 12
horas. Ademas el animalario cuenta con sistemas para la renovacion y

filtracion del aire asi como para la filtracion de olores.
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3.- Extraccion de tejidos

Para analizar la expresion de endoglina y eNOS en pulmoén y rinon,
se sacrificaron algunos animales Eng** y Eng*-. Los ratones se
anestesiaron por inhalacion con isoflurano/oxigeno, se les practicé una
laparotomia media y se extrajeron rapidamente los rinones y pulmones. Las
muestras de cada tejido se lavaron con solucion salina tamponada con
fosfatos (PBS) (NaCl 0.81%; KHoPO4 2.6 mM; NaoHPO4 4.1 mM) con el fin de
eliminar los restos de sangre. Después se congelaron instantaneamente en
nitrégeno liquido y se guardaron a -80°C para la posterior extraccion de

proteinas y ARN.

4.- Ligadura de la arteria femoral

4.1. Procedimiento quirargico

Los animales Eng*/* y Eng*/- se anestesiaron por inhalaciéon con
isoflurano/oxigeno y se les rasuro la pata trasera izquierda. A continuacion
se realiz6 una pequena incision a cada ratén mas o menos en el centro de la
cara interna del muslo, a través de la cual se aislé la arteria femoral
izquierda mediante diseccion roma. Una vez aislada, se obstruyo
completamente a unos 2-3 mm del ligamento inguinal, mediante una
ligadura con seda quirargica (6-0) (Couffinhal y cols., 1998). Se cerraron las
heridas y los animales se devolvieron a las jaulas, donde se recuperaron de
la intervencion. A las veinticuatro horas de la intervenciéon, todos los
animales estaban completamente recuperados y no presentaban signos de

necrosis tisular.

4.2. Monitorizacion del flujo sanguineo

Alos 1, 4, 7, 14, 21 y 28 dias de la intervencion quirdrgica se
monitorizo el flujo sanguineo en las patas traseras. Para ello se volvieron a
anestesiar los animales con isoflurano y se les rasuraron ambas patas. La
perfusion en la pata se midié con un sistema de flujometria por laser

Doppler, una técnica electro-optica no invasiva que permite registrar
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semicuantitativamente el flujo sanguineo. Para realizar medidas de flujo se
coloc6 una sonda oOptica de 0,45 mm de diametro perpendicular a la
superficie de la piel. El flujometro emite una luz monocromatica de rayos
laser, la cual es transmitida a través de la piel y reflejada por las particulas
con las que choca otra vez hacia el flujometro. El movimiento de glébulos
rojos produce una frecuencia de cambio de la luz reflejada (efecto Doppler),
mientras que las particulas estacionarias no producen este fenémeno. La
frecuencia de cambio de la luz reflejada o la ausencia de este fenomeno, nos
dan la medida del flujo sanguineo. Para cuantificar estas medidas de flujo,
las variaciones en la intensidad de luz inicial se transforman en variaciones
de voltaje en un rango de 0-10 V. Asi, un valor de perfusion de O V equivale
a una perfusion del 0%, mientras que 10 V equivale al 100%. Se realizaron
entre 20-25 medidas de flujo en cada pata y el analisis se llevo a cabo
calculando la perfusion media en la pata isquémica, asi como en la pata no-
isquémica que nos sirvio como control. Con el fin de evitar las variaciones
que se pueden producir con esta técnica a causa de la temperatura o la luz
ambiental, los valores de porcentaje de perfusion en la pata izquierda
(isquémica) se refirieron a los de la pata derecha (normal no-isquémica).
Como perfusion sanguinea basal se tomaron las medidas realizadas un dia

antes de llevar a cabo la ligadura de la arteria femoral.

4.3. Inhibicion de la sintesis de NO

Para inhibir la sintesis de NO, los animales se trataron con N-Nitro-
L-Arginina Metil Ester (L-NAME) en el agua de bebida a la dosis de 10
mg/Kg/dia. El L-NAME se administro diariamente desde el dia previo a
practicar la ligadura de la arteria femoral, hasta el final del periodo de

reperfusion monitorizado (28 dias tras la ligadura de la arteria).

4.4. Extraccion del tejido muscular

En condiciones basales, asi como a los cuatro dias de producir la
isquemia, algunos animales de cada grupo experimental se sacrificaron

para recoger los musculos aductores y realizar con ellos estudios
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inmunohistoquimicos y para extraer proteinas y ARN. Para ello se
anestesiaron por inhalacion con isoflurano/oxigeno y se extrajeron
rapidamente los musculos aductores de ambas patas (isquémica y no-
isquémica). Para los estudios inmunohistoquimicos, los tejidos se fijaron
inmediatamente con formaldehido tamponado al 4%. Para la posterior
extraccion de proteinas y ARN, las muestras de tejido se lavaron con PBS
con el fin de eliminar los restos de sangre. Después se congelaron
instantaneamente en nitréogeno liquido y se guardaron a -80°C hasta su

uso.

4.5. Extraccion de plasma

Al final del periodo de reperfusion monitorizado (veintiocho dias tras
la isquemia) se sacrificaron algunos animales de cada grupo para la
obtencion de muestras de plasma. Los animales se anestesiaron por
inhalacion con isoflurano/oxigeno y se recogio la sangre con una jeringuilla
previamente heparinizada por puncion de la vena cava en su bifurcacion.
Después se centrifugaron los tubos durante cinco minutos a 11000g, se

recogio el plasma y se congel6 para la posterior determinacion de nitritos.

5.- Heridas cutaneas

5.1. Procedimiento quirargico y obtencion de curvas de

cicatrizacion

Los animales Eng*/* y Eng*/- se anestesiaron por inhalacion con
isoflurano/oxigeno y se les rasur6 el dorso. A continuacion, se lavé la piel
con povidona yodada y a cada raton se le practicaron dos heridas circulares
de aproximadamente 0.5 cm de diametro, una a cada lado de la columna
vertebral. Consideramos que este es el sitio mas idoneo para realizar las
heridas por la dificultad del animal en alcanzar este lugar con la boca, lo
que podria interferir en el proceso de cicatrizacion. Las heridas se realizaron
cortando la piel con unas tijeras quirurgicas. A continuaciéon se colocé un

plastico transparente encima de las heridas y con un rotulador de punta
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fina se trazo el area exacta de las mismas. Después de la intervencion se
colocaron los animales en jaulas independientes para evitar mordeduras en
las heridas. Cada dos dias se volvieron a anestesiar con isoflurano y se
trazo el area de cada herida en el plastico transparente. Cuando las heridas
estuvieron totalmente cerradas, los trazados de las areas se digitalizaron
para su posterior analisis con el programa informatico para PC Scion Image
(Scion Corporation). Se expreso el cierre de cada herida en el tiempo como

porcentaje del area de la herida original.

5.2. Inhibicion de la sintesis de NO

Para inhibir la sintesis de NO, los animales se trataron con L-NAME
en el agua de bebida a la dosis de 10 mg/Kg/dia. El L-NAME se administro
diariamente desde el dia previo a practicar las heridas, hasta que éstas se

habian cerrado completamente.

6. Cultivo de anillos de aorta

Este cultivo se 1llevd a cabo a partir de modelos descritos
anteriormente (Brown y cols., 1996; Nicosia y Ottineti, 1990; Lee y cols.,

19909).

Previamente a realizar los experimentos todo el material quirargico se
esterilizd, con el fin de mantener las mayores condiciones de higiene

posibles y asi evitar la contaminacion de los cultivos.

Después de sacrificar el raton mediante dislocacion cervical, se
practico la extraccion de la porcion toracica de la aorta y se introdujo en
solucion de Hanks (NaCl 138 mM; CaCly'2H,O 1.3 mM; KCl 5.4 mM;
NaHCO3 4.2 mM; D-glucosa 1g/L; NasHPO4 0.3 mM; KH>PO; 0.4 mM,;
MgSO4 0.2 mM; pH 7.4) esterilizada y suplementada con penicilina 5000
U/mL - estreptomicina 500 pg/mL y anfotericina B 25 pg/mL. En la misma
solucion de Hanks, que conserva las células endoteliales y elimina posibles
coagulos residuales, limpiamos la aorta bajo una lupa de diez aumentos. De

esta manera eliminamos la adventicia. A continuacion se realizaron
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secciones de la aorta de aproximadamente 1 mm de grosor con la ayuda de
dos hojas de bisturi. Obtuvimos entre seis y ocho anillos de aorta por raton,

los cuales se mantuvieron en solucion de Hanks.

En la campana de flujo laminar vertical, se colocaron cubreobjetos de
20 x 20 mm en placas petri de 35 mm de diametro. Sobre cada uno de los
cubres se extendieron cuidadosamente 150 pL de Growth Factor Reduced
Matrigel Matrix (Matrigel) procurando obtener una capa lo mas homogénea
posible. El Matrigel, que se extrae de tumores Engelbreth-Holm-Swarm, es
un gel compuesto por proteinas de la membrana basal (laminina, colageno
IV, entactina y heparan sulfato proteoglicano) en el cual se han eliminado
casi totalmente los factores de crecimiento. Esta constitucion del Matrigel
permite que las células endoteliales puedan proliferar, migrar y formar
pseudocapilares. En algunos de nuestros experimentos se afnadieron al
Matrigel alguno o varios de los siguientes factores de crecimiento: EGF (0.7
ng/mL), PDGF (12 pg/mL) y TGF-f1 (0.6 ng/mL). El Matrigel se conserva a
—20°C, a 4°C es liquido y a 37°C gelifica. Por este motivo, el dia anterior a
cada experimento se descongelo el Matrigel a 4°C y a esta temperatura
(liquido) se le anadieron los factores de crecimiento correspondientes y se
extendidé sobre los cubres. Para evitar la gelificacion del Matrigel, en este
ultimo paso tuvimos la precaucion de mantener todo el material sobre hielo

y las puntas de pipeta previamente enfriadas.

Una vez que el Matrigel estuvo extendido sobre los cubres, se secaron
los anillos sobre un papel de filtro y con la ayuda de unas pinzas cada uno
de ellos se coloc6 en un cubre, de tal manera que los anillos de aorta
quedaron embebidos en Matrigel. Generalmente por cada ratén sacrificado

se cultivaron seis anillos de aorta.

A continuacion las placas petri se introdujeron en un incubador
celular a 37°C en atmosfera humeda con 5% CO2 /95% aire. Transcurridos
aproximadamente treinta minutos, una vez que el Matrigel se habia
gelificado, se anadieron a cada placa 3 mL de medio de cultivo,
asegurandonos de que todo el Matrigel quedaba perfectamente cubierto por
el medio. La composicion del medio de cultivo utilizado fue la siguiente:

DMEM/HAM F12 1:1, conteniendo un 20% de suero bovino fetal (SBF). En
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algunos de los experimentos, ademas el medio contenia 100 pg/mL de

suplemento para el crecimiento de células endoteliales (ECGS).

6.1. Seguimiento y cuantificacion del crecimiento de los

pseudocapilares

Cada dia, a la misma hora, se tomaron fotografias de los anillos de
aorta y de los pseudocapilares de células endoteliales que comenzaban a
crecer a partir de ellos. Las fotografias se realizaron desde el dia O (dia del
cultivo) hasta el dia 9 (los pseudocapilares comenzaban a remitir sobre este
dia) con una camara acoplada a un microscopio invertido de contraste de

fases (x 40 aumentos). A continuacion se digitalizaron las fotografias.

En la cuantificacion del numero de pseudocapilares se utilizo el
programa para PC Scion Image (Scion Corporation), que nos permitio
calcular el area que ocupaban los mismos en cada fotografia. A
continuacioén, al valor del area obtenido se le resté el valor del area del

anillo de aorta.

7. Obtencion de cultivos celulares
primarios

Todas las manipulaciones con cultivos celulares se realizaron en la
campana de flujo laminar vertical y utilizando material estéril. Los cultivos
se mantuvieron en un incubador a 37°C en atmosfera humeda, con 5% de

CO2 /95% de aire.

7.1. Cultivo primario de células endoteliales de

aorta de raton

7.1.1. Extraccion de los pseudocapilares del Matrigel

A partir de los pseudocapilares que crecian en el Matrigel (descrito

anteriormente), obtuvimos cultivos primarios de células endoteliales de
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aorta de raton (CEAR). La extraccion de los pseudocapilares se realizé el dia

noveno después del cultivo del anillo de aorta.

En primer lugar, el anillo de aorta se retir6 del Matrigel con unas
pinzas extremando los cuidados para no arrastrar los pseudocapilares.
Después de lavar con PBS frio, se anadieron sobre el Matrigel 500 pL de
Matrisperse, una solucion que despolimeriza el Matrigel sin digestion
enzimatica. El Matrisperse permite recoger las células del Matrigel evitando
cambios bioquimicos que las pudieran danar. A continuacién se separd el
Matrigel del cubre con la ayuda de un rascador celular y se volcé la placa
sobre un tubo en hielo. Se recogieron en un mismo tubo todos los
pseudocapilares procedentes de un mismo ratén. Después de dejar reposar
el tubo durante una hora para permitir que el Matrisperse disolviera
completamente el Matrigel, se centrifugé a 600g durante cinco minutos y a
4°C. Con la centrifugacion, las células que formaban los pseudocapilares
formaron un pellet que se resuspendi6 en medio de cultivo (DMEM/HAM
F12 1:1; SBF 10%; penicilina 500 U/mL - streptomicina 50 pg/mL;
anfotericina B 2.5 pg/mL). Por ultimo, las células endoteliales provenientes

de cada ratéon se sembraron en una placa petri de 60 mm de diametro.

7.1.2. Seguimiento y condiciones del cultivo

Las células endoteliales que formaban los pseudocapilares se
adhirieron a las placas antes del primer cambio de medio. Posteriormente
las células se multiplicaron hasta alcanzar la confluencia. El medio de

cultivo se renové cada dos dias.

Una vez que las células estuvieron confluentes en las placas de 60
mm, se realizé un pase a una placa de 100 mm usando el mismo medio de
incubacion. Cuando las células en las placas de 100 mm alcanzaron la

confluencia se realizaron pases 1:4.

Obtuvimos asi cultivos primarios de dos tipos celulares diferentes:
CEAR procedentes de ratones haploinsuficientes en endoglina (Eng*/) y

CEAR procedentes de ratones control (Eng**). Para evitar la posible
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variabilidad interindividual, se mezclaron los cultivos procedentes de dos o

tres ratones (Eng*/* o Eng*/-) cuando estaban en pase 2-3.

Cada cultivo primario de CEAR se caracterizo en los pases 3, 6 y 9.
En la caracterizacion se utilizaron criterios morfologicos (formacion de
monocapas confluentes con apariencia de adoquinado y formacién de
pseudocapilares cuando se siembran en Matrigel e inmunolégicos
(expresion del factor von Willebrand, PECAM-1, la molécula de adhesion de
las células vasculares (VCAM), eNOS, VEGF, actina y endoglina; también la

expresion negativa de actina de musculo liso vascular).

Los experimentos se realizaron con células en pases tempranos (4-8).

7.2. Cultivo primario de fibroblastos de piel de

raton

Obtuvimos cultivos primarios de fibroblastos de piel de raton (FPR) a
partir de un método previamente publicado (Bradshaw y cols., 1999) y que

se describe a continuacion:

Todas las soluciones utilizadas en el cultivo contenian penicilina 50
U/mL - estreptomicina 50 ug/mL y anfotericina B 2.5 pg/mL. Los animales
se sacrificaron mediante dislocacion cervical, y a continuacion se rasuraron
y se rociaron con alcohol al 70%. Después la piel se aislo mediante
diseccion roma y se incubdé con una solucion de tripsina 0.25% en PBS
estéril. La tripsina se mantuvo durante una noche en agitacion a 4°C. En la
campana de flujo laminar, se eliminé la capa epidérmica con unas pinzas y
la dermis se lavo con PBS y posteriormente se digeri6 a 37°C con una
solucion de colagenasa 0.25% en PBS. Después de dejar actuar a la
colagenasa durante tres horas, se recogio el sobrenadante y se eliminaron
los restos no disueltos que precipitaron. Por ultimo, se hizo una
centrifugacion a 600g durante tres minutos, se resuspendio el precipitado y
se sembro (medio de cultivo DMEM, SBF 10%, penicilina 500 U/mL -
estreptomicina 50 pg/mL, anfotericina B 2.5 ng/mlL). Se sembraron cinco

placas petri de 100 mm de diametro por raton.
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7.2.1. Seguimiento y condiciones del cultivo

A las cuarenta y ocho horas, cuando los fibroblastos ya se habian
adherido a las placas, se renovo el medio de cultivo. Transcurridas otras
veinticuatro horas (placas confluentes) se realizo un pase 1:1. Después el
medio fue renovado cada dos dias. Cuando las células alcanzaban la
confluencia se hicieron pases sucesivos 1:4 para eliminar las posibles

células contaminantes del cultivo, como son los queratinocitos.

Obtuvimos asi cultivos primarios de dos tipos celulares diferentes:
FPR procedentes de ratones haploinsuficientes en endoglina (Eng*/-) y FPR
procedentes de ratones control (Eng*/*). Para evitar la posible variabilidad
interindividual, se mezclaron los cultivos procedentes de tres ratones

(Eng*/* o Eng*/7) cuando estaban en pase 2-3.

Debido a que estas células pierden muchas de sus caracteristicas
con las duplicaciones, se trabajo siempre en un pase temprano: pase 4.
Ademas, en cada cultivo de FPR en pase 4 se comprobé mediante Western
blot que la relacion de endoglina entre Eng*/* y Eng*/- fuera la correcta

(aproximadamente el doble de endoglina en los Eng*/* que en los Eng*/).

8. Teécnicas basicas en cultivos
celulares

8.1. Tripsinizacion celular

Las células endoteliales y los fibroblastos son células adherentes, y
tanto para el mantenimiento de la estirpe celular como para la realizacion
de los experimentos, las células se transfirieron al material de plastico
adecuado (placas de pocillos, placas petri, cubreobjetos...). Se utilizo la
técnica de la tripsinizacion celular para levantar las células adheridas al

plastico y volverlas a resembrar.

Tras retirar el medio de cultivo con bomba de vacio, las células se
lavaron dos veces con PBS para eliminar completamente los restos de medio
de cultivo que inactiva la tripsina. A continuacion se anadio tripsina 0.5 g/L

- acido etilendiaminotetraacético (AEDT) 0.2 g/L durante dos minutos para
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romper los enlaces que unen las células a la superficie de las placas. La
accion de la tripsina se detuvo con medio de cultivo, y a continuacion las
células se transfirieron a un tubo que se centrifug6é a 300g durante tres
minutos. El precipitado se resuspendié en la cantidad adecuada de medio
de cultivo dependiendo de su posterior utilizacion. Si el experimento lo

requeria, en este punto se procedi6 al recuento celular.

8.2. Recuento del nimero de células

Las células destinadas a la realizacion de los experimentos, se
contaron después de la tripsinizaciéon por microscopia optica (microscopio
invertido de contraste de fases) utilizandose una camara de Neubauer.
Después de tripsinizar, centrifugar y resuspender las células en medio de
cultivo adecuado, se mezclaron 100 pL de la suspension celular con 100 pL
de trypan blue 0.4% en PBS. De esta forma excluimos del recuento aquellas
células no viables, ya que solo incorporan el colorante las células muertas o

danadas (que han perdido la integridad de la membrana plasmatica).

9. Determinacion de nitritos en plasma

Para determinar la concentracion de nitritos en plasma se usé una
técnica colorimétrica, muy sensible para los iones nitrito, basada en una
modificacion de la reaccion de Griess (Griess, 1879) y adaptada a nuestras
condiciones experimentales (Valdivielso y cols., 2001). El método se basa en
que la reaccion del reactivo de Griess (sulfanilamida 1% y N-(l-naftil)-
etilendiamida 0.1% en acido ortofosférico 2.5%) con los nitritos es

cuantificable a 540 nm de longitud de onda.

9.1. Reaccion de Griess y lectura de las absorbancias

Para llevar a cabo la reaccion, se anadieron 250 mL del reactivo de
Griess a 500 mL de muestra y se incub6 la mezcla durante quince minutos

a temperatura ambiente. A continuacion se leyé la absorbancia a 540 nm.

88



Materiales y métodos

Los valores obtenidos se extrapolaron a una recta patron previamente

elaborada con concentraciones conocidas de nitrito sédico.

10. Inmunohistoquimica

10.1. Preparacion de los tejidos

Después de la fijacion con formaldehido tamponado al 4% durante al
menos veinticuatro horas, los tejidos se deshidrataron en etanol de
gradacion creciente hasta el alcohol etilico absoluto y posteriormente en
xileno. Después de la deshidrataciéon se incluyeron en parafina en una
estufa a 60°C durante veinticuatro horas, con lo que se obtuvieron bloques
que se cortaron con un microtomo en secciones transversales de 3 um de

grosor. Por ultimo, los cortes se depositaron en un portaobjetos.

10.2. Marcaje de las preparaciones

Los cortes se desparafinaron en xileno y se rehidrataron en etanol de
gradacion decreciente. Posteriormente se lavaron con agua destilada
durante cinco minutos y a continuacion se realizé una digestion enzimatica
de cinco minutos con pepsina a 37°C seguida de un lavado de cinco
minutos con PBS. Para inhibir la peroxidasa endégena se utilizé agua
oxigenada al 3% durante diez minutos y nuevamente se realizo un lavado
de cinco minutos con PBS. A continuacion se incubaron los cortes una hora
con suero bloqueante, para evitar un marcaje inespecifico. Se retir6o el
exceso de liquido que pudiera quedar en las preparaciones y se incubaron
durante una hora con el anticuerpo primario (Tabla 1). Se realizdé otro
lavado de cinco minutos con PBS, y seguidamente los cortes se incubaron
durante media hora con un anticuerpo secundario “multilink” y se volvi6 a
lavar con PBS cinco minutos. Posteriormente se incubaron con un
anticuerpo terciario “multilink” conjugado con peroxidasa de rabano (HRP)
durante media hora y se lavaron de nuevo cinco minutos con PBS. A
continuacion se incubaron cinco minutos en una solucion de

diaminobencidina que se us6é como cromoégeno y se lavaron con agua otros
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cinco minutos. Después se realizo una tincion de contraste de la muestra
con hematoxilina. Por ultimo se deshidrataron los cortes en alcohol de
gradacion creciente y se montaron con cubreobjetos mediante el medio

especifico de montaje Tissue-Tek®.

Se realizaron los correspondientes controles negativos (incubaciones

en ausencia del anticuerpo primario) y un control de revelado.

Tabla 1. Proteinas analizadas por inmunohistoquimica

Tejido Anticuerpo primario

AcM de ratéon anti-humano, Clon SN6h, 1:400 en

Endoglina Musculo PBS

AcM de raton anti-humano, Clon JC70A, 1:40 en

PECAM (CD31) Musculo PBS

VEGF Musculo AcM de raton anti-humano, Clon C-1, prediluido

AcM: anticuerpo monoclonal.

11. Analisis de la densidad capilar

La densidad de los capilares se cuantifico en las muestras de
musculo esquelético obtenidas en los dias 4, 14 y 28 después de practicar
la ligadura de la arteria femoral, asi como en condiciones basales. Los
capilares se identificaron por la tincion inmunohistoquimica positiva para

PECAM y por su morfologia.

Se contaron los capilares en veinte campos de cada musculo
fotografiados al microscopio Optico con un objetivo de veinte aumentos y
una lente de cinco. Para evitar la subjetividad que puede darse con esta
técnica, los capilares se contaron siempre por el mismo observador en un
ensayo ciego al tratamiento. La densidad capilar se expres6 como el nimero

de capilares por milimetro cuadrado.
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12. Inmunofluorescencia

12.1. Condiciones celulares

Las células se sembraron sobre cubreobjetos de vidrio de 20 x 20
mm previamente horneados y colocados en placas de pocillos de 35 mm. Se
sembraron aproximadamente 4000 células por cubre y se esper6é al menos
veinticuatro horas antes de iniciar el experimento, para que las células

estuvieran adheridas.

12.2. Marcaje de las células

En primer lugar se retiré el medio de cultivo de los pocillos, se lavo
con PBS y se fijaron las células con paraformaldehido (PFA) al 4% en PBS
durante diez minutos a temperatura ambiente. Se retir6 el PFA y se
realizaron dos lavados con PBS con iones calcio y magnesio (PBS-CM)
(CaClz 1 mM y MgSO4 1 mM en PBS). Entonces se permeabilizaron las
células durante cinco minutos con una solucion de Tritén X-100 0.1%,
albumina sérica bovina (BSA) 0.2% y azida sodica 0.05% en PBS-CM (Tabla
2). A continuaciéon se bloquedé con suero de cabra al 10% en PBS-CM
durante treinta minutos (Tabla 2). Después de retirar la solucion de bloqueo
los cubres se incubaron durante cinco minutos con NH4Cl 50 mM, para
secuestrar los restos de PFA, y a continuacién se lavo dos veces con BSA
0.2% en PBS-CM. La incubacion con el anticuerpo primario (Tabla 2) se
mantuvo durante al menos una hora a temperatura ambiente y con
agitacion suave utilizando el anticuerpo correspondiente. Transcurrido el
tiempo de incubacion se lavo dos veces con PBS-CM y acto seguido se
incub6é durante treinta minutos y en oscuridad con el anticuerpo
secundario adecuado (Tabla 2) conjugado con cianina 3 (Cy™3) o Alexa

Fluor® 488.

Después de la incubacion con el anticuerpo secundario se lavo dos
veces con BSA 0.2% en PBS-CM y se tineron los nucleos incubando los
cubres en una solucion acuosa 1 uM de Hoechst 33258 durante unos
segundos. En ultimo lugar se montaron los cubres en un porta utilizando

15 uL de Mowiol 4-88.
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Tabla 2. Proteinas analizadas por inmunofluorescencia

Proteina Anticuerpo primario Anticuerpo secundario ‘

Faloidina conjugada con
fa-actina Oregon Green 488, 1:20 en (inmunofluorescencia directa)
PBS a 4°C
IgG de cabra anti-ratéon
#A?tina de' AcM de ratén, Clon 1A4, 1:800 conjugado con Cy™3, }:2090 en
musculo liso PBS/ IgG de cabra anti-ratén
vascular en PBS conjugado con Alexa Fluor® 488
1:1000 en PBS
AcM producido por el IgG de cabra anti-rata conjugado
*Endoglina hibridoma de rata MJ7/18 en |con Cy™3, 1:1000 en suero de
suero de cabra al 2% cabra al 2%
Factor von AcP de conejo anti-humano 1gG _de cgbra antl_fN? 1’16_](?
Willebrand 1:800 en suero de cabra al 2% | COMIU8ado con Cy™3, 1:1000 en
suero de cabra al 2%
*PECAM-1 AcP de cabra, 1:25 en suero de IgG.de burro anti-cabra
(CD31) cabra al 2% conjugado con Alexa Fluor® 488
1:500 en suero de cabra al 2%

*La células no se permeabilizan, ya que se trata de una proteina de membrana. *No
es necesario el bloqueo. AcM: anticuerpo monoclonal. AcP: anticuerpo policlonal.

12.3. Analisis de las preparaciones

Después de dejarlas secar durante al menos doce horas en la
oscuridad y a 4°C, las preparaciones se analizaron con un microscopio
optico de fluorescencia configurado con los filtros de excitacion de
fluorescencia para Hoechst, Cy™3 o Alexa Fluor® 488. Las fotografias se
tomaron con una camara digital acoplada al microscopio de fluorescencia
utilizando el programa Vin view (Roper Scientific) y se montaron con el

programa Spot 3.04 (Diagnostic Instrument).

Para obtener imagenes de secciones longitudinales de las

preparaciones, éstas se analizaron con un microscopio confocal.

13. Western blot

13.1. Obtencion de extractos de proteinas tisulares

Durante todo el proceso se trabajo a 4°C para evitar la degradacion
proteica. A cada muestra (100 mg) de musculo esquelético o pulmoén se le

anadio 1 mL de tampon de lisis (NaCl 140 mM, AEDT 50 mM, glicerol 10%,
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Igepal CA-630 1%, Tris base 20 mM, pH 7.5) al que se habian anadido los
inhibidores de proteasas aprotinina (0.1 upg/mlL) y fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) (1 mM). A continuacion se trituré el tejido en un
homogenizador y se centrifugé a 20000g durante veinte minutos. Después
de la centrifugacion se recogio el sobrenadante (extracto de proteinas) y se

guardo a -20°C hasta su uso6.

13.2. Obtencion de fracciones enriquecidas de membranas

plasmaticas renales

Durante todo el proceso se trabajo a 4°C para evitar la degradacion
proteica. Para la obtencion de fracciones enriquecidas de membranas
plasmaticas, cada rin6n se troce6 sobre hielo seco y a una muestra (100
mg) se le anadio 1 mL de tampon de membranas (sacarosa 0.25 M, AEDT
10 mM, Tris base 10 mM, pH 7) con inhibidores de proteasas (aprotinina
0.1 pg/mL y PMSF 1 mM). Después se homogenizo el tejido con un potter y
el lisado se centrifugé dos veces a 4000g durante diez minutos, recogiendo
cada vez el sobrenadante. A continuacién se centrifugé el sobrenadante a
21000g a 4°C durante dos horas. Se retir6 el sobrenadante con la ayuda de
una bomba de vacio y resuspendimos el precipitado (membranas
plasmaticas) en tampon de lisis. Estas muestras se mantuvieron a -20°C

hasta su uso.

13.3. Obtencion de extractos de proteinas celulares
13.3.1. Condiciones celulares

Para determinar la expresion de proteinas celulares se sembraron las
CEAR (80000 Eng*/*y 100000 Eng*) o los FPR (80000 Eng*+* o Eng*/") en
placas de 60 mm con medio de cultivo, SBF 10%. Se dejaron crecer las
células durante al menos tres dias en el caso de las CEAR y dos dias en el
caso de los FPR. Cuando las células estuvieron en subconfluencia se lisaron

para obtener extractos celulares.
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13.3.2. Lisado celular

Durante todo el proceso se trabajo a 4°C para evitar la degradacion
proteica. Para recoger los extractos de proteinas celulares se lavaron las
placas dos veces con PBS y se lisaron con tampon de lisis que contenia
inhibidores de proteasas (pepstatina 1 pg/mL, leupeptina 1 pg/mlL,
aprotinina 1 pg/mL, PMSF 1 mM) y fosfatasas (ortovanadato soédico 0.2
mM). Se anadieron 150 pL de tampon de lisis por placa de 60 mm y se
levantaron las células con ayuda de un rascador. A continuacion, el lisado
celular se centrifugdé diez minutos a 10000g. Después de la centrifugacion

se recogio6 el sobrenadante y se guardo hasta su uso a -20°C.

13.4. Determinacion de la concentracion de proteinas

Para la cuantificacién de la cantidad de proteinas totales en los
extractos proteicos se siguio el protocolo del Kit comercial colorimétrico de
Bio-Rad Laboratories, basado en el método de Lowry (Lowry y cols., 1951).
Se utiliz6 un lector de placas de ELISA para la determinacion de las
absorbancias y los resultados se analizaron con el programa KC-Junior

(BIO-TEK Instrument Inc.).

13.5. Preparacion de las muestras, electroforesis y

transferencia

La cantidad de extracto de proteinas analizado oscilé entre 50 y 150
ug en el caso de los extractos tisulares y entre 5 y 20 ug en el caso de los
celulares (Tabla 3). El volumen correspondiente se mezclo en proporcion 1:1
con tampon de carga para electroforesis (dodecilsulfato sodico (SDS) 2%,
glicerol 10%, Tris base 125 mM, azul de bromofenol 0.0005%, pH 6.8; en el
caso de querer reducir las proteinas, el tampon de carga contenia ademas
B-mercaptoetanol 1%). A continuacion se desnaturalizaron las proteinas a

100°C durante tres minutos.

Posteriormente las proteinas se cargaron en un gel de tipo SDS-PAGE
(dodecil sulfato sodico-gel de poliacrilamida para electroforesis). El gel de

poliacrilamida (acrilamida 29.2%; N, N’-metilen-bis-acrilamida 0.8%)
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utilizado constaba de dos secciones: una superior o gel de carga, con un 4%
de poliacrilamida, y una inferior o gel separador, con un contenido de
acrilamida que oscilo entre el 6 y el 15%, dependiendo del peso molecular
de la proteina estudiada (Tabla 3). La electroforesis se llevd a cabo
aplicando un voltaje constante de 130 mV y en tampoén de electroforesis

(glicina 192 mM, SDS 0.1%, Tris base 25 mM, pH 8.3).

Las proteinas separadas e incluidas en el gel de acrilamida se
trasfirieron a una membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF) en
tampon de transferencia (glicina 190 mM, Tris base 20 mM, pH 8.3) a
corriente constante de 400 mA y durante un tiempo comprendido entre 45-

90 minutos, dependiendo de la anchura del gel (0.75-1.5 mm).

13.6. Bloqueo e incubacion con los anticuerpos

Una vez concluida la transferencia, la membrana se lavé con tampon
de lavado (Tween-20 0.1%, NaCl 150 mM, Tris base 20 mM, pH 7.5) e
inmediatamente se incub6 con tampoén de bloqueo (BSA en tampoédn de
lavado; la concentracion depende de la proteina estudiada (Tabla 3))
durante al menos una hora a temperatura ambiente. A continuacion se
incub6 la membrana con el anticuerpo primario a la dilucion adecuada
(Tabla 3) y en el tampo6n de bloqueo, durante al menos noventa minutos y a
temperatura ambiente, o durante toda la noche a 4°C. Tras la incubacion
con el anticuerpo primario se hicieron tres lavados de siete minutos con
tampon de lavado y posteriormente se incubo la membrana con el
correspondiente anticuerpo secundario (Tabla 3), una inmunoglobulina
(IgG) conjugada con HRP durante treinta minutos. El anticuerpo secundario
también se diluyéo en el tampéon de bloqueo a una concentracion
dependiente del tipo de anticuerpo. Al terminar se hicieron otros tres

lavados de siete minutos con tampon de lavado.

Para la deteccion de las bandas se utilizé un sistema basado en la
oxidacion del luminol por las HRP y potenciado con p-iodofenol (Ausubel y
cols., 1987). Las membranas se incubaron durante un minuto con los
reactivos correspondientes (ECL). Inmediatamente y en la oscuridad se

impresion6é la membrana en una pelicula y se introdujo en la maquina de

95



Materiales y métodos

revelado. Por ultimo, la pelicula se digitaliz6 y se cuantifico la densidad
optica de las bandas obtenidas con el programa Scion Image (Scion

Corporation).

Tabla 3. Proteinas analizadas por Western blot

Proteina Carga % Bloqueo Anticuerpo Anticuerpo

. . IgG de cabra anti-
Actina AcP de conejo, . .
(43 kDa) 15(E.C)) | 10 1 1:1000 en 1% BSA (ig/zlgcs)kl.ISOOO en
Colageno I . IgG de cabra anti-
! AcP de conejo .
de raton 20(E.C)) | 10 5 . o conejo, 1:20000 en
(180 kDa) 1:20000 en 5% BSA 59, BSA
. IgG de burro anti-
ﬁ,@ﬁf ta) 15@®C)| 12| 2 ?;‘P’Q((;e];glzra, 1:1000 - bra, 1:10000 en
° 2% BSA
% . AcM producido por .
dlir;(i?(z;;rlllna SO(E.T.) 3 3 el hibridoma de rata El?ad? _(.iao%rg Oa:r?
. 0] ’ °
(180 kDa) 15 (E.C)) ]I;AéIZ/IS, 1:4 en 3% 3% BSA
*Endoglina ACM p1.roduc1do por IgG de cabra anti-
el hibridoma de . )
humana 20 (E.C) | 8 3 p raton, 1:15000 en
ratéon TEA 1/58-1, o
(180 KDa) 1:2 en 3% BSA 3% BSA
eNOS (NOS3) | 50(E.T) | o 3 |AcP de conejo, Iciiqu Cf_]igaoggtgn
(145 kDa) 15(E.C.) 1:1000 en 3% BSA | 50 3,
Factor von AcP de coneio IgG de cabra anti-
Willebrand 1S(E.C.)| 6 3 1:1000 en 3J°/,BSA conejo, 1:15000 en
(225 kDa) ' ° 3% BSA
. . . IgG de cabra anti-
Fibronectina AcP de conejo, . .
(220 Kda) S(EC) |6 3 1 1:20000 en 3% BSA gg/?gg,}\l.mooo en
p-eNOS . IgG de burro anti-
(p-NOS3) 150(E.T)| 8 3 ngseBcsﬂora’ 1:1000 | - bra, 1:10000 en
(145 kDa) ° 3% BSA
. IgG de burro anti-
E%%Ali\gal) 15(E.C.)| 8 3 eArclf;geBcglzra, 1:1000 cabra, 1:10000 en
° 2% BSA
o-tubulina 50 (E.T.) 12 1 AcM de ratoén, E?oie 1C i%goznég
. 0] ’ °
(60 kDA) 10 (E.C) 1:5000, en 1% BSA. 1% BSA
. IgG de burro anti-
?;%Ag)a) 15@E.C)| 12| 3 i\ﬁgfgggra’ 1110001 2 hra, 1:2000 en
1% BSA
AcP de cabra, 1:80 IgG de burro anti-
?chif]‘)a) 1250(2](55)) 15 2 (E.T.), 1:1000(E.C.) cabra, 1:10000 en
e en 2% BSA 2% BSA

Todos los anticuerpos secundarios estan conjugados con HRP. * Las muestras se
prepararon en condiciones no reductoras, es decir tampén de carga sin -
mercaptoetanol y las muestras no se hirvieron. E.C.: extractos celulares. E.T.:
extractos titulares. AcM: anticuerpo monoclonal. AcP: anticuerpo policlonal.
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13.7. Reutilizacion de las membranas

Algunas de las membranas de Western blot se reutilizaron para el
analisis de otras proteinas. Antes de reincubar una membrana con otros
anticuerpos, se la someti6 durante quince minutos a un lavado con un kit
comercial de reciclado de Western blot. A continuacion se incubod con la

solucién de bloqueo y se siguio el protocolo normal de Western blot.

14. Northern blot

14.1. Extraccion de ARN del tejido muscular

La extraccion de ARN del tejido se realizo utilizando el reactivo
comercial Tri Reagent, basado en el método del tiocianato de
guanidinio/fenol/cloroformo (Chomczynski y Sacchi, 1987). Para evitar la
degradacion del ARN, todo el proceso se llevé a cabo a 4°C y se trabajé con
material de vidrio horneado a 160°C, el de plastico autoclavado y las
soluciones utilizadas se trataron previamente con dietil-pirocarbonato

(DEPC) 0.1%.

En primer lugar se homogenizaron sobre hielo seco unos 100 mg de
tejido en 1 mL del reactivo comercial con un homogenizador. Los
homogenados se incubaron durante cinco minutos para que los complejos
nucleoproteicos se disociaran completamente. Después se anadieron 0.2 mL
de cloroformo a cada homogenado y se agitaron durante unos quince
segundos vigorosamente. A continuacion, se incubaron durante quince
minutos y se centrifugaron a 12000g durante otros quince minutos. La fase
acuosa (superior) se recogio en otro tubo y el ARN se precipité con 0.5 mL
de isopropanol durante diez minutos. Después los tubos se centrifugaron a
12000g durante ocho minutos, se desecho el isopropanol y el precipitado se
lavo con 1 mL de etanol al 70% centrifugandose a 7500g durante cinco
minutos. Por ultimo, se anadi6 al precipitado 15 pL de agua y se incubd
durante diez minutos a 55°C para su completa disolucion. Las muestras de

ARN se guardaron a -20°C hasta su uso.
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Para la cuantificacion del ARN total de las muestras se midio la
absorbancia con un espectrofotometro a 260 nm. La concentracion de ARN
se calculo teniendo en cuenta que una unidad de absorbancia a 260 nm
equivale a 40 pg/mL de ARN. Por ultimo, se calcul6 la relacion entre las
absorbancias a 260 y 280 nm. Esta relacion (Azeo0/A280) se mantuvo en todos
los casos entre 1.6-1.9, lo que indica la ausencia de contaminacion proteica

en las muestras.

14.2. Preparacion de las muestras, electroforesis y

transferencia

Cada muestra de 20 pug de ARN se llevo a un volumen de 10.5 pL y se
le anadi6 un tampon de desnaturalizacion compuesto por 24 uL de
formamida desionizada, 8.65 pL de formaldehido 37% y 4.8 uL de tampon
MOPS (sal sodica del acido morfolino-propenosulfénico) (MOPS 0.2 M,
acetato sodico 0.05 M, AEDT 0.01 M, pH 7.2). La mezcla se calent6 durante
diez minutos a 70°C y se le anadieron 4.5 pL de tampoén de carga (Glicerol
50%, AEDT 1 mM). A continuacion se separaron los ARN mediante
electroforesis en un gel desnaturalizante (formaldehido 0.66 M) de agarosa
al 1%. La electroforesis se realiz6 a 60 mV en un tampon MOPS (MOPS 20
mM, acetato sodico 5 mM y AEDT 1 M, pH 7.2).

La transferencia se realiz6 en solucién salina concentrada (SSC)
(NaCl 3 M, citrato sédico 0.3 M, pH 7) a una membrana de nylon. La
transferencia se realizd0 por capilaridad, a través de un puente de papel
Whatman en contacto con la SSC y con el gel. Después de dieciséis horas
de transferencia el ARN se fij6 covalentemente a la membrana con luz UV
durante unos veinte segundos. La membrana se dejo secar a temperatura

ambiente hasta su utilizacion.

14.3. Preparacion de las sondas

Para la obtencion de las sondas se aislaron fragmentos de ADN
ciclico (ADNc) de sus vectores plasmidicos, por digestion con las

endonucleasas de restriccion adecuadas (Tabla 4). Posteriormente se
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purificaron mediante el kit Geneglean® y se cuantificaron en un gel de
agarosa al 1% utilizando un marcador (ADN del virus A cortado con Hind

III) de concentraciones conocidas.

Se marcaron 25-30 ng de las sondas con [32P]-dCTP (3000
Ci/mmol=110 TBq/mmol). Para realizar este marcaje se desnaturalizo la
sonda por calor y a continuacion se anadieron los nucleétidos dATP, dGTP,
dTTP y el marcado [32P]-dCTP. Después se anadieron la solucién Reaction
mix y la enzima Klenow y se incubdé a 37°C durante cuarenta y cinco
minutos para que la formacion de la cadena complementaria tuviera lugar.
Todos los productos especificos mencionados formaban parte del Kit
Random Primed. A continuacion, las sondas se purificaron mediante
precipitacion con una mezcla de 40 pL de acetato amoénico 2.5 M, 150 uL de
etanol absoluto y 4 uL de ARN de transferencia (ARNt) (1 mg/mL) durante
diez minutos en hielo. Posteriormente se centrifugaron a 13000g durante
diez minutos a 4°C y el precipitado se disolvio en 50 pL de agua destilada. A
continuaciéon se desnaturalizé la sonda a 100°C durante diez minutos,

quedando asi preparada para la hibridacion.

Tabla 4.- Sondas utilizadas

Sonda Vector Enzimas de Peso del
Plasmidico restriccion inserto (pb)

COX-2 pPCR 2.1-TOPO BamHI 298
Endoglina pBluescript M13 BamHI/Accl 938
eNOS pBluescript Eco RI 3600
TGF-p1 pGEMT EcoR 1 451
VEGF 165 pCIS.CXRNH EcoR 1 1200

La sonda de TGF-B1 fue amablemente cedida por el Dr. Jean Pierre Girolami y Jean
Loup Bascand (U388 INSERM, Toulouse, Francia). Como control interno de carga
se utilizé una sonda especifica contra la subunidad ribosomal 28S de 0.7 kb.

14.4. Hibridacion

Las membranas se prehibridaron durante cuatro horas con el

tampon de hibridaciéon (sulfato de dextrano 10%, SDS 1%, NaCl 1 M) en un
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horno a 60°C. A continuaciéon se hibridaron con la sonda marcada en las
mismas condiciones durante dieciséis horas. Después de la hibridacion se
lavo la membrana dos veces con una soluciéon de lavado (NaCl 0.3 M, citrato
sodico 0.03 M, SDS 1%, pH 7) durante treinta minutos a 60°C. Se realizo
un ultimo lavado con la misma solucion diez veces diluida durante una

hora y a temperatura ambiente.

Las bandas marcadas radiactivamente se detectaron mediante un
Phosphorlmager, utilizando el programa informatico Image Reader
(Fujifilm). Los analisis densitométricos de las bandas obtenidas se
efectuaron con el programa de analisis de imagen Mac-BAS (Fujifilm).
También se obtuvo una autorradiografia, exponiendo una pelicula a -80°C
que después se revelo. Por ultimo, digitalizamos la autorradiografia y se
cuantifico la densidad optica de las bandas obtenidas con el programa Scion

Image (Scion Corporation).

14.5. Reutilizacion de las membranas

Después de la hibridacion con una sonda determinada, y antes de la
hibridacion con otra, se hizo un lavado de las membranas con una solucion
de lavado (AEDT 0.1 mM, pirofosfato sodico 0.025%, Denhardt’s (Ficoll
0.02%, polivinilpirolidona 0.02%, BSA 0.02%) 0.001%, Tris base 2.5 mM,

pH 8) a 70°C con el fin de eliminar la radiactividad.

15. ELISA de VEGF

15.1. Condiciones celulares, tratamiento y recogida de

muestras

Del orden de 40000 CEAR Eng*/+* y 50000 Eng*/- se sembraron en
placas de seis pocillos con medio de cultivo, SBF 10%. Después de tres dias
(células en subconfluencia) se retir6 el medio y se anadié medio nuevo con
2% suero, el cual se mantuvo durante dieciséis horas. A continuacién se

trataron las células con TGF-f1 1 ng/mL o el anticuerpo neutralizante de
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TGF-f1 500 ng/mL y después de veinticuatro horas el medio se recogi6

para su inmediato procesamiento.

Las placas de pocillos se congelaron inmediatamente para la
posterior cuantificacion del ADN, y asi poder corregir los resultados por el

numero de células.

15.2. Procesamiento de las muestras

Antes de comenzar el ensayo, las muestras se centrifugaron a 2000g
durante diez minutos para precipitar y eliminar restos celulares que
pudieran interferir en las determinaciones. Los procedimientos para la
deteccion de VEGF se realizaron siguiendo las instrucciones del kit
comercial Mouse VEGF165 Immunoassay. Se utilizé6 un lector de placas de
ELISA para la determinacion de las absorbancias y los resultados se

analizaron con el programa KC-Junior (Bio-Tek, Instrument, Inc.).

16. Formacion de pseudocapilares de

CEAR en Matrigel

Esta ténica se llevo a cabo siguiendo una modificacion del método

descrito por Liu y cols. (2002).

Se extendieron 150 pL de Matrigel (siguiendo el mismo protocolo
descrito para el cultivo de anillos de aorta) sobre cubreobjetos de 18 x 18
mm depositados en placas de 35mm. A continuacién se sembraron 300000
CEAR Eng** o Eng'- sobre el Matrigel. Para ello se resuspendieron las
células en 500 pL de medio de cultivo, SBF 10% y por capilaridad se
deposito la gota encima del Matrigel. Las placas se incubaron durante seis
horas y pasado este tiempo se observé al microscopio 6ptico de contraste de
fases la formacion de estructuras tridimensionales en el Matrigel a partir de

las células sembradas.
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17. Determinacion del ciclo celular
mediante citometria de flujo

17.1. Condiciones celulares

Para la determinacion del ciclo celular, las CEAR (200000 Eng**y
250000 Eng*/") o los FPR (200000 Eng** o Eng*/-) se sembraron en placas
de 100 mm y en medio de cultivo, SBF 10%. Pasados al menos tres dias
(células en subconfluencia), las células se recogieron para su posterior pase

por el citometro.

17.2. Recogida de las células

Las células se levantaron con tripsina y a continuaciéon se paro la
reaccion con PBS-CM (no wutilizamos medio de cultivo porque es
autofluorescente, y pueden quedar restos en las células que interfieren en el
resultado final). El contenido de las placas se recogié en tubos para el
citometro y se hizo una centrifugacion a 600g durante cinco minutos.
Acabada la centrifugacion se desecho el sobrenadante, se resuspendieron
las células en 500 pL de etanol al 50% y se mantuvieron a -20°C durante al

menos una noche.

17.3. Tincion con yoduro de propidio y pase por el

citometro de flujo

Para realizar la tinciébn con yoduro de propidio, las células
resuspendidas en etanol se centrifugaron durante cinco minutos a 200g. Se
decant6 el etanol y se lavaron las células con PBS. Para eliminar el PBS se
realizo otra centrifugacion de cinco minutos a 200g y se decanto el
sobrenadante. A continuacion las células se incubaron durante treinta
minutos con una solucion de yoduro de propidio (Triton X-100 0.1%,
ARNasa A (previamente cocida para eliminar las ADNasas) 0.2 mg/mL,
yoduro de propidio 0.02 mg/mL en PBS). Finalizada esta incubacion las

células se pasaron por el citometro de flujo. La adquisicion de los datos se
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realizd con el programa informatico Cell Quest (Becton Dickinson) y el

analisis de los resultados con el ModFitLT (Verity Software).

18. Cuantificacion del numero de
células por cristal violeta

Esta técnica, descrita por Drysdale y cols. en 1983, se fundamenta
en la capacidad del colorante cristal violeta de fijarse a los nucleos
celulares, de manera que puede establecerse una relacion directa entre el

numero de células existentes y la cantidad de cristal violeta fijado.

18.1. Condiciones celulares

La técnica se llevd a cabo en placas de veinticuatro pocillos. Se
sembraron 5000 células por pocillo en medio de cultivo con SBF 10% y se
dejaron crecer durante ocho dias. Con el fin de obtener una curva de
proliferacion, se hicieron tinciones con cristal violeta a los siguientes
tiempos: 0, 2, 4, 6 y 8 dias después de la siembra. Tomamos como “tiempo
0”, el tiempo que tardan las células en adherirse al plastico (veinticuatro

horas después de su siembra).

18.2. Tincion de los niucleos y lectura de las absorbancias

Para realizar la tincién con cristal violeta, las células se lavaron con
PBS y se fijaron con glutaraldehido 10% durante diez minutos. Tras la
incubacion las células se lavaron con PBS y los nucleos se tifieron con 300
pL de cristal violeta 0.2% durante treinta minutos en oscuridad. A
continuacion, las placas se lavaron repetidas veces con PBS hasta eliminar
completamente el exceso de cristal violeta. Se dejaron secar durante una
noche en oscuridad, y por ultimo se anadieron 2 mL de acido acético 10%,
se homogeneizo cada pocillo y se leyo la absorbancia a 595 nm en un lector
de placas de ELISA. Los resultados se analizaron con el programa KC-Junior

(Bio-Tek, Instrument, Inc.).
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18.3. Curva absorbancia/numero de células

Con el fin de poder determinar el numero de células que
correspondian a una determinada absorbancia, se sembraron cantidades
crecientes de células en las placas de veinticuatro pocillos y a las
veinticuatro horas se tifieron con cristal violeta, siguiendo el mismo

protocolo.

19. Reparacion de “heridas” en Ila
monocapa de células

19.1. Condiciones celulares

Las CEAR (200000 Eng*/*y 250000 Eng*/) o los FPR (200000 Eng*/*
o Eng'/) se sembraron en placas de 100 mm con medio de cultivo (SBF
10%) y se dejaron crecer en el incubador. Cuando las placas estuvieron
confluentes se cambi6 el medio por otro que contenia un 2% de SBF y se

incubaron durante dieciséis horas.

19.2. Realizacion de las “heridas” y estudio de la migracién

celular

Transcurridas las dieciséis horas se hicieron “heridas” (zonas sin
células) en la monocapa deslizando una punta de pipeta amarilla en linea
recta desde un extremo al otro de la placa. Se realizaron seis “heridas” por
placa, tres horizontales y tres transversales. Después de realizar las
“heridas” las placas se lavaron dos veces con PBS para eliminar las células
levantadas y se anadié medio nuevo, SBF 2%. A continuacion en cada placa
se eligieron veinticuatro puntos al azar y se visualizaron los campos
elegidos en una pantalla acoplada al microscopio invertido de contraste de
fases. En cada lado de la pantalla se midio el ancho de la “herida” (cuarenta
y ocho medidas por placa en total). A las veinticuatro horas se volvieron a
localizar al microscopio los mismos puntos y se midi6 de nuevo el ancho de

la “herida”.
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Segun este método, la distancia migrada por las células corresponde
al ancho de la “herida” a tiempo O (primera medida) menos el ancho de la
“herida” a las veinticuatro horas (segunda medida). Los resultados se

expresaron en tanto por ciento respecto a la “herida” inicial.

20. Migracion celular a través de
membranas

20.1. Siembra e incubacion de las CEAR en los insertos

En primer lugar los insertos (membranas de polietileno tereftalato
con poros de 8 um de diametro) se colocaron en placas de veinticuatro
pocillos y se preincubaron con el medio de cultivo durante al menos una
hora a 37°C, para que la membrana se humedeciera. Para la preincubacion
se anadieron en el pocillo 0.7 mL del medio al que queremos que las células
migren (DMEM-HAMF12 1:1, SBF 10%), y en el inserto 0.2 mL del medio en
el que se siembran las células (DMEM-HAMF12 1:1, SBF 2%). Después del
periodo de preincubacion se retiré el medio y se anadieron en cada inserto
100000 células en 0.2 mL de DMEM-HAMF12 1:1, SBF 2%. En el pocillo se

mantuvo el medio de preincubacién.

Con el fin de realizar un control de las células sembradas realmente
en el inserto, se sembro el mismo volumen de células (0.2 mL) en un pocillo
de una placa de veinticuatro. Con estas células seguimos el protocolo de

tincion con cristal violeta a tiempo 0, ya explicado anteriormente.

Para permitir la migracion celular a través de las membranas hacia el

medio con SBF 10%, los insertos se incubaron durante dieciséis horas.

20.2. Fijacion de las CEAR a la membrana, tincion de los

nucleos y lectura de las absorbancias

Finalizado el periodo de incubacion, los insertos se lavaron con PBS y
se limpi6 la parte superior de la membrana con un bastoncillo de algodén,

para eliminar las células que no habian migrado. A continuacion, las
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células que habian migrado (parte inferior del inserto) se fijaron con
glutaraldehido 10% durante diez minutos. Una vez fijadas, se lavaron con
PBS y se tineron los nucleos con cristal violeta 0.2% durante treinta
minutos y en oscuridad. Transcurrido este tiempo se lavaron los insertos
repetidas veces con PBS para eliminar los restos de cristal violeta y se
permitié6 que las membranas se secaran durante una noche en oscuridad.
Por ultimo, el color violeta que tenia los nucleos de las células fijadas a la
parte inferior de la membrana se recogié con una gota de 0.1 mL de acido
acético. Recogida la gota con una pipeta, se colocé en un pocillo de una
placa de noventa y seis para después leer la absorbancia en un lector de
placas de ELISA a 595 nm. Los resultados se analizaron con el programa
KC-Junior (Bio-Tek, Instrument, Inc.). Con el fin de referir las células que
habian migrado al numero de células sembradas, las absorbancias
obtenidas se corrigieron por las absorbancias resultantes de la tincion con

cristal violeta de las células sembradas en pocillos como control de carga.

21. Incorporaciéon de [*H]-prolina a
proteinas colagenas

La incorporacion exogena de prolina marcada con tritio ([3H]-prolina)
se utilizé como indice de acumulacion de proteinas colagenas en el medio
de cultivo de las CEAR, siguiendo una modificacion del método descrito por

Riser y cols. (1998).

21.1. Condiciones celulares y tratamientos

La técnica se llevo a cabo sembrando las células en placas de
veinticuatro pocillos. Se sembraron 11000 CEAR Eng** y 9000 células
Eng*/- por pocillo y se dejaron crecer en DMEM-HAMF12 1:1, SBF 10%. A
los tres dias (células en subconfluencia) el medio utilizado se cambi6é por
DMEM, SBF 2% (se utiliza DMEM porque no contiene prolina en su
composicion). Después de dieciséis horas se reemplazé el medio por DMEM,

SBF 2% suplementado con B-aminopropionitrilo 0.148 mM (se utiliza para
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impedir que el colageno forme fibrillas y se deposite sobre la monocapa de
células; de esta manera favorece que el colageno permanezca en el medio de
cultivo), acido ascorbico 210 puM, prolina 183 mM y [3H]prolina (actividad
especifica 60 Ci/mmol, 1 mCi/mL) 2 nuCi/pocillo. El1 TGF-B1 (1 ng/mL) o el
anticuerpo neutralizante de TGF-f1 (500 ng/mlL) se anadieron al medio

suplementado y se incub6é durante veinticuatro horas.

21.2. Recogida de las muestras

Tras el periodo de marcaje, el medio de cultivo de cada pocillo se
recogi6é en un tubo de 1.5 mL a los cuales se habian puesto previamente
165 pL de Inhibidor Universal de Proteasas frio (compuesto por PMSF 3
mM, N-etilmaleimida 40 mM y AEDT 0.1 mM). Las muestras se congelaron
a -20°C hasta su utilizacion, o bien se procedi6 al procesamiento de las

mismas.

Las placas de pocillos se congelaron a -20°C para después cuantificar
el ADN y asi poder corregir los resultados por el numero de células

presentes en cada pocillo.

21.3. Procesamiento de las muestras

Las proteinas del medio de cultivo se precipitaron con acido
tricloroacético (TCA) al 50% (concentracion final 10%) al que previamente se
anadio BSA (20 uL/muestra de un stock con concentracién de 66 mg/mL)
para favorecer la precipitacion de las proteinas. A continuacion, se
centrifugé a 2000g y a 4°C durante diez minutos y se lavo el precipitado
exhaustivamente con TCA al 10% frio para retirar el exceso de prolina
marcada que no se habia incorporado al colageno. El precipitado se
solubilizo anadiendo 1 mL de NaOH 0.1 N a 60°C, y se agité hasta su total
disolucion. El contenido de cada tubo se transfirié a viales de polietileno a
los cuales se anadieron 3.5 mL de liquido de centelleo. Los viales se
agitaron y se dejaron aproximadamente doce horas en oscuridad. Por

ultimo, se midié la radiactividad de los viales en un contador de particulas 3
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acoplado a un ordenador, y mediante el programa 1400 DSA LSC (Wallac) se

analizaron los resultados.

22. Transfeccion celular con endoglina
humana

Los FPR se transfectaron con endoglina humana (Letamendia y cols.,
1998 b) con el reactivo de transfeccion jetPEI™, una polietilenamina linear
que compacta el ADN en complejos cargados positivamente, capaces de
interaccionar con los proteoglicanos anidonicos de la superficie celular y

penetrar en la célula por endocitosis.

22.1. Condiciones celulares

Del orden de 60000 FPR Eng** o Eng*/- se sembraron en placas de
60 mm con DMEM, SBF 10% y se dejaron crecer. Cuando las células
alcanzaron aproximadamente el 60% de confluencia se procedi6 a realizar la

transfeccion.

22.2. Preparacion de los complejos jetPEI'™M/ADN y

procedimiento de transfeccion

En primer lugar, 5 pg de ADN de endoglina humana (vector pCHVYS)
se diluyeron en 250 upL de NaCl 150 mM. Por otra parte, 10 uL de la
solucién comercial jetPEI™ se diluyeron en 250 uL de NaCl 150 mM. A
continuacion, la solucion de jetPEI™ se anadi6é sobre la de ADN. La solucion
resultante se agité vigorosamente, y se incubo durante treinta minutos a
temperatura ambiente para permitir la formacion de los complejos
jetPEI™ /ADN. Con las concentraciones utilizadas, se obtiene un balance
idnico entre los cationes del jetPEI™ y los aniones del ADN favorable para la
formacion de los complejos. Una vez transcurridos los treinta minutos, se
anadieron los 500 pL de jetPEI™/ADN en el medio de cultivo de las células

(4 mL). Tras cinco horas de incubacion (tiempo suficiente para la
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penetracion de los complejos jetPEI™/ADN en las células), se cambio el
medio de cultivo por medio fresco para evitar, en la medida de lo posible, la

citotoxicidad producida por el jetPEI™.

Paralelamente se siguié el mismo protocolo para la transfeccion de

otra placa de células con el vector vacio, la cual nos sirvi6 como control.

Cuando las células alcanzaron la subconfluencia se lisaron siguiendo

el protocolo de Western blot.

23. Cuantificacion del ADN

El ADN celular se cuantific6 tanto en los experimentos de ELISA
como en los de incorporaciéon de [3H]|prolina a proteinas colagenas con el fin
de corregir los resultados obtenidos por el numero de células. El ADN
cromosoémico se detecté mediante la reaccion de la difenilamina. Se trata de
un ensayo colorimétrico en el que la difenilamina reacciona con la ribosa

del ADN dando lugar a un compuesto de color azul (Wyllie y cols., 1980).

23.1. Reaccion de la difenilamina y lectura de las

absorbancias

Las placas de pocillos se descongelaron y las células de los pocillos se
lisaron con 75 pL de tampon de lisis de ADN (Tris base 10 mM, AEDT 20
mM, Triton X-100 0.5%, pH 8) en agitacion constante durante quince
minutos. Se anadi6é después al lisado la misma cantidad de acido perclérico
al 20% que de tampon de lisis y se hidrolizaron las muestras en una estufa
a 80°C durante quince minutos. Al mismo tiempo se preparo una curva de
calibrado con ADN de timo de ternera (0-15 pg/mL) en acido perclorico al
10% y se hidrolizé de la misma manera que las muestras. Transcurrido el
tiempo de hidrélisis, las placas se dejaron enfriar a temperatura ambiente
durante quince minutos. Después se anadié una cantidad de reactivo de
difenilamina (paraldehido 0.01%, difenilamina 240 mM en acido acético

glacial) igual al volumen total, tanto en las muestras como en los puntos de
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la recta de calibrado. Por ultimo, se mezclé todo con una punta de pipeta y

se incub6 durante toda la noche a 30°C en oscuridad.

Después de la incubaciéon durante toda la noche, los pocillos
adquirieron una tonalidad azul cuya intensidad depende del contenido en
ADN. Para la cuantificacion se pasaron 200 uL del contenido de los pocillos
a placas de noventa y seis pocillos y se ley6 la absorbancia a 595 nm y 700
nm con un lector de placas de ELISA. La absorbancia a 395 nm es
proporcional a la cantidad relativa de ADN en la muestra, mientras que la
lectura a 700 nm se utiliza para corregir la turbidez de la muestra. Los
resultados se analizaron con el programa KC-Junior (Bio-Tek, Instrument,

Inc.).

24. Analisis estadistico

Todos los resultados se expresan como media * error estandar de la
media (EEM). En la experimentacion in vivo se utilizaron al menos seis
animales para cada grupo (n=6) y en la experimentacion in vitro al menos
tres (n=3). En los ensayos celulares de ELISA, proliferacion, migracion y
formaciéon de colageno se utilizaron al menos tres pocillos/placas por

experimento para cada grupo.

Se utilizo el test estadistico de la t de Student para determinar las
diferencias significativas entre dos grupos de datos. Consideramos
significativo un valor de “p<0.05”. El programa informatico utilizado fue el

NCSS (Statisticals Solutions).

Para analizar mas de dos grupos de datos, el analisis estadistico se
llevé a cabo mediante el analisis de la varianza (ANOVA) de una entrada.
Para evaluar la normalidad de los datos se aplicé el test de Kolmogorov-
Smirnov. A continuacion se aplicé el test de Scheffé cuando los datos
presentaban una distribucion normal y el de Kruskal-Wallis cuando no
estaban normalmente distribuidos. Consideramos significativo un valor de
“p<0.05” (test de Scheffé) y un valor de “z>1.96" (test de Kruskal-Wallis). El
programa informatico utilizado fue el NCSS (Number Cruncher Statistical

System)(Statisticals Solutions).
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Para comparar curvas se aplicoé un modelo lineal general de medidas
repetidas. Consideramos significativo un valor de “p<0.05” (test de
Bonferroni). El programa informatico utilizado fue el SPSS (Statistical

Package For the Social Sciences).
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Apéndice 1. Relacion de reactivos y productos

Reactivo/producto Casa comercial

Acetato amonico

Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)

Acetato sodico

Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)

Acido acético glacial

Probus S.A. (Barcelona)

Acido ascérbico

Bio Media (Boussens, Francia)

Acido ortofosférico

Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)

Acido perclérico

Merck KGaA (Darmstadt, Alemania)

Acrilamida

Bio-Rad Laboratories (CA, U.S.A.)

ADN de timo de ternera

Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)

AEDT

Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)

Agarosa

Seakem®, Cambrex Bio Science (ME, U.S.A.)

B-aminopropionitrilo

Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)

Anfotericina B

Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)

Aprotinina Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)

APS Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)

ARNasa A Boehringer Mannheim Gmbh (Mannheim, Alemania)
ARNt Roche diagnostics Corporation S.L. (Barcelona)

Azida sodica

Panreac Quimica S.A. (Barcelona)

Azul de bromofenol

Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)

BSA Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)
CaCly Panreac Quimica S.A. (Barcelona)

Citrato sodico Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)
Cloroformo Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)
Colagenasa Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)
Cristal violeta Panreac Quimica S.A. (Barcelona)

DEPC Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)

D-Glucosa

Panreac Quimica S.A. (Barcelona)

Diaminobencidina (Kit Dako
Envision™+System,
Peroxidase)

Dako (CA, U.S.A.)

Dieta estandar para ratones
AO4,

Panlab S.L. (Barcelona)

Difenilamina Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)

ECGS Becton Dickinson S.A. (Madrid)

ECL (revelado Western blot) | Amersham Biosciences Europe GMBH (Barcelona)
EGF Becton Dickinson S.A. (Madrid)

Etanol absoluto

Mallinckrodt Baker Inc. (Deventer, Holanda)

Etanol 96% Cuve®

Laboratorios Pérez Giménez (Cérdoba)

Ficoll

Amersham Pharmacia Biotech AB (Suecia)

Formaldehido

Calbiochem®, Merck KGaA (Darmstadt, Alemania)

Formaldehido tamponado
4%

Panreac Quimica S.A. (Barcelona)

Formamida desionizada

Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)

Glicerol Merck KGaA (Darmstadt, Alemania)
Glicina Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)
Glutaraldehido Panreac Quimica S.A. (Barcelona)
Hematoxilina BioGenex (CA, U.S.A)

Heparina 1%

Altana Pharma (Madrid)

Hoechst 33258

Molecular Probes Europe BV (Leiden, Holanda)
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Reactivo/producto

[BH]prolina

Casa comercial

American Radiolabeled Chemicals, Inc (MO, U.S.A.)

Igepal CA-630

Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)

Isoflurano (Forane)

Abbott Laboratories S.A. (Madrid)

Isopropanol Merck KGaA (Darmstadt, Alemania)
jetPEI™ PolyPlus-transfection (Illkirch, Francia)
KCl Panreac Quimica S.A. (Barcelona)
KH,PO4 Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)

Kit colorimétrico de
detrerminacion de proteinas

Bio-Rad Laboratories (CA, U.S.A))

Kit GENECLEAN®

BIO101 Qbiogene Inc (Illkirch Cedex,Francia)

Kit de inmunoensayo para
VEGF165 de raton

R&D Systems Inc. (MN,U.S.A))

Kit Random Primed

Roche diagnostics Corporation S.L. (Barcelona)

Kit de reciclado de Western
blot RE-Blot Plus

Chemicon International, Inc. (CA, U.S.A.)

Leupeptina

Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)

Liquido de centelleo Ecoscint
A

National Diagnostic (Reino Unido)

L-NAME

Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)

Marcador pesos moleculares
BenchMark™

Invitrogen S.A. (Barcelona)

Marcador purificacion
sondas

Promega (Mannheim, Alemania)

Matrigel

Becton Dickinson S.A. (Madrid)

Matrisperse (cell recovery
solution)

Becton Dickinson S.A. (Madrid)

Medio de cultivo DMEM

Biowittaker™ Cambrex Bio Science(Verviers,
Bélgica)

Medio de cultivo HAM F12

Biowittaker™ Cambrex Bio Science(Verviers,
Bélgica)

B-mercaptoetanol

Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)

Metanol Merck KGaA (Darmstadt, Alemania)
MgSO4-7H>0 Probus S.A. (Barcelona)

MOPS Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)
Mowiol 4-88 Hoechst AG (Frankfurt, Alemania)
NaCl Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)
NaHCO3 Panreac Quimica S.A. (Barcelona)
Na,HPO4 Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)
NaNO; Merck KGaA (Darmstadt, Alemania)
NaOH Probus S.A. (Barcelona)
N-etilmaleimida Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)
NH,Cl Panreac Quimica S.A. (Barcelona)

N-(1-naftil)-etilendiamida

Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)

N,N -metilen-bisacrilamida

Bio-Rad Laboratories (CA, U.S.A))

Ortovanadato soédico

Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)

Parafina Merck KGaA (Darmstadt, Alemania)
Paraldehido Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)
[32P]-dCTP Amersham Ibérica, S.A. (Madrid)
PDGF Becton Dickinson S.A. (Madrid)

Penicilina-Estreptomicina

Biowittaker™ (MD, U.S.A.)
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Reactivo/producto Casa comercial
Pepsina BioGenex (CA, U.S.A)
Pepstatina A Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)

Peroxido de hidrogeno

Panreac Quimica S.A. (Barcelona)

PFA

Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)

Pirofosfato sédico

Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)

PMSF

Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)

Polivinilpirolidona

Merck KGaA (Darmstadt, Alemania)

Povidona yodada (Betadine)

ASTA Médica, S.A. (Madrid)

Prolina

Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)

Sacarosa Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)
SBF Gibco™, Invitrogen S.A. (Barcelona)
SDS Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)

Suero bloqueante

Santa Cruz Biotechnology Inc. (CA, U.S.A))

Suero de cabra

Santa Cruz Biotechnology Inc. (CA, U.S.A))

Sulfanilamida

Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)

Sulfato de dextrano (sal
sodica)

Amersham Pharmacia Biotech AB (Suecia)

TCA Panreac Quimica S.A. (Barcelona)

Temed Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)
TGF-B1 R&D Systems Inc. (MN,U.S.A.)

Tissue-Tek® Ted Pella, Inc (CA, U.S.A)

Tripsina Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)
Tripsina-AEDT Biowittaker™ (MD, U.S.A))

Tri Reagent Molecular Research Center, Inc. (OH, U.S.A))

Tris base (Trizma®)

Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)

Triton X-100

Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)

Trypan blue Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)
Tween-20 Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)
Xileno Panreac Quimica S.A. (Barcelona)

Yoduro de propidio

Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)
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Apéndice 2. Relacion de anticuerpos

Anticuerpo Casa comercial/Procedencia

Ac anti-TGF-B1

R&D Systems Inc. (MN,U.S.A.)

AcM anti-endoglina humana TEA
1/58-1 (hibridoma de ratén)

Bellon y cols., 1993

AcM anti-endoglina de ratéon MJ7/18
(hibridoma de rata)

Ge and Butcher, 1994

AcM anti-macréfagos tipo iNOS

Becton Dickinson S.A. (Madrid)

AcM de ratén anti-actina de musculo
liso vascular, Clon 1A4

Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)

AcM de ratéon anti-CD31 humano,
Clon JC70A

Dako (CA, U.S.A)

AcM de raton anti- endoglina
humana, Clon SN6h

Dako (CA, U.S.A)

AcM de raton anti-o tubulina

Oncogene Research Products (CA, U.S.A))

AcM de raton anti-VEGF humano,
Clon C-1

Master Diagnostica S.A. (Granada)

AcP de cabra anti-CTGF

Santa Cruz Biotechnology Inc. (CA, U.S.A.)

AcP de cabra anti-PECAM1

Santa Cruz Biotechnology Inc. (CA, U.S.A.)

AcP de cabra anti-pNOS3

Santa Cruz Biotechnology Inc. (CA, U.S.A.)

AcP de cabra anti-VCAM

Santa Cruz Biotechnology Inc. (CA, U.S.A))

AcP de cabra anti-VEGF

Santa Cruz Biotechnology Inc. (CA, U.S.A))

AcP de conejo anti-actina

Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)

AcP de conejo anti-colageno I de ratén

Chemicon International, Inc. (CA, U.S.A))

AcP de conejo anti-fibronectina de
raton

Chemicon International, Inc. (CA, U.S.A))

AcP de conejo anti-NOS3

Santa Cruz Biotechnology Inc. (CA, U.S.A))

AcP de conejo anti-vWF humano

Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid)

Ac secundario multilink

Master Diagnéstica S.A. (Granada)

Ac terciario multilink conjugado con
HRP

Master Diagnéstica S.A. (Granada)

Faloidina conjugada con Oregon
Green 488

Molecular Probes BV

Holanda)

Europe (Leiden,

IgG de burro anti-cabra conjugado
con Alexa Fluor® 488

Molecular Probes Europe BV (Leiden,
Holanda)

IgG de burro anti-cabra conjugado
con HRP

Santa Cruz Biotechnology Inc. (CA, U.S.A))

IgG de cabra anti-conejo conjugado
con Cy™3

Jackson InmunoResearch laboratories Inc.
(PA, U.S.A)

IgG de cabra anti-conejo conjugado
con HRP

Bio-Rad Laboratories (CA, U.S.A))

IgG de cabra anti-rata conjugado con
Cy™3

Jackson InmunoResearch laboratories Inc.
(PA, U.S.A)

IgG de cabra anti-rata conjugado con
HRP

Santa Cruz Biotechnology Inc. (CA, U.S.A))

IgG de cabra anti-ratén conjugado con
Alexa Fluor® 488

Molecular Probes Europe BV (Leiden,
Holanda)

IgG de cabra anti-raton conjugado con
Cy™3

Amersham Biosciences Europe GmbH
(Barcelona)

IgG de cabra anti-raton conjugado con
HRP

Bio-Rad Laboratories (CA, U.S.A))
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Apéndice 3. Relacion de material utilizado

Material Casa comercial

Bastoncillos de algodén Chicco (Madrid)

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG
(Brunswick, Alemania)

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG

Camara de Neubauer

Cubreobjetos (Brunswick, Alemania)

Filtros de esterilizacion Millipore Corporation (U.S.A.)

Hojas de bisturi Steriler (Alemania)

Insertos para migracion celular Becton Dickinson S.A. (Madrid)

Jeringuillas Ico (Italia)

Material quirargico Lawton Medizintechnik (Alemania)

Membrana de Nylon Hybond-N Amersham Biosciences Europe GmbH
(Barcelona)

Membrana de PVDF Pall Gelman Laboratory (FL, U.S.A)
Peliculas Fuji Medical X-Ray Film Super
RX (para Western blot)

Peliculas X-OMAT AR (para Northern

Fujifilm (Tokio, Jap6n)

Kodak (Madrid)

blot)

Placas de cultivo Becton Dickinson S.A. (Madrid)
Plastico transparente Apli® (Barcelona)

Portaobjetos Menzel-Glaser® (Brunswick, Alemania)
Puntas de pipeta Daslab (Madrid)

Rascadores celulares Nunc A/S, (Roskilde, Dinamarca)
Seda quirurgica Braun-Dexon (Alemania)

Tubos de plastico 2 mL Eppendorf AG (Hamburgo, Alemania)
Tubos de plastico 50 mL }I\Z\fggg’l, Becton Dickinson S.A.
Tubos de polipropileno Daslab (Madrid)

Tubos para el citometro Becton Dickinson S.A. (Madrid)
Viales de polietileno National Diagnostic (Reino Unido)
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Apéndice 4. Relacion de equipos utilizados

Equipo Casa comercial

Cé}mara I.{it.achi .HP—l 10 acoplada al Hitachi (Tokio, Japén)
microscopio invertido
Camara Nikon F601M acoplada al
microscopio invertido
Campana de fluyjo laminar TC-48 Gelaire | Cultek S.L. (Madrid)

Nikon (Tokio, Japén)

Citometro de flujo Becton Dickinson S.A. (Madrid)
Contador B Wallac 1409 DSA (Turku, Finlandia)
Crosslinker UV Strata-Linker 2400 Stratagene (CA, U.S.A))

Equipo anestesia (isoflurano) Ohmeda Medical (Reino Unido)
Equipo de Northern Blot Sub Cell™ Bio-Rad Laboratories (CA, U.S.A))

Equipo de Western blot Mini-Protean®II | Bio-Rad Laboratories (CA, U.S.A.)
Shimadzu Corporation (Duisburg,
Alemania)

Espectrofotometro UV-120-02

Fuente de alimentacion para
electroforesis y tranferencia Power Pac Bio-Rad Laboratories (CA, U.S.A))
3000
Homogenizador Polytron Netzgerdt T8.01 | IKA Labortechnik (Staufen, Alemania)
Amersham Biosciences Europe GmbH

Horno de hibridacién

(Barcelona)
Incubador celular Forma Scientific 3111 | Forma Scientific (OH, USA)
Laser Doppler Periflux 2B Perimed AB (Boras, Suecia)
Lector de placas de ELISA EI,800 BIO-TEK Instrument, Inc (VT, U.S.A)
Lupa Leica MZ6 Leica (Alemania)
Maquina de revelado M35 X-OMAT Kodak
Processor
Microscopio confocal Zeiss LSM510 Carl Zeiss Inc (NY, U.S.A))
Migroscopio optico de fluorescencia Zeiss Carl Zeiss Inc (NY, U.S.A.)
Axioplan2

Microscopio 6ptico invertido de contraste

de fases 2 EL WD 0.3 Nikon (Tokio, Jap6n)

Microscopio 6ptico leitz Laborlux S Leitz (Alemania)

Microtomo Micron HM-310 Micron (Walldorf, Alemania)

PCR PTC-100TM MJ Research Inc. (MA, U.S.A))

Phosphorlmager BAS-1500 Fuyjifilm (Tokio, Japon

Potter B. Brau'n Melsungen AG, Melsungen
(Alemania)

Videocamara  ccd-iris acoplada al
microscopio 6ptico

Sony (Barcelona)
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Resultados y discusion

1. Expresion de endoglina en tejidos de ratones
Eng**y Eng*

Nuestro primer objetivo fue valorar la expresion de endoglina en
tejidos de ratones Eng*/*y Eng*/-. Elegimos el pulmoén y el rinén porque son
tejidos muy vascularizados y la endoglina se expresa fundamentalmente en

el endotelio vascular (Gougos y Letarte, 1988 a).

El ARN mensajero (ARNm) de endoglina determinado mediante
Northern blot en los tejidos de animales Eng*/- fue claramente inferior al
encontrado en los tejidos de animales control (Eng*/*) (Figura 1). Ademas, la
proteina endoglina, detectada mediante Western blot en los extractos
pulmonares y en las membranas plasmaticas renales de los animales
Eng*/-, fue menos de la mitad que la detectada en esos mismos tejidos de los

animales Eng*/* (Figura 2).

Pulmén Rifnon
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Figura 1. Expresion de ARNm de endoglina en tejidos de ratones Eng'/* y
Eng*-. La determinacion se realiz6 mediante Northern blot. Se usé como control
interno de carga la subunidad ribosomal 28S. Los datos se expresan como la media
+* EEM (n=6 animales). Diferencias estadisticas significativas segtin el test t de
Student: *p<0.05 vs ratones Eng*/*.
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Figura 2. Expresion de endoglina en tejidos de ratones Eng*/* y Eng'. La
determinacién se realiz6 mediante Western blot utilizando el AcM anti-endoglina de
raton MJ7/18. Los datos se expresan como la media * EEM (n=6 animales).
Diferencias estadisticas significativas segin el test t de Student: *p<0.05 vs ratones
Eng*/*. Izquierda. Extractos pulmonares. Se usé como control interno de carga la
expresion de oa-tubulina. Derecha. Extractos enriquecidos en membranas
plasmaticas renales.

Estos datos confirman la haploinsuficiencia en endoglina de los
ratones Eng'/-. Similares resultados se han obtenido en otros estudios

llevados a cabo en estos mismos tejidos (Rodriguez-Pefia y cols., 2002).

Es importante resaltar el hecho de que los ratones Eng*/- expresan
unos niveles menores de proteina endoglina, asi como de su ARNm, que los
ratones Eng*/*. En algunos casos, la haploinsuficiencia en un gen no tiene
un efecto ultimo sobre los niveles de la proteina. Es el caso por ejemplo de
ciertos ratones haploinsuficientes para eNOS (eNOS*/), en los que no se
observa diferencia en la expresion de la proteina cuando se los compara con

sus controles eNOS++ (Kodja y cols., 1999).

La expresion reducida de endoglina que presentan los animales
haploinsuficientes, hace que este modelo animal de ratones Eng*/*y Eng*/-

sea un modelo valido para analizar la implicacion de endoglina en los
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procesos angiogénicos y de cicatrizacion de heridas. Hay que recordar la
imposibilidad de llevar a cabo estos estudios con ratones knockout, debido a
que los animales sin endoglina (Eng”-) no son viables, puesto que mueren
durante la gestacion (Bourdeau y cols., 1999; Li y cols., 1999; Arthur y cols.
2000).

2. Angiogénesis post-isquémica en ratones Eng*/*y

Eng+ -/-

Aunque se sabe que la endoglina juega un papel importante en la
regulacion de la angiogénesis fetal (Bourdeau y cols., 1999; Li y cols., 1999;
Arthur y cols., 2000) y se ha demostrado que su expresion se encuentra
muy aumentada en la vasculatura de tumores soélidos (Burrows y cols.,
1995; Wang y cols., 1993; Thorpe y Burrows, 1995), nunca se ha estudiado

su contribucion a la angiogénesis fisiologica.

En el presente trabajo estudiamos la implicacion de endoglina en los
fenomenos arteriogénicos y angiogénicos que tienen lugar en el remodelado
vascular post-isquémico. Para ello utilizamos un modelo experimental de
enfermedad arterial periférica: isquemia en la pata trasera producida por la
ligadura de la arteria femoral. Este modelo experimental ha sido utilizado
por otros autores para estudiar los procesos de remodelado vascular in vivo

(Van Royen y cols., 2001 a).

La perfusion en las patas fue evaluada mediante laser Doppler en los
dias sucesivos a la ligadura de la arteria. Encontramos que la restauracion
de la perfusion fue significativamente mas lenta en los ratones Eng*/- que en
los controles Eng*/+. Al cuarto dia de inducir la isquemia, la relacion entre el
flujo sanguineo en la pata izquierda (isquémica) y la pata derecha (control
contralateral) era de 0.28 + 0.02 en los ratones Eng*/-, mientras que en los
Eng*/+ era de 0.36 + 0.01. Después de veintiin dias, esta relacion era de
0.54 £ 0.01 en el caso de los animales Eng*/-y de 0.59 + 0.01 en el caso de
los Eng*/*. No encontramos diferencias significativas en la perfusion tisular
de los ratones Eng*/*y Eng*/- veintiocho dias después de inducir la isquemia

(Figura 3).
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Figura 3. Evolucion de la reperfusion tisular tras la ligadura de la
arteria femoral en los animales Eng** y Eng*. La perfusiéon se
midi6é con un sistema de flujometria por laser Doppler. La perfusién
en la pata isquémica se calculé como porcentaje de la perfusiéon en la
pata no isquémica. Los datos se expresan como la media + EEM
(n=10 animales). Diferencias estadisticas significativas segun el test ¢t
de Student: *p<0.05 vs animales Eng™/* en el mismo tiempo.

Realizamos ademas un estudio inmunohistoquimico de PECAM
(molécula de adhesion celular endotelial plaquetaria) en cortes de los
musculos aductores extraidos de los animales a los cuatro dias de inducir
la isquemia. E1 PECAM es un marcador caracteristico del endotelio vascular

(Garlanda y Dejana, 1997).

La expresion de PECAM en los musculos no-isquémicos era menor
que en los isquémicos, tanto en los ratones control como en los
haploinsuficientes (Figura 4). Ademas, observamos una reduccion clara en
la expresion de PECAM en los musculos isquémicos de los ratones Eng*/-
(Figura 4D), en comparacion con la expresion en los musculos isquémicos
de los ratones Eng*/* (Figura 4B). En condiciones control, practicamente no
hay diferencias entre los musculos no-isquémicos de ambos tipos de

animales (Figuras 4A y 4C).
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Figura 4. Expresion de PECAM en los musculos aductores de ratones Eng'/* y
Eng'- después de cuatro dias de la ligadura de la arteria femoral. La
determinacion se realizé6 mediante inmunohistoquimica utilizando un AcM de raton
anti-PECAM humano, Clon JC70A. Imagenes tomadas al microscopio 6ptico (x 20
aumentos). NI: musculos no-isquémicos. I: musculos isquémicos.

El aumento en la expresion de PECAM refleja el aumento en el
numero de capilares, y por tanto se considera como un marcador de
angiogénesis. La inmunoexpresion de PECAM se encuentra reducida en las
preparaciones musculares de las patas isquémicas de los ratones
haploinsuficientes en endoglina con respecto a los ratones controles. Por
tanto, el presente resultado confirma el retraso en la reperfusion tisular

encontrado en los animales Eng*/- con respecto a los Eng*/*.

Evaluamos también la densidad capilar en preparaciones
histologicas obtenidas de los musculos isquémicos de ambos tipos de
animales. Localizamos los capilares en las preparaciones por su morfologia

asi como por su tincion positiva para PECAM.
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Los ratones haploinsuficientes presentaban una reduccion
significativa de la densidad capilar tras la isquemia en comparacion con la
densidad capilar de los animales control. Asi, al cuarto dia de inducir la
isquemia, la densidad capilar en los musculos de los animales Eng*/- era de
13 + 2 capilares/campo, mientras que la de los animales Eng*/* era de 21 *
2 capilares/campo. Después de catorce dias, contamos 19 £ 2
capilares/campo en los animales Eng*/- mientras que en los Eng¥*
contamos 29 *+ 3. A los veintiocho dias de inducir la isquemia las diferencias
en la densidad capilar entre ambos tipos de animales se igualaron (Figura

5).

@ Eng+/+
@ Engt/-

n° de capilares/campo

28
Tiempo (dias)

Figura 5. Evolucion de la densidad capilar tras la ligadura de
la arteria femoral en los animales Eng** y Eng*-. Los capilares
se identificaron por tincién inmunohistoquimica positiva para
PECAM y por su morfologia. Los datos se expresan como la media
* EEM (n=20 campos). Diferencias estadisticas significativas
segun el test t de Student: *p<0.05 vs animales Eng*/* en el
mismo tiempo.

Estos resultados son los primeros en demostrar el efecto de la
insuficiencia de endoglina en la neovascularizaciéon de un tejido isquémico.
La reperfusion temprana después de la ligadura de la arteria femoral en los
ratones haploinsuficientes de endoglina sufre un retraso significativo
comparada con la reperfusion en los ratones que presentan niveles

normales de esta proteina.

Por tanto, este estudio demuestra la implicacion de la endoglina en la

angiogénesis en el individuo adulto, y se suma a trabajos anteriores que
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ponen de manifiesto el papel de la proteina en la angiogénesis tumoral
(Burrows y cols., 1995; Wang y cols., 1993; Thorpe y Burrows, 1995) y fetal
(Bourdeau y cols., 1999; Li y cols., 1999; Arthur y cols., 2000). Juntas estas
evidencias esclarecen la importancia de la endoglina en la neoangiogénesis,
pero no se conoce el mecanismo por el cual se produce la accion

proangiogénica de dicha proteina.

3. Expresion del ARNm de VEGF, COX-2 y TGF-f1

en el muasculo aductor después de la isquemia

Dadas las diferencias encontradas en la neovascularizacion post-
isquémica entre los animales control y los haploinsuficientes en endoglina,
decidimos estudiar la expresion de algunos de los principales factores
angiogénicos y mediadores de la inflamacion en los musculos de unos y
otros animales. Estos experimentos se realizaron en los musculos aductores
de los ratones al cuarto dia de producir la isquemia, puesto que fue a este
tiempo cuando las diferencias en la curva de reperfusion tisular eran

mayores (Figura 3).

En primer lugar estudiamos la expresion del factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF), el principal factor pro-angiogénico (Ferrara y

cols., 2003).

En ausencia de isquemia los niveles de ARNm de VEGF fueron
ligeramente mas bajos en los ratones Eng*- que en los Eng*/*. En los
musculos isquémicos aument6 la expresion de ARNm de VEGF respecto a
los respectivos musculos contralaterales, pero no encontramos diferencias

entre los ratones Eng*/*y los Eng*/-(Figura 6).

Realizamos ademas un estudio inmunohistoquimico de VEGF en
cortes de tejido muscular. La mayor inmunoexpresion de VEGF la
detectamos en los musculos isquémicos de los animales Eng*/* (Figura 7B),
que supero6 a la encontrada en los musculos no-isquémicos (Figura 7A) y a

la de los animales haploinsuficientes (Figuras 7C y 7D).

En segundo lugar estudiamos la expresion de la ciclooxigenasa

(COX)-2 en los musculos de unos y otros animales, por la importancia de
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esta enzima en los procesos inflamatorios (Morita, 2002). Ademas, la COX-2
también se ha relacionado con la angiogénesis, ya que aumenta la sintesis
de prostanoides, y estos a su vez estimulan la sintesis de algunos factores
proangiogénicos. Existe ademas un mecanismo de retroalimentacion
positivo, segin el cual estos factores proangiogénicos aumentan la
liberaciéon de acido araquidénico y la expresion de COX-2 (Ihiguez y cols.,
2003).

La isquemia aument6 ligeramente la expresion de ARNm de COX-2,
pero no encontramos diferencias entre los ratones control y los

haploinsuficientes (Figura 6).

Por tltimo, estudiamos la expresion del factor de crecimiento
transformante (TGF)-f1. Esta citoquina participa tanto en la fase inicial
como en la fase de resolucion de la angiogénesis (van den Driesche y cols.,
2003). Ademas, el estudio de TGF-B1 tiene especial importancia para
nosotros porque la endoglina forma parte de su complejo de receptores
(Letamendia y cols., 1998 a; Barbara y cols., 1999) y esta demostrado que
la endoglina modula algunas de las respuestas biologicas de este factor de
crecimiento (Li y cols., 2000; Lastres y cols., 1996; Letamendia y cols., 1998
b; Goumans y cols., 2002; Lebrin y cols., 2004; Diez-Marques y cols., 2004).

La isquemia increment6 significativamente el ARNm de TGF-B1 tanto
en los animales Eng*/* como en los Eng*/-. Sin embargo no hallamos
diferencias en la expresion del ARNm de TGF-B1 entre los dos tipos de

animales (Figura 6).
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Figura 6. Expresion de ARNm de VEGF, COX-2 y TGF-f1 en los misculos
aductores de ratones Eng/* y Eng*- después de cuatro dias de la ligadura de la
arteria femoral. La determinacion se realiz6 mediante Northern blot. Se usé como
control interno de carga la subunidad ribosomal 28S. Los datos, obtenidos en tres
experimentos diferentes, se expresan como la media * EEM (n=6 animales).
Diferencias estadisticas significativas segin el test de Scheffe: *p<0.05 vs musculos
no-isquémicos de ratones Eng*/*; &p<0.05 vs musculos no-isquémicos de ratones
Eng*/-. NI: musculos no-isquémicos. I: miisculos isquémicos.
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Figura 7. Expresion de VEGF en los misculos aductores de ratones Eng*/* y
Eng'- después de cuatro dias de la ligadura de la arteria femoral. La
determinacion se realizé6 mediante inmunohistoquimica utilizando un AcM de raton
anti- VEGF humano, Clon C-1. Imagenes tomadas al microscopio éptico (x 20

aumentos). NI: musculos no-isquémicos. I: musculos isquémicos.

Nuestros resultados demuestran que el aumento en la expresion de
estos factores en el periodo de reperfusion se produce tanto en los animales
control como en los haploinsufientes, no observandose diferencias entre los
dos grupos de animales. Por tanto, la menor angiogénesis post-isquémica
que encontramos en los ratones Eng*/- comparada con la de los ratones

Eng*/*, no parece estar basada en una disminucion en la expresion de los

factores de crecimiento angiogénico, como son VEGF, COX-2 y TGF-B1.
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4. Expresion del ARNm de endoglina en el misculo

después de la isquemia

Una vez demostrada la ausencia de diferencias notables en la
expresion de los principales factores angiogénicos, decidimos estudiar qué
ocurria con la expresion de endoglina tras la isquemia en unos y otros
animales. Los estudios los realizamos igualmente en los musculos
aductores extraidos al cuarto dia de producir la isquemia, puesto que fue a
este tiempo cuando las diferencias en la curva de reperfusion tisular fueron

mayores (Figura 3).

Los niveles de ARNm de endoglina en los musculos fueron
significativamente menores en los animales Eng*/- que en los Eng*/*, tanto
en los musculos isquémicos como en los no-isquémicos. Tras la isquemia,
la expresion del ARNm de endoglina se increment6é en ambos grupos de

animales, manteniéndose las diferencias entre los ratones Eng*/*y Eng®/-
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Figura 8. Expresion de ARNm de endoglina en los musculos aductores de
ratones Eng'* y Eng* después de cuatro dias de la ligadura de la arteria
femoral. La determinacion se realiz6 mediante Northern blot. Se us6é como control
interno de carga la subunidad ribosomal 28S. Los datos, obtenidos en tres
experimentos diferentes, se expresan como la media + EEM (n=6 animales).
Diferencias estadisticas significativas segun el test de Scheffe: *p<0.05 vs musculos
no-isquémicos de ratones Eng™*; #p<0.05 vs musculos isquémicos de ratones
Eng*/*. NI: musculos no-isquémicos. I: musculos isquémicos.
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Realizamos ademas un estudio inmunohistoquimico de endoglina en
cortes de tejido muscular. Observamos una expresion muy tenue en los
capilares de los musculos isquémicos de los ratones Eng'/- (Figura 9D),
mientras que practicamente no conseguimos detectar la expresion en el
musculo contralateral no-isquémico (Figura 9C). Por el contrario, la
endoglina fue claramente detectada en los musculos isquémicos de
animales Eng*/* (Figura 9B), siendo esta expresion notablemente mayor a la

encontrada en los musculos no isquémicos de los mismos animales (Figura
9A).
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Figura 9. Expresion de endoglina en los misculos aductores de ratones Eng*/*
y Eng?’/- después de cuatro dias de la ligadura de la arteria femoral. La
determinacién se realizé6 mediante inmunohistoquimica utilizando un AcM de ratén
anti-endoglina humana, Clon SN6h. Imagenes tomadas al microscopio 6ptico (x 20
aumentos).

Por tanto, los estudios inmunohistoquimicos confirman los

resultados obtenidos a nivel de ARNm. En el retraso en la angiogénesis que
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presentan los animales haploinsuficientes, parece clave la diferencia en la
expresion de endoglina entre ambos tipos de animales Eng*/*y Eng*, lo
que demuestra la importancia que tiene la expresion de endoglina para que

la angiogénesis se desarrolle con normalidad en el individuo adulto.

El aumento en la expresion de endoglina en tejidos en los que se esta
produciendo angiogénesis ya ha sido descrito por otros autores (Krupinski y
cols., 1994; Rulo y cols., 1995; Torsney y cols., 2002). También se ha
demostrado una atenuacion de la angiogénesis in vitro cuando se inhibe la
expresion de endoglina (Li y cols., 2000). Nosotros observamos un aumento
en la expresion de endoglina tanto en los musculos isquémicos de los
animales Eng*/* como en los de los Eng*/-. Sin embargo el aumento que se
produce en los Eng*/- no parece ser suficiente para que la angiogénesis se

desarrolle normalmente en estos animales.

5. Expresion de NOS en tejidos de ratones Eng*/*y
Eng+/.

Nuestro laboratorio ha demostrado recientemente que la
haploinsuficiencia de endoglina se asocia a una deficiente vasodilatacion
dependiente del endotelio, causada por la expresion reducida de la oxido
nitrico sintasa endotelial (eNOS) y la sintesis deficiente de 6xido nitrico (NO)
que presentan los animales haploinsuficientes (Jerkic y cols., 2004).
Ademas, el NO desempena un papel muy importante en el inicio del proceso
angiogénico, pues produce vasodilatacion y aumento de la permeabilidad
vascular. Esto permite que los factores proangiogénicos difundan y se unan
a receptores especificos de las células endoteliales (Ziche y cols., 1994;
Ziche y cols., 1997). Por estos motivos pensamos que la deficiencia en la
expresion de eNOS que presentan los animales Eng*/- podria ser la causa de
la menor angiogénesis que encontramos en estos animales respecto a los

control.

Para analizar esta posibilidad, estudiamos la expresion de NOS en los
animales Eng*/*y Eng*/-. Valoramos en primer lugar la expresion de eNOS,

la forma constitutiva endotelial de la enzima, en los pulmones de los dos
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tipos de ratones. Los niveles de la eNOS en los ratones Eng*/- fueron
aproximadamente la mitad a los encontrados en los ratones Eng*/* (Figura
10). Los niveles de la forma fosforilada de la proteina (p-eNOS) también

fueron menores en los pulmones de animales Eng*/- que en los de los Eng*/*

(Figura 10).
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Figura 10. Expresion de eNOS y p-eNOS en pulmones de ratones Eng*’/* y
Eng*/. La determinacién se realiz6 mediante Western blot utilizando un AcP de
conejo anti-eNOS y un AcP de cabra anti-p-eNOS. Se usé como control interno de
carga la expresion de a-tubulina. Los datos se expresan como la media + EEM (n=6
animales). Diferencias estadisticas significativas segun el test ¢t de Student: *p<0.05
vs ratones Eng*/*.

Estos resultados demuestran la relacion existente entre la expresion
de endoglina y eNOS. Ademas del pulmoén, esta relacion también se ha
demostrado en otros tejidos de animales Eng*/*y Eng*/-, como son el rinén y

la arteria caroétida (Jerkic y cols., 2004).

6. Expresion de eNOS en el musculo después de la
isquemia

El siguiente paso fue analizar la expresion de eNOS después de

producir la isquemia. Al igual que en los casos anteriores, realizamos el
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estudio en los musculos aductores recogidos al cuarto dia de ligar la arteria

femoral.

En los musculos no-isquémicos (musculos control), encontramos que
la expresion de ARNm de eNOS era menor en los ratones Eng*/- que en los
de los ratones Eng** (Figura 11). Este resultado confirma la relacion que
existe entre la expresion de endoglina y la expresion de eNOS, y que ya

habiamos encontrado en el pulmén (Figura 10).

Tras la isquemia, la expresiéon de ARNm de eNOS se increment6 tanto
en los musculos de animales Eng*/- como en los de los animales Eng*/*. Sin
embargo, se mantenia la expresion de eNOS reducida en los musculos

Eng*/- respecto a los Eng*/* (Figura 11).
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Figura 11. Expresion de ARNm de eNOS en los misculos aductores de ratones
Eng*/* y Eng*- después de cuatro dias de la ligadura de la arteria femoral. La
determinacién se realizé mediante Northern blot. Se us6é como control interno de
carga la subunidad ribosomal 28S. Los datos, obtenidos en tres experimentos
diferentes, se expresan como la media + EEM (n=6 animales). Diferencias
estadisticas significativas segun el test de Scheffe: *p<0.05 vs musculos no-
isquémicos de ratones Eng"/*; #p<0.05 vs musculos isquémicos de ratones Eng*/*;
&p<0.05 vs musculos no isquémicos de ratones Eng*/-. NI: musculos no-isquémicos.
I: musculos isquémicos.

Para confirmar si las diferencias a nivel de ARNm se traducian en
diferencias en la proteina, estudiamos la expresion de eNOS en los

musculos isquémicos y no-isquémicos mediante Western blot.

Los musculos no-isquémicos de los animales haploinsuficientes

expresaban menos eNOS que los controles. En los musculos isquémicos la
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expresion de eNOS aumento en los dos tipos de animales respecto a los
musculos no isquémicos, pero el contenido en eNOS seguia siendo menor
en los ratones Eng*- que en sus controles Eng*/* (Figura 12). Por tanto,
demostramos que a nivel proteico se mantienen las diferencias encontradas

a nivel de ARNm.

140 -

o v < 1201
Eng Eng <
@ 100
£ #
NI | NI | 2 80+
2
—— 60 -
— " «eNOoS 3
7} ]
8 4
<a-tubulina 3 20
0 .
NI | NI |
Eng+/+ Eng+/-

Figura 12. Expresion de eNOS en los musculos aductores de ratones Eng*/* y
Eng'/- después de cuatro dias de la ligadura de la arteria femoral. La
determinacion se realiz6 mediante Western blot utilizando un AcP de ratén anti-
eNOS. Se us6 como control interno de carga la expresion de a-tubulina. Los datos,
obtenidos en tres experimentos diferentes, se expresan como la media + EEM (n=6
animales). Diferencias estadisticas significativas segun el test de Scheffe: *p<0.05
vs musculos no-isquémicos de ratones Eng*/*; #p<0.05 vs musculos isquémicos de
ratones Eng*/*. NI: musculos no-isquémicos. [: musculos isquémicos.

7. Angiogénesis post-isquémica en ratones Eng'/*y

Eng*/- tratados con L-NAME

Debido a la asociacion existente entre la haploinsuficiencia de
endoglina y la deficiencia en eNOS (Jerkic y cols., 2004), a las diferencias
encontradas en eNOS a nivel de ARNm y proteina en los musculos
isquémicos de los animales Eng*/*y Eng*-,y a la implicacién del NO en la
regulacion de la angiogénesis (Ziche y cols., 1994; Ziche y cols.,1997),
decidimos tratar los animales con N-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME),
un inhibidor no selectivo de la NOS, durante el periodo de reperfusion
posterior a la ligadura de la arteria femoral. De esta manera evaluamos el
efecto de la inhibicion de la producciéon de NO en la perfusiéon post-

isquémica en los dos tipos de animales.
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El L-NAME es un analago de la L-arginina que se comporta como un
antagonista competitivo de la NOS, la enzima que cataliza la reaccion de
sintesis de NO (Marletta, 1994). Segun algunos autores, el L-NAME no
inhibe completamente la produccion de NO (Cohen y cols., 1997); segun

otros la inhibicion que provoca es total (Nagao y cols., 1992).

Comprobamos la efectividad en la inhibicion de la sintesis de NO en
nuestro modelo mediante el tratamiento con L-NAME. Para ello realizamos
una determinaciéon de nitritos en el plasma de los animales a los veintiocho

dias de practicar la ligadura de la arteria femoral.

Los iones nitrito son productos aniénicos estables que se forman a
partir de NO (Marletta, 1988; Anggard 1994). Por este motivo, en ausencia
de contaminacion bacteriana, la produccion de nitritos se interpreta como

una medida directa de la produccion de NO.

El decremento en la concentracion de nitritos en el plasma de los
animales tratados con respecto a los no tratados demuestra claramente la
efectividad del tratamiento con L-NAME. Ademas, este experimento
corrobora la diferencia en la expresion de eNOS que existe entre los
animales Eng** y Eng*”/-, como lo demuestra la diferencia en la
concentracion de nitritos en el plasma de los animales Eng*/*y Eng*/- sin
tratar. Es importante sefialar que la produccion de NO después del

tratamiento con L-NAME fue similar en unos y otros animales (Figura 13).

Figura 13. Concentracion de
nitritos en el plasma de

351 animales Eng”* 'y  Eng'

3 tratados con L-NAME en el agua

de bebida (10 mg/Kg/dia). Se

= 2,51 determin6é la concentracion de
E:i nitritos en las muestras de
@ 21 plasma obtenidas a los veintiocho
_-g 1,51 dias de practicar la ligadura de la
= arteria, segin una modificacién
Z 44 del método de Griess. Los datos,
se expresan como la media *

0,51 EEM (n=6 animales). Diferencias

0 estadisticas significativas segin

el test de Scheffe: *p<0.05 vs
ratones control  Eng¥*. C:
Eng+/+ Eng+/- animales control (sin tratar). N:
animales tratados con L-NAME.
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La inhibicion de la sintesis de NO, produjo una reduccion en la
recuperacion de la perfusion tisular de los ratones Eng*/*y Eng'/-, aunque
en estos ultimos en menor medida. La velocidad de reperfusion tisular en
los animales tratados con L-NAME fue igual en los animales Eng*/*y en los
Eng*/-, por lo que las curvas de reperfusion se solapan (Figuras 14 y 15).
Asi, nuestro estudio demuestra claramente que la inhibicion de la sintesis
de NO reduce la neovascularizaciéon post-isquémica en los ratones Eng*/-,
mientras que el efecto es mucho menor en los Eng*/-. Estos datos sugieren
que, como ocurre con la vasodilatacion dependiente del endotelio (Jerkic y
cols., 2004), el retraso en la angiogénesis encontrado en los animales Eng*/-
podria deberse a una reduccion en la sintesis de NO, causada por la baja

expresion de eNOS en estos animales.
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Figura 14. Evolucion de la reperfusion tisular tras la ligadura de la
arteria femoral en los animales Eng** y Eng*- tradados con L-
NAME en el agua de bebida (10mg/Kg/dia). La perfusiéon se midio6
con un sistema de flujometria por laser Doppler. La perfusion en la
pata isquémica se calculé como porcentaje de la perfusiéon en la pata
no isquémica (valor basal). Los datos se expresan como la media + EEM
(n=6 animales).
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Figura 15. Curvas de
reperfusion tisular tras
la ligadura de la arteria
femoral en los animales

80 - Eng*/* y Eng*- tratados y
no tratados con L-NAME
70 - en el agua de bebida

(10mg/Kg/dia). La
perfusion en la pata
isquémica se calculé como
porcentaje de la perfusion
en la pata no isquémica
(valor basal). Los datos se
expresan como la media *
EEM (n=10 animales no
tratados; n=6 animales
tratados). Diferencias
estadisticas significativas
segin el test de
—4— Eng+/+ con L-NAME  Bonferroni: curva Eng*/- vs
—e— Engt/-conL-NAME  curva Eng*/*, curva Eng*/*
con L-NAME vs curva
Eng*/+; curva Eng*/- con L-
NAME vs curva Eng',
p<0.01.
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Recientemente, algunos investigadores han demostrado Ila
implicacion del NO en la regulacion de la angiogénesis. Noiri y cols. (1998)
afirman que el NO induce un cambio en el fenotipo de las células
endoteliales, desde el estado estacionario hasta un estado de locomocion,
que les permite migrar direccionalmente. Por otra parte, se ha establecido
que el NO media los efectos mitogénicos de VEGF en las células endoteliales
(Morbidelli y cols., 1996; Ziche y cols., 1997) y que este factor de
crecimiento regula positivamente la produccion de NO endotelial y la
proteina eNOS (Papapetropoulos y cols., 1997; Hood y cols., 1998). Los
donadores de NO, como el nitroprusiato, promueven la proliferacion y
migracion de las células endoteliales, mientras que los inhibidores de eNOS
inhiben estas respuestas trascendentales en el proceso angiogénico (Ziche y
cols., 1994). Ademas, Murohara y cols. (1998) han sugerido que la eNOS
modula la angiogénesis en respuesta a isquemia tisular, demostrando un
retraso en la angiogénesis en las patas isquémicas de ratones a los que les
falta el gen de eNOS. Tanto la proliferacion, como la migracion y la
diferenciacion de células endoteliales, determinadas con un ensayo de

crecimiento de pseudocapilares a partir de anillos de vasos, resultaron
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disminuidas en los anillos obtenidos de animales deficientes en eNOS (Lee y
cols., 1999). Por ultimo, se sabe que el NO actia como un factor de
supervivencia de las células endoteliales y puede ser necesario para
prevenir la apoptosis durante las fases iniciales de la angiogénesis (Tzeng y

cols., 1997; Dimmeler y cols., 1997).

8. Angiogénesis in vitro a partir de anillos de aorta

de ratones Eng*/* y Eng*

Una vez demostrada la implicacion de la endoglina en la angiogénesis
con un modelo de neovascularizacion fisiolégica in vivo, decidimos estudiar
el proceso con un modelo in vitro que nos permitiera simplificar las
condiciones que se dan en el organismo y profundizar en los mecanismos
por los cuales la endoglina participa en el proceso. Utilizamos un modelo
que consiste en cuantificar el crecimiento de pseudocapilares en Matrigel a

partir de anillos de aorta extraidos de los animales.

Realizamos los experimentos bajo tres condiciones distintas: en el
primer estudio cultivamos los anillos de aorta embebidos en Matrigel con
medio de cultivo DMEM/HAMF12 1:1 que contenia un 20% de SBF. A los
tres o cuatro dias, algunas células comenzaron a migrar desde el borde de
la aorta hacia el Matrigel (Figura 16A). Sucesivamente estas primeras
células migraron y proliferaron hasta formar estructuras organizadas en
forma de tubo (pseudocapilares) (Figuras 16B, 16C y 16D), que se
ramificaban y crecian ocupando el Matrigel de forma tridimensional.
Analizamos mediante microscopia de contraste de fases la aparicion de las
primeras células, asi como la morfologia y la superficie ocupada por los
pseudocapilares (Figura 17A), no encontrando diferencias entre los

pseudocapilares Eng*/* y Eng*/-.

En el segundo estudio las condiciones de cultivo fueron similares,
pero anadiendo al medio de cultivo un suplemento para el crecimiento de
células endoteliales (ECGS) y al Matrigel los factores de crecimiento EGF y
PDGF. En este caso, las células comenzaron a migrar desde la aorta a los

tres o cuatro dias, igual que en el experimento anterior, pero el crecimiento
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de los pseudocapilares fue muy superior. No obstante, tampoco
encontramos diferencias ni en la morfologia ni en el crecimiento entre los
pseudocapilares Eng*/* y Eng*/- con estas condiciones de cultivo (Figura

17B).

En un tercer estudio, ademas de ECGS, EGF y PDGF anadimos TGF-
B1 al Matrigel. En estas condiciones, obtuvimos curvas de crecimiento de
pseudocapilares diferentes entre los animales Eng*/* y Eng*/-: la presencia
de TGF-B1 en el Matrigel hizo que los pseudocapilares provenientes de los
ratones Eng*/- proliferaran ligeramente mas rapido que los provenientes de

los ratones Eng*/*. No obstante las diferencias no son estadisticamente

significativas (Figura 17C).

Figura 16. Cultivo de un anillo de aorta en Matrigel. Condiciones de cultivo:
DMEM/HAMF12 1:1, SBF 20%. Imagenes tomadas al microscopio o6ptico de
contraste de fases (x 100 (A) o x 40 (B, C, D) aumentos). A. Tres dias tras el cultivo
de la aorta. B. Cuatro dias tras el cultivo de la aorta. C. Séis dias tras el cultivo de
la aorta. D. Ocho dias tras el cultivo de la aorta.
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Figura 17. Evolucion del crecimiento de pseudocapilares en Matrigel a
partir de anillos de aorta. Los datos se expresan como la media + EEM. A.
Condiciones de cultivo: medio DMEM/HAMF12 1:1, SBF 20%. Los anillos de
aorta provenian de ratones Eng*/* (n=3 animales, 11 anillos) y Eng™”/- (n=3
animales, 10 anillos). B. Condiciones de cultivo: igual a “A”, anadiendo al
medio ECGS (100 pg/mlL) y al Matrigel EGF (0.7 ng/mL) y PDGF (12 pg/mlL).
Los anillos de aorta provenian de ratones Eng** (n=5 animales, 12 anillos) y
Eng*- (n=5 animales, 12 anillos). C. Condiciones de cultivo: igual a “B?”,
anadiendo al Matrigel TGF-f1 (0.6 ng/mL). Los anillos de aorta provenian de
ratones Eng*/* (n=2 animales, 6 anillos) y Eng*/- (n=2 animales, 6 anillos).
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Con estos experimentos no encontramos diferencias en la formacion
de pseudocapilares a partir de las aortas de los ratones Eng*/* y Eng'/-
Probablemente las condiciones de crecimiento con las que trabajamos no
eran las adecuadas para hallar dichas diferencias en la angiogénesis. Las
condiciones del modelo in vivo de reperfusion post-isquémica son mucho
mas complejas en cuanto a celularidad, produccién de citoquinas y otros
factores, conexion del endotelio con otros 6rganos y tejidos... Esta podria
ser la causa por la cual en este modelo in vitro no encontramos diferencias
en la angiogénesis mientras que en el modelo in vivo observamos

claramente un retraso en la angiogénesis de los ratones Eng*/-.
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9. Cultivo y caracterizacion de células endoteliales

de aorta de raton Eng**y Eng*

Las células endoteliales participan de manera fundamental en los
procesos de remodelado vascular y angiogénesis (Sumpio y cols., 2002). Por
otro lado, la endoglina se expresa fundamentalmente en células endoteliales
(Gougos y Letarte, 1988 a) y tiene un papel critico en la funcion endotelial,
puesto que la eliminacioén del gen de la endoglina en ratones desencadena
defectos en el desarrollo cardiovascular y el remodelado vascular (Li y cols.,
1999; Bourdeau y cols., 2000 a; Arthur y cols., 2000). Las mutaciones en el
gen de la endoglina humana son responsables de la HHT-1 (McAllister y
cols., 1994; Shovlin y Letarte, 1999), y la haploinsuficiencia de endoglina
parece ser el mecanismo patogénico de esta enfermedad vascular (Pece-
Barbara y cols., 1999). Por todos estos motivos, nos propusimos generar
cultivos de células endoteliales a partir de los ratones Eng*/-y sus controles
Eng*/+, con el fin de estudiar el papel que el gen de la endoglina desempena

en la biologia endotelial.

Obtuvimos cultivos primarios de células endoteliales a partir del
aislamiento de los pseudocapilares que crecian de los anillos de aorta en el
Matrigel (Figura 16). Recogimos los pseudocapilares del Matrigel al noveno
dia del cultivo de la aorta, debido a que después de este tiempo comienzan a
remitir. Este hecho probablemente se deba a la falta de ciertos factores
necesarios para el desarrollo y la maduraciéon de los capilares sanguineos.
Para el aislamiento de los pseudocapilares utilizamos una solucién no
enzimatica para que las células fueran danadas lo menos posible. Una vez
aislados, se dejaron en placas de cultivo para permitir la adhesion y

crecimiento de las células endoteliales (Figura 18).
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Figura 18. Pseudocapilares aislados del Matrigel y sembrados
en una placa petri. Podemos observar como algunas células
provenientes de los pseudocapilares se adhieren a la placa. Medio
de cultivo: DMEM/HAMF12 1:1, SBF 20%. Imagen tomada al
microscopio 6ptico de contraste de fases (x 20 aumentos).

Cada cultivo primario de células endoteliales de aorta de raton
(CEAR) procedente de animales Eng*/* y Eng*/- fue caracterizado en los
pases 3, 6 y 9 mediante criterios morfolégicos e inmunolégicos. De esta
manera evitamos posibles contaminaciones con otros tipos celulares
presentes en la aorta (fibroblastos y células de musculo liso vascular), y nos
aseguramos de que la expresion de marcadores de células endoteliales no se

perdia como consecuencia de la sucesion de pases.

9.1. Morfologia

Las CEAR aisladas formaban monocapas confluentes con apariencia
de adoquinado caracteristicas de las células endoteliales en cultivo.
Ademas, encontramos diferencias en la monocapa formada por las células
provenientes de animales Eng*/* y las provenientes de animales Eng*/-.
Mientras las CEAR Eng*/-tenian una forma alargada, las Eng*/* tenian una
forma mucho mas redondeada, tipica de las células endoteliales. En
general, las CEAR Eng*/- presentaban una apariencia menos regular que las

Eng*/+ (Figura 19).
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Figura 19. Monocapas confluentes de CEAR Eng*/* (A) y Eng*- (B). Medio de
cultivo: DMEM-HAMF12 1:1, SBF 10%. Imagenes tomadas al microscopio 6ptico
de contraste de fases (x 40 aumentos).

Por otra parte, comprobamos la capacidad de las CEAR para formar
estructuras organizadas en sustratos tridimensionales. La capacidad de
formacion de estas estructuras es un proceso que se usa normalmente para
distinguir células endoteliales de otras células contaminantes comunes
(Dong y cols., 1997). Ademas, el numero y complejidad de las estructuras
similares a capilares ha sido relacionado con la capacidad angiogénica de
las células endoteliales en cultivo. Tanto las CEAR Eng*+* como las Eng*/-
formaron rapidamente estructuras similares a capilares en Matrigel, pero
eran mucho mas claras y definidas en el caso de las CEAR Eng*/* (Figura
20). Nuestros resultados concuerdan con otros previos que demuestran que
la formacion de tubos es inhibida en células endoteliales humanas
procedentes de la vena umbilical (HUVEC) deficientes de endoglina (Li y
cols., 2000).
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Figura 20. Estructuras formadas por las CEAR Eng*/* (A) y Eng* (B) en
Matrigel. Medio de cultivo: DMEM-HAMF12 1:1, SBF 20%, ECGS 100 pg/mL.
Imagenes tomadas al microscopio 6ptico de contraste de fases a las seis horas
de sembrar las células (x 20 aumentos).

9.2. Marcadores celulares

Mediante técnicas de inmunofluorescencia y/o Western blot,
localizamos en las CEAR diferentes marcadores celulares caracteristicos de
células endoteliales (Garlanda y Dejana, 1997): factor von Willebrand
(Factor VIII) (Figuras 21 y 25A), PECAM-1 (Figuras 22 y 25B), VCAM (Figura
25C) y endoglina (Figuras 26 y 27).

También detectamos la expresion de eNOS (Figura 28), VEGF (Figura
25D) y actina (Figuras 23 y 25E). Observamos como esta ultima forma
fibras de estrés perfectamente organizadas que componen el citoesqueleto
celular (Figura 23). Estas proteinas no son especificas del endotelio, pero su
deteccion junto con otros marcadores celulares se utiliza en la

caracterizacion de células endoteliales.

Para asegurarnos de que los cultivos de CEAR no estaban
contaminados con células de musculo liso vascular, analizamos mediante
inmunofluorescencia la expresion de un marcador caracteristico de este tipo
celular: actina de musculo liso vascular. Las CEAR eran negativas para este
marcador. Usamos como control positivo un lisado de células de musculo

liso vascular de un cultivo primario de rata (Figura 24).
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Figura 21. Expresion del factor von Willebrand en el citoplasma de las CEAR.
Medio de cultivo: DMEM/HAMF12 1:1, SBF 10%. La tincion se realizd por
inmunofluorescencia indirecta utilizando un AcP de conejo anti-factor von
Willebrand humano. Los ntucleos se tifleron con Hoechst. Imagen tomada al
microscopio 6ptico de fluorescencia (x 400 aumentos).

Figura 22. Expresion de PECAM-1 en la membrana plasmatica de las CEAR.
Medio de cultivo: DMEM/HAMF12 1:1, SBF 10%. La tincion se realizé por
inmunofluorescencia indirecta utilizando un AcP de cabra anti-PECAM-1. Los
nucleos se tineron con Hoechst. Imagen tomada al microscopio o6ptico de
fluorescencia (x 400 aumentos).
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Figura 23. Expresion de
actina en el citoplasma
de las CEAR. Medio de
cultivo:. DMEM/HAMF12
1:1, SBF 10%. La tincion
se realizo por
inmunofluorescencia

directa utilizando como
anticuerpo Faloidina
conjugada con Oregon
Green 488. Los nucleos se
tineron con  Hoechst.

Imagen tomada al
microscopio  6ptico de
fluorescencia (x 400
aumentos).

Figura 24. Expresion de actina de miusculo liso vascular en el citoplasma de las
CEAR (A) y en células de misculo liso vascular de rata (B). Medio de cultivo:
DMEM/HAMF12 1:1, SBF 10%. La tincion se realiz6 por inmunofluorescencia
indirecta utilizando un AcM de ratén anti-actina de musculo liso vascular, Clon
1A4. Los nucleos se tifieron con Hoechst. Imagenes tomadas al microscopio 6ptico

de fluorescencia (x 400 aumentos).
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Figura 25. Expresion de marcadores celulares de células
endoteliales en lisados de CEAR Eng** y Eng*-. Medio de cultivo:
DMEM/HAMF12 1:1, SBF 10%. La determinacién se realizé6 mediante
Western blot utilizando anticuerpos policlonales de conejo (anti-factor
Von Willebrand, anti-actina) y de cabra (anti-PECAM-1, anti- VCAM,
anti-VEGF).

10. Expresion de endoglina en las CEAR Eng'/* y
Eng*

La endoglina se encuentra en altos niveles en el endotelio vascular
(Gougos y Letarte, 1988 a) y su expresion se utiliza habitualmente como

marcador de células endoteliales (Garlanda y Dejana, 1997).

Analizamos la expresion de endoglina en las CEAR mediante las
técnicas de inmunofluorescencia y Western blot. Con estos experimentos
pretendiamos, en primer lugar, demostrar la expresion de endoglina en el
cultivo primario de células endoteliales y, en segundo lugar demostrar la

haploinsuficiencia de endoglina en las CEAR Eng*/-.

La endoglina se distribuia homogéneamente en la membrana
plasmatica de ambos tipos celulares, pero en las CEAR Eng*/* la intensidad
de tincion era mayor que en las Eng*/- (Figura 26). El posterior analisis
mediante Western blot demostr6o que las CEAR Eng'/- expresaban
aproximadamente un 50% menos endoglina que las Eng*/* (Figura 27). Este
resultado confirm6 la haploinsuficiencia de endoglina en las CEAR

provenientes de animales Eng*/-.
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Figura 26. Expresion de endoglina en la membrana
plasmatica de las CEAR Eng‘/* (A) y Eng* (B). Medio de
cultivo. DMEM/HAMF12 1:1, SBF 10%. La tincién se
realiz6 por inmunofluorescencia indirecta utilizando el
AcM anti-endoglina de ratén MJ7/18. Los nucleos se
tineron con Hoechst. Imagen tomada al microscopio
confocal (x 630 aumentos).
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Figura 27. Expresion de endoglina en lisados de CEAR Eng*/*y Eng*-. Medio
de cultivo: DMEM/HAMF12 1:1, SBF 10%. La determinacion se realiz6 mediante
Western blot utilizando el AcM anti-endoglina de raton MJ7/18. Se usé como
control interno de carga la expresion de a-tubulina. Los datos, obtenidos en tres
experimentos diferentes, se expresan como la media £+ EEM (n=4). Diferencias
estadisticas significativas segun el test t de Student: *p<0.01 vs CEAR Eng*/*.

11. Expresion de eNOS en las CEAR Eng*/*y Eng*

La expresion de eNOS en el endotelio tiene suma importancia debido
a la funcion del NO en el control del tono vascular (Rees y cols., 1989;
Katusic, 1992). Ademas el NO juega un papel muy importante en el inicio

de la angiogénesis (Ziche y cols., 1997; Noiri y cols., 1998).

Dadas las diferencias encontradas en la expresion de eNOS en
animales Eng*/* y Eng'/-, quisimos evaluar si esas diferencias también

existian en las células endoteliales.

Encontramos que las CEAR Eng*/- presentaban unos niveles de eNOS
aproximadamente un 30% mas reducidos que los de las Eng*/* (Figura 28).
Por tanto, la expresion reducida de endoglina que tienen las CEAR Eng*/- se
correlaciona con una disminucion en la expresion de eNOS, como ya

habiamos visto que ocurria en los tejidos estudiados.
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Figura 28. Expresion de eNOS en lisados de CEAR Eng*/* y Eng*-. Medio de
cultivo: DMEM/HAMF12 1:1, SBF 10%. La determinaciéon se realiz6 mediante
Western blot utilizando un AcP de conejo anti-eNOS. Se us6 como control
interno de carga la expresion de a-tubulina. Los datos, obtenidos en dos
experimentos diferentes, se expresan como la media + EEM (n=4). Diferencias
estadisticas significativas segun el test t de Student: *p<0.01 vs CEAR Eng*/*.

Estos experimentos demuestran que los cultivos primarios de células
endoteliales procedentes de animales Eng*/-, son haploinsuficientes en
endoglina y que dicha haploinsuficiencia se asocia a una disminucion de la

expresion de eNOS.

El siguiente objetivo fue estudiar la proliferacion, migracion y
produccion de matriz extracelular en estas células y analizar si la
deficiencia en endoglina modificaba dichas propiedades biolégicas del

endotelio, todas ellas fundamentales en procesos angiogénicos.

12. Efecto de la haploinsuficiencia de endoglina en

la proliferacion de las CEAR

Utilizamos la técnica colorimétrica de tincién de nucleos con cristal
violeta para estudiar el efecto de la haploinsuficiencia de endoglina en la
proliferacion celular de los cultivos primarios de CEAR. Con esta técnica,
determinamos el incremento en el numero de células durante ocho dias.
Obtuvimos curvas de proliferacion en el tiempo muy diferentes para las
Eng*+ y las Eng*/-. A los dos dias de sembrar las células, el nimero de

CEAR Eng*/+* era todavia similar al numero de Eng*/-. Sin embargo, las
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CEAR Eng*/* ya casi habian duplicado a las Eng*/- a los cuatro dias (22195
t 879 CEAR Eng*/* y 12303 £ 591 CEAR Eng*’). Estas diferencias
aumentaron aun mas en los dias seis y ocho del estudio (58465 £ 1305

CEAR Eng*/*y 41420 + 1196 CEAR Eng+) (Figura 29).

Como se observa también en la Figura 29, las CEAR Eng*/* dejaron
de proliferar (probablemente por alcanzar la confluencia) en el dia seis,
mientras que las Eng*/- siguieron proliferando pero a un ritmo mucho mas
lento. Las Eng*/- nunca alcanzaron en numero a las Eng*/*, debido a que
llegaban al estado de confluencia con un nimero muy inferior de células al
de las Eng*/* (Figura 29). Probablemente sea la forma mucho mas regular de
las CEAR Eng*/+, la que permite la supervivencia de un nimero mayor de
células en monocapa que en el caso de las Eng*/-, cuya forma es mucho mas

alargada e irregular, como ya hemos comentado anteriormente (Figura 19).
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Figura 29. Curvas de proliferacion de las CEAR Eng*/*y
Eng*/- . Medio de cultivo: DMEM/HAMF12 1:1, SBF 10%. Se
sembraron 4000 CEAR en cada pocillo y a las 24 horas
(tiempo 0) y 2, 4, 6 y 8 dias los nucleos de las células se
tineron con cristal violeta. La absorbancia se midi6
espectrofotométricamente y se compardé con una curva
absorbancia-n® de células previamente elaborada. El
experimento se repiti6 dos veces obteniéndose resultados
similares. Los datos se expresan como la media £+ EEM (n=6
pocillos). Diferencias estadisticas significativas segin el test
de Bonferroni: *p<0.01 vs curva CEAR Eng*/+

Realizamos ademas un analisis del ciclo celular de las CEAR

mediante citometria de flujo. La haploinsuficiencia de endoglina en estas
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células indujo retencion del ciclo celular en las fases GO/G1. El namero de
células que se encontraban en las fases S+G2M era significativamente

mayor en las CEAR Eng*/* (29 + 2%) que en las Eng*/- (20 = 2%) (Figura 30).
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Figura 30. Analisis del ciclo celular de las CEAR Eng** y Eng‘'- mediante
citometria de flujo. Medio de cultivo: DMEM/HAMF12 1:1, SBF 10%. Las
células se tineron con yoduro de propidio. Izquierda. Histogramas resultantes

de la adquisicién de las células en el citbmetro. m: células apéptoticas. m:

células en fase GO/G1l. m: células en fase S. m: células en fase G2/M.
Derecha. Los datos, obtenidos en cuatro experimentos diferentes, se expresan
como la media * EEM (n=7 placas de cultivo). Diferencias estadisticas
significativas segun el test t de Student: *p<0.05 vs CEAR Eng*/*.

A la vista de todos estos datos podemos afirmar que la
haploinsuficiencia de endoglina produce un descenso en la proliferacion de
las CEAR. En concordancia con esta afirmacion, otros autores han
demostrado que la expresion de endoglina en HUVEC es mayor en células
en proliferacion que en células quiescentes (Burrows y cols., 1995). Li y
cols. (2000), utilizando un oligonucleétido antisentido demostraron que la
endoglina antagoniza el efecto inhibitorio que el TGF-B1 tiene sobre la
proliferacion, la migracion y la formacion de tubos en las HUVEC. Se ha
descrito también que existe una correlacion entre los niveles de endoglina y
algunos marcadores de proliferacion celular (ciclina A y Ki-67) en el
endotelio tumoral (Miller y cols., 1999). Ademas, se ha detectado una fuerte

intensidad de tincion para endoglina en células endoteliales vasculares de
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tejidos en los que se esta produciendo angiogénesis (tejidos en regeneracion,
inflamados o tumorales) en comparacion con la tinciéon encontrada en las
células endoteliales vasculares de tejidos sanos (Miller y cols., 1999; Wang y
cols., 1994; Bodey y cols., 1998; Torsney y cols., 2002). Por ultimo, Lebrin y
cols. (2004) demuestran con sus experimentos que la endoglina aumenta la
proliferacion endotelial promoviendo la senalizacion de TGF- a través del
receptor ALK-1. Estas evidencias indican que los niveles de endoglina

regulan la proliferacion endotelial.

Es probable que la proliferacion mas lenta de las CEAR
haploinsuficientes tenga su origen en una menor produccion de NO,
causado por la menor expresion de eNOS en estas células. La expresion
reducida de eNOS en las CEAR Eng*/- respecto a las CEAR Eng** se
demuestra en este trabajo (Figura 28). Los estudios realizados por Ziche y
cols. (1994) en los que afirman que los donadores de NO, como el
nitroprusiato, promueven la proliferacién y migraciéon de las células
endoteliales, mientras que los inhibidores de eNOS inhiben estas
respuestas, apoyan esta teoria. Mas recientemente se ha demostrado la
implicacion de la metaloproteinasa 13 en la activacion de la migracion de

las células endoteliales que produce el NO (Lopez Rivera y cols., en prensa).

Por otra parte, sabemos que son numerosas las senales que llegan a
las células endoteliales después de la isquemia, algunas de las cuales
inducen proliferacion (VEGF, bFGF) y otras inducen retencion del
crecimiento y apoptosis (hipoxia, TGF-B1). Ademas, se ha demostrado que
las células que sobreexpresan endoglina son mas resistentes a los efectos
apoptoticos producidos por la isquemia y el TGF-B1 (Li y cols., 2003). Por
tanto, la diferencia en la proliferacion entre las CEAR Eng*/*y Eng*/- podria
deberse, al menos en parte, a la diferente respuesta ante los estimulos
apoptoticos de unas y otras. Ademas algunos estudios han demostrado que
el NO actiia como un factor de supervivencia de las células endoteliales que
puede ser necesario para prevenir la apoptosis de dichas células durante la

fase inicial de la angiogénesis (Tzeng y cols., 1997; Dimmeler y cols., 1997).
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13. Efecto de la haploinsuficiencia de endoglina en

la migracion de las CEAR

Estudiamos el efecto de la haploinsuficiencia de endoglina en la
migracion de las CEAR mediante dos técnicas distintas. En primer lugar
analizamos la capacidad de migracion de las CEAR a través de membranas
de polietileno tereftalato. Los insertos con este tipo de membrana (poros de
8 pm de diametro) son especificos para estudios de migracion celular.
Sembramos las CEAR en los insertos y las permitimos migrar a través de
estas membranas durante dieciséis horas, desde el medio en el que se
encontraban (SBF 2%) hacia un medio mas rico en suero (SBF 10%) que
nos sirvio como quimioatrayente (Figura 31). Al cuantificar el nimero de
células que habian atravesado la membrana mediante la tincion nuclear
con cristal violeta, comprobamos que el niumero de CEAR Eng*/- que habian

migrado era un 33.4% menor que el naumero de Eng*/* (Figura 31).
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Figura 31. Migracion de las CEAR Eng*/* y Eng* hacia un medio mas
rico en suero. Tal como se observa en el dibujo, se sembraron 100000 CEAR en el
inserto con DMEM/HAMF12 1:1, SBF 2% y se incubaron durante dieciséis horas,
permitiendo la migraciéon hacia el pocillo que contenia DMEM/HAMF12 1:1, SBF
10%. Tras ese tiempo, los ntcleos de las células que habian migrado (parte inferior
de la membrana) se tiferon con cristal violeta. La absorbancia se midi6
espectrofotométricamente. Los datos, obtenidos en cinco experimentos diferentes,
se expresan como la media * EEM (n=12 insertos). Diferencias estadisticas
significativas segun el test t de Student: *p<0.05 vs CEAR Eng*/*.
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La segunda técnica utilizada para el estudio de la migracion consiste
en realizar “heridas” (levantar y retirar las células) en la monocapa de
células confluentes y estudiar la migracion celular hacia la zona danada.
Para realizar estos experimentos, depleccionamos las células con SBF 2%
para evitar que proliferaran y Unicamente migraran desde las zonas
adyacentes hacia los espacios danados. Previamente comprobamos que con
esta concentracion de suero practicamente no habia proliferacion celular y
que el cultivo primario de CEAR no resultaba danado. Las CEAR Eng*/*
migraron visiblemente mas hacia las zonas danadas que las Eng*/-, como se
aprecia en la Figura 32. A las veinticuatro horas de realizar las “heridas”,
obtuvimos una diferencia significativa entre la distancia migrada por las
CEAR Eng*+ (38.2 + 5.1% respecto a la “herida” inicial) y la distancia
migrada por las CEAR Eng*/- (21.9 £ 4.1%) (Figura 32).

A los experimentos de migracion expuestos podemos anadir el hecho
de que las CEAR Eng*/- presentaron una menor capacidad de organizarse en
tubos cuando las sembramos en Matrigel en comparaciéon con las CEAR
Eng*/* (Figura 20). En este proceso de formacion de estructuras organizadas
similares a capilares caracteristico de las células endoteliales es sumamente

importante la capacidad de migracién.

Estos experimentos in vitro demuestran que la haploinsuficiencia de

endoglina disminuye la capacidad de migracion de las CEAR.
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Figura 32. Migracion de las CEAR Eng*/* y Eng* hacia zonas
sin células de la monocapa. Las células se depleccionaron con
DMEM/HAMF12 1:1, SBF 2%. A las dieciséis horas se realizaron
las “heridas” en la monocapa con una punta de pipeta y
veinticuatro horas después se cuantific6 la migraciéon celular.
Iméagenes tomadas al microscopio 6ptico de contraste de fases (x
40 aumentos). La grafica representa la cuantificacion de la
distancia migrada (diferencia entre la distancia inicial sin células
y la distancia a las veinticuatro horas). El resultado se corrigi6
por la distancia inicial. Los datos, obtenidos en dos experimentos
diferentes, se expresan como la media * EEM (n=12). Diferencias

estadisticas significativas segun el test t de Student: *p<0.05 vs
CEAR Eng*/*.
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Varias lineas de investigacion han puesto de manifiesto el papel de la
endoglina en la modulacion de la migracion celular in vivo e in vitro.
Algunos autores han demostrado un aumento en la expresion de endoglina
en células de musculo liso vascular en respuesta a un dano. Estos autores
sugieren que, en estas células, la endoglina es la molécula responsable de
la inhibicién de la migraciéon celular que produce el TGF-B (Conley y cols.,
2000; Ma y cols., 2000). Otros estudios han demostrado que la
sobreexpresion de endoglina en algunos tipos celulares, como los
fibroblastos (Guerrero-Esteo y cols., 1999) y las células prostaticas (Liu y
cols., 2002), inhibe la migracion celular. Incluso se ha descrito un
mecanismo para explicar el control que tiene la endoglina sobre la
migracion celular, basado en la interaccion de endoglina con las adhesiones

focales (Conley y cols., 2004)

Sin embargo, esta es la primera vez que se demuestra que en cultivos
primarios de células endoteliales la haploinsuficiencia de endoglina
disminuye la migracion celular. Se ha propuesto un modelo para células
endoteliales segtin el cual el aumento de la expresion de endoglina decanta
la senalizacion de TGF-f a través del receptor ALK-1. Esta via de
senalizacion promueve la proliferacion y la migracion de las células
endoteliales (Goumans y cols., 2002; Lebrin y cols., 2004; Lebrin y cols.,
2005; Blanco y cols., 2005).

14. Efecto de la haploinsuficiencia de endoglina en

la acumulacion de matriz extracelular en las CEAR

Durante la formacion de nuevos vasos, son continuos los procesos de
degradacion y de deposicion de matriz extracelular. En la fase de iniciacién,
las células endoteliales de los vasos preexistentes producen
metaloproteinasas matriciales que degradan la membrana basal que las
rodea. Las metaloproteinasas también son necesarias en la degradacion de
la matriz extracelular que se encuentra delante del nuevo vaso, facilitando
asi su penetracion y acomodacion. Por ultimo, en la fase de resolucion la

membrana basal debe ser reconstituida (Kalluri y cols., 2003).
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Algunos estudios in vitro han demostrado como la expresion de
endoglina regula la acumulacion de algunos componentes de la matriz
extracelular en varios tipos celulares (Lastres y cols., 1996; Letamendia y
cols., 1998 b; Guerrero-Esteo y cols., 1999; Diez-Marques y cols., 2002;
Obreo y cols., 2004). Todos estos estudios se han realizado en lineas

celulares transfectadas con endoglina.

Para comprobar si la haploinsuficiencia de endoglina alteraba la
deposicion de matriz extracelular en las CEAR, hicimos estudios de

expresion de fibronectina y colageno.

Los niveles de fibronectina, determinados por Western blot, fueron
aproximadamente un 20% mayores en las CEAR Eng*/- que en las Eng*/*
(Figura 33). Aunque las diferencias no son estadisticamente significativas,
en todos los experimentos encontramos niveles mas altos de fibronectina en

las CEAR Eng*/- que en las Eng*/*.
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Figura 33. Expresion de fibronectina en lisados de CEAR Eng‘'/* y Eng*/.
Medio de cultivoo DMEM/HAMF12 1:1, SBF 10%. La determinacion se
realiz6 mediante Western blot utilizando un AcP de conejo anti-fibronectina
de raton. Los datos, obtenidos en cuatro experimentos diferentes, se
expresan como la media + EEM (n=5).

La acumulacion de colageno se determiné por la técnica de
incorporacion de [3H]-prolina, la cual fue aproximadamente dos veces mas
alta en las CEAR Eng*/- que en las Eng*/*. Cuando estimulamos las células
con TGF-B1, la acumulacion de colageno aumenté considerablemente en las

Eng*/* con respecto al nivel basal (1.8 veces aproximadamente), pero en las
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Eng*/- la acumulacion de colageno aumento en menor medida (alrededor de
1.6 veces). Por otra parte, comprobamos que la acumulacion basal no se
debe al efecto del TGF-B1 liberado por las células, pues al tratarlas con un
anticuerpo neutralizante de TGF-B1, los niveles de colageno no variaron

respecto a los niveles basales, tanto en las CEAR Eng*/* como en las CEAR

Eng*/- (Figura 34).

la acumulacién de colageno en las CEAR. El tratamiento con TGF-B1,

estimula dicha acumulacion, pero lo hace en mayor medida en las CEAR
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Figura 34. Incorporacion de [3H]-prolina a proteinas colagenas
en el medio de cultivo de las CEAR Eng*/*y Eng*-. Las células se
depleccionaron con DMEM, SBF 2% durante dieciséis horas.
Después se incubaron veinticuatro horas con DMEM, SBF 2%, que
contenia [®H]-prolina (2 pCi/pocillo) y TGF-f1 (1 ng/mlL) o el
anticuerpo anti-TGF-B1 (500 ng/ml). Tras veinticuatro horas se
recogio el medio de cultivo y se determiné su radiactividad en un
contador de particulas p. Los datos, obtenidos en cuatro
experimentos diferentes, se expresan como la media £+ EEM (n=10
pocillos al menos). Diferencias estadisticas significativas segin el
test de Kruskal-Wallis: *z>1.96 vs Eng*/* sin tratamiento; #z>1.96
vs Eng*/* tratadas con TGF-f1; &2>1.96 vs Eng™/* tratadas con anti-
TGF-B1; #z>1.96 vs Eng"- sin tratamiento; $§z>1.96 vs Eng"-
tratadas con TGF-$1.

Por tanto, la haploinsuficiencia de endoglina produce un aumento en

Eng*/* que en las Eng*/-.

162



Resultados y discusion

Mediante Western blot estudiamos la expresion del factor de
crecimiento del tejido conectivo (CTGF) en las CEAR Eng*/* y Eng*/-. El
CTGF es una citoquina que esta involucrada en la deposicion de matriz
extracelular mediada por TGF-f (Mori y cols., 1999). Ademas se ha
demostrado que VEGFi65 puede formar un complejo con CTGF, el cual

suprime la actividad angiogénica de VEGF 65 (Inoki y cols., 2002).

La expresion de CTGF en las CEAR Eng*/- fue cinco veces mayor a la
expresion en las CEAR Eng*/* (Figura 35). La endoglina parece regular la
produccion de CTGF en las células endoteliales, ya que las células
haploinsuficientes tienen unos niveles de la citoquina mucho mas altos a

los encontrados en las células control.
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Figura 35. Expresion de CTGF en lisados de CEAR Eng**y Eng*-. Medio
de cultivo: DMEM/HAMF12 1:1, SBF 10%. La determinacion se realizo
mediante Western blot utilizando un AcP de cabra anti-CTGF. Se us6 como
control interno de carga la expresion de a-tubulina. Los datos, obtenidos en
dos experimentos diferentes, se expresan como la media * EEM (n=4).
Diferencias estadisticas significativas segun el test t de Student: *p<0.05 vs
CEAR Eng*/*.

En base a los resultados anteriores, podemos afirmar que la
endoglina juega un papel importante en la regulacion de la acumulaciéon de
la matriz extracelular en las CEAR. Este hecho ya ha sido demostrado en
otros tipos celulares. Lastres y cols. (1996) demostraron que la transfeccion
con endoglina en una linea celular de monocitos producia inhibicion de la
sintesis de fibronectina inducida por TGF-Bf1. Obreo y cols. (2004)

realizaron en nuestro laboratorio un estudio del papel de endoglina en la
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regulacion de la produccion de matriz extracelular y en la expresion de
CTGF, en mioblastos de rata mock (no expresan endoglina) y transfectados
con endoglina. Estos experimentos demuestran que la endoglina regula
negativamente la sintesis de colageno y la expresion de CTGF, tanto en
condiciones basales como bajo la estimulacion por TGF-B1. Los resultados
obtenidos en las CEAR control y haploinsuficientes de endoglina estan en

concordancia con estas observaciones.

El exceso de acumulacién de matriz extracelular que presentan las
CEAR Eng*/- podria interferir en las primeras fases de la angiogénesis,
cuando se precisa la degradacion de la matriz para facilitar la acomodacion

de los nuevos vasos (Kalluri y cols., 2003).

15. Efecto de la haploinsuficiencia de endoglina en

la liberacion de VEGF endogeno en las CEAR

El VEGF es probablemente el factor de crecimiento mas critico en la
proliferacion endotelial y la angiogénesis fisiologica, tanto durante el

desarrollo como en la vida post-natal (Ferrara y cols., 2003).

Con el fin de estudiar si la haploinsuficiencia de endoglina alteraba
los procesos de sintesis y/o liberacion de VEGF, analizamos mediante
ELISA los niveles de VEGF liberados al medio de cultivo de las CEAR. En
ausencia de estimulos exdgenos, los niveles de VEGF en el medio fueron
muy superiores en las CEAR Eng*/* (33.94 + 0.97 pg/ug de ADN) que en las
Eng*/- (7.05 + 0.37 pg/ug de ADN). Cuando las células se estimularon con
TGF-B1 los niveles de VEGF aumentaron considerablemente tanto en las
CEAR Eng*/+ (74.54 £ 2.95 pg/ug de ADN) como en las Eng*/- (30.77 = 0.84
pg/ug de ADN). No obstante, hay que senalar que este aumento es
proporcionalmente mayor en el caso de las células haploinsuficientes. En
un experimento paralelo tratamos las células con un anticuerpo
neutralizante del TGF-B1, para comprobar que las diferencias en los niveles
basales de VEGF no se debian a una diferencia en los niveles de TGF-p.

Eliminamos esta posibilidad al comprobar que el bloqueo de TGF-B1 no
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vario la produccion de VEGF ni en las CEAR Eng*/* (33.73 = 2.77 pg/ug de
ADN) ni en las Eng*/- (7.39 £ 0.62 pg/ug de ADN) (Figura 36).

#1

pg VEGF/ ug ADN

TGF-p1 - + - - + -
Anti-TGF-p1 - -+ - - +

Figura 36. Secrecion de VEGF al medio de cultivo de las CEAR
Eng*/+* y Eng*. Las células se depleccionaron dieciséis horas con
DMEM-HAMF12, SBF 2%. A continuacion se trataron con TGF-f1 (1
ng/mlL) o el anticuerpo anti-TGF-1 (500 ng/mL). Se recogi6 el medio
de cultivo y la cantidad de VEGF se determiné mediante ELISA. Los
datos, obtenidos en dos experimentos diferentes, se expresan como la
media + EEM (n=6 pocillos para el basal y el tratamiento con TGF-1
y n=3 pocillos para el tratamiento con anti-TGF-B1). Diferencias
estadisticas significativas segun el test de Sheffe: *p<0.05 vs Eng*/*
sin tratamiento; #p<0.05 vs Eng*/* tratadas con TGF-B1; &p<0.05 vs
Eng*/* tratadas con anti-TGF-B1; #p<0.05 vs Eng*/- sin tratamiento; §
p<0.05 vs Eng*/- tratadas con TGF-B1.

Algunos experimentos in vitro han demostrado que el VEGF estimula
la degradacion de matriz extracelular, la proliferacion, la migracion y la
formacion de tubos a partir de células endoteliales (Liekens y cols., 2001).
Entonces, las diferencias encontradas entre las CEAR Eng*+*y Eng*/- en la
proliferacion, migracion, produccion de matriz extracelular y formacion de
tubos en Matrigel, podrian ser debidas a las diferencias en la producciéon

endégena de VEGF en los dos tipos de cultivos primarios.

Ademas se sabe que el NO modula la liberacion de muchas citoquinas

reguladoras de procesos inflamatorios y angiogénicos, entre ellas el VEGF
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(Kofler y cols., 2004; Wang y cols., 2004). En este sentido, Namba y cols.
(2003) han demostrado con un modelo de isquemia de la pata trasera en
rata, que la estimulacion de la angiogénesis producida por el NO puede ser
debida a la regulacion de la expresion de VEGF local. También se ha
demostrado que, en las células endoteliales, los efectos mitogénicos de
VEGF estan mediados por el NO (Morbidelli y cols., 1996; Ziche y cols.,
1997). Por tanto, las diferencias encontradas en la liberacion de VEGF entre
las CEAR Eng*/*y Eng*- podrian deberse, al menos en parte, a la diferente
expresion de eNOS en unas y otras. Serian necesarios nuevos experimentos

para confirmar esta hipotesis.
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16. Resumen de los estudios de angiogénesis in

vivo e in vitro

Como demuestran nuestros resultados, los animales
haploinsuficientes en endoglina sufren un retraso en el proceso de
neovascularizacion post-isquémica. Este es el primer estudio que demuestra
el papel de la endoglina en la angiogénesis del individuo adulto, pues hasta
ahora solo se habia reconocido el papel de esta proteina en la angiogénesis

fetal.

Esta deficiencia en la angiogénesis no parece tener su origen en los
principales factores de crecimiento angiogénico, pues no apreciamos
grandes diferencias en la expresion de estos factores (VEGF, COX-2, TGF-$1)

entre los animales control y los haploinsuficientes tras la isquemia.

También hemos demostrado que la inhibicion de la sintesis de NO,
reduce la angiogénesis post-isquémica en los animales Eng*/*, y también en
los Eng*- aunque en menor medida. Estos datos sugieren que la menor
angiogénesis que presentan los animales Eng*/- podria tener su origen en
una menor expresion de NO en estos animales. Ademas hemos comprobado
que la expresion de eNOS en los tejidos normales, tejidos isquémicos, y

células endoteliales, es menor en los animales Eng*/-que en los Eng*/+.

Las células endoteliales procedentes de la aorta de los ratones
haploinsuficientes presentan una menor tasa de proliferacién y migracion y
una mayor acumulacion de componentes de la matriz extracelular que las
extraidas de los animales control. Este hecho demuestra la importancia de
endoglina en los procesos de proliferacion, migracion y produccién de matriz
extracelular en las células endoteliales. Estas propiedades biologicas del

endotelio son fundamentales durante la angiogénesis.

Las CEAR Eng** liberan al medio de cultivo una cantidad mas de
cuatro veces superior de VEGF que las Eng*/-. Las diferencias halladas en la
proliferacion, migracion y acumulacion de matriz en estas células podrian
deberse a las diferencias en la liberacion de VEGF, pues se ha demostrado
que este factor de crecimiento modula dichas propiedades en las células

endoteliales. En este proceso también podria estar involucrado el NO.
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Nosotros hemos demostrado que las CEAR Eng*/- expresan menos eNOS que
las Eng*/*y sabemos que existe una interrelacion entre NO y VEGF. Por una
parte se ha demostrado que el NO modula la liberaciéon de VEGF y por otra

se sabe que los efectos mitogénicos de VEGF estan mediados por NO.

En base a los resultados anteriores, la deficiencia en la angiogénesis
post-isquémica que encontramos en los animales Eng*/-, podria explicarse
por la menor proliferacion y migracion que presentan las CEAR Eng*/- en
comparacion con las Eng*/*. La produccion excesiva de matriz extracelular
en las CEAR Eng*- también podria interferir en el proceso de angiogénesis

de estos animales.
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17. Cicatrizacion de heridas cutaneas en ratones
Eng**y Eng*

El segundo gran objetivo de este trabajo fue el estudio de la
implicacion de endoglina en la cicatrizacion de heridas. Como la
angiogénesis es fundamental en los procesos de reparacion (Folkman y
Shing, 1992), pensamos que la endoglina también podria estar implicada en
ellos. Ademas, en la cicatrizacion es fundamental la produccion de matriz
extracelular, proceso del que endoglina es un potente regulador (Lastres y
cols., 1996; Letamendia y cols., 1998 b; Guerrero-Esteo y cols., 1999; Diez-
Marques y cols., 2002; Obreo y cols., 2004).

Para analizar la implicacion de endoglina en los procesos de
cicatrizacion utilizamos un modelo de induccion de heridas cutaneas en los

animales, con el que evaluamos el tiempo en que se cierran las heridas.

Observamos un retraso en la cicatrizacion de las heridas en los
animales Eng*- con respecto a los animales Eng*/* Este retraso es
significativo en los dias segundo y cuarto después de hacer las heridas. Por
ejemplo, en el dia segundo, las heridas realizadas en la piel de los animales
Eng*+ se habian cerrado un 33 * 2% respecto a la herida inicial, mientras
que las heridas de los Eng*/- solamente se habian cerrado un 20 = 2%.
Estas diferencias se fueron reduciendo con el tiempo. Al final, el tiempo que
tardaron las heridas en cerrarse totalmente fue el mismo en los dos tipos de

animales (alrededor de doce dias) (Figura 37).
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Figura 37. Evolucion de la cicatrizacion de las heridas cutaneas
en los animales Eng*/* y Eng*. El area de cada herida se calcul6
como porcentaje de la herida inicial. Los datos se expresan como la
media + EEM (n=10 animales, 20 heridas). Diferencias estadisticas
significativas segun el test t de Student: *p<0.05 vs animales Eng*/*
en el mismo tiempo.

Al igual que ocurria con el modelo de reperfusion post-isquémica,
este experimento demuestra la importancia que tienen los niveles de

endoglina en los procesos de reparacion.

Torsney y cols. (2002) demostraron que la expresion de endoglina
aumenta en las células endoteliales durante la cicatrizacion de heridas,
probablemente en parte por el aumento de TGF-B1. Anteriormente ya se
habia estudiado la expresion de endoglina en la piel bajo una condicion
patologica: la expresion de endoglina fue mayor en la piel afectada por

psoriasis que la expresion en la piel sana (Rulo y cols. 1995).

El retraso en la cicatrizacion encontrado en los animales
haploinsuficientes puede ser en parte debido a la deficiente angiogénesis
(deficiente proliferaciéon y migraciéon y exceso de acumulacion de matriz
extracelular por parte de las células endoteliales) que presentan los
animales Eng*/-, en comparacion con sus hermanos de camada Eng*/*, como
hemos demostrado anteriormente. La proliferaciéon y migracion deficiente de

las células endoteliales podria retrasar la angiogénesis, fundamental en los
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procesos de cicatrizacion. Algunos autores han demostrado que la
cicatrizacion de heridas se acelera con la estimulacion de la migracion de

las células endoteliales y la angiogénesis (Malinda y cols., 1998).

Por otra parte, se ha sugerido que la endoglina puede jugar un papel
importante en la transmigracion de leucocitos, puesto que se han
encontrado niveles altos de la proteina en células endoteliales que llevan
asociado un infiltrado inflamatorio, como ocurre en los tejidos inflamados
(Torsney y cols., 2002). En nuestro modelo, la haploinsuficiencia de
endoglina podria retrasar el proceso de cicatrizacion, pues la falta de unos
niveles adecuados de la proteina puede desfavorecer el proceso de infiltrado
de células inflamatorias en el area lesionada. Las células inflamatorias,
neutrofilos y macréfagos principalmente, son fundamentales en la primera
fase de la cicatrizacion, no so6lo porque limpian la herida de gérmenes y
cuerpos extranos, sino también porque producen las citoquinas
inflamatorias necesarias en las fases posteriores de la cicatrizacion (Hubner

y cols., 1996; Singer y Clark, 1999; Martin, 1997).

18. Cicatrizacion de heridas cutaneas en ratones

Eng**y Eng*/- tratados con L-NAME

Nuestro siguiente objetivo fue el estudio de la cicatrizacion de heridas
en animales previamente tratados con L-NAME, para comprobar si la
deficiencia en los niveles de eNOS que presentan los animales Eng*/-, es
también determinante en el retraso en la cicatrizacion encontrado en estos
animales, como ocurria con la reperfusion post-isquémica. La efectividad de
la inhibicion de la sintesis de NO con L-NAME se demuestra por el descenso
en los niveles de nitritos en plasma que presentan los animales tratados

(Figura 13).

Cuando tratamos los animales con L-NAME, inhibiendo asi la
produccion de NO, observamos que las curvas de cicatrizacion de heridas
en los animales Eng*/*y Eng'/- se solapan (Figuras 38 y 39). La evolucion

del cierre de las heridas tanto en los animales Eng*+* como en los Eng®/-

171



Resultados y discusion

tratados con L-NAME es similar a la de los animales Eng** sin tratar

(Figura 39).
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Figura 38. Evolucion de la cicatrizacion de las heridas cutaneas
en los animales Eng*/* y Eng*/ tratados con L-NAME (10
mg/Kg/dia) en el agua de bebida. El area de cada herida se calculd
como porcentaje de la herida inicial. Los datos se expresan como la
media * EEM (n=6 animales, 12 heridas).
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Figura 39. Evolucion de
la cicatrizacion de las
heridas cutaneas en los
animales Eng** y Eng*
tratados y no tratados
con L-NAME (10
mg/Kg/dia) en el agua
de bebida. El area de
cada herida se calculd
como porcentaje de la
herida inicial. Los datos
se expresan como la
media * EEM (n=10
animales no tratados, 20
heridas; n=6 animales
tratados, 12 heridas).
Diferencias estadisticas
significativas seguin el test
de  Bonferroni: curva
Eng*- vs curva Eng"*,
curva Eng*- con L-NAME
vs curva Eng*/-, p<0.05.
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Segun este resultado, el papel del NO en el proceso de cicatrizacion
no esta muy claro, pues al inhibir su produccion con L-NAME en los
animales control (Eng*/*), la curva de cicatrizacion no varia
significativamente respeto a la de los animales sin tratar. El hecho de que la
cicatrizacion de los animales Eng*/- tratados con L-NAME sea mas rapida
que la cicatrizacion en los animales Eng*/- sin tratar hace pensar que el
retraso en la cicatrizacion que presentan estos animales respecto a los
control sea por un exceso en la produccion de NO en las heridas, y que se
subsanaria con la administracion de L-NAME. Sin embargo esta hipotesis no
encaja a priori con los resultados obtenidos hasta ahora, en los que se
demuestra que tanto en los tejidos de los animales haploinsuficientes, como
en las células endoteliales obtenidas de estos animales, los niveles de eNOS

son mas bajos que los niveles de los animales control.

Existen bastantes estudios sobre el papel del NO en los procesos de
cicatrizacion. Se han encontrado altas concentraciones de los metabolitos de
la degradacion del NO (nitritos y nitratos) en heridas (Albina y cols., 1990).
Ademas, la administracion sistémica de L-arginina, un sustrato de la
sintesis de NO, tiene un efecto beneficioso en la cicatrizacion (Barbul y cols.,
1990; Kirk y cols., 1993). La aplicacion topica de donadores de NO acelera el
cierre de las heridas practicadas en la piel de ratas (Shabani y cols., 1996),
mientras que los inhibidores de NOS administrados de forma sistémica
(Schaffer y cols., 1996) o topica (Bulgrin y cols., 1995) retrasan la
cicatrizacion. En ratones knockout para iNOS el cierre de las heridas se
retrasa un 31% respecto al cierre en los animales control. Ademas el retraso
se revierte cuando se realiza una transfeccion con iNOS humana (Yamasaki
y cols., 1998). Algo parecido ocurre con los ratones knockout para eNOS, en
los cuales el cierre de las heridas es mas lento y la fuerza tensil de la herida
cicatrizada es menor que en los animales control (Lee y cols., 1999). En
resumen, el NO producido por iNOS y eNOS tiene una funcién importante
en el proceso de cicatrizacion, desde la fase inflamatoria hasta el remodelado
de la cicatriz. E1 NO actia como quimiotactico y vasodilatador durante las
fases tempranas de la reparacion, regula la proliferacion y la diferenciacion
de muchos tipos celulares, modula la deposicion de colageno y la

angiogénesis y afecta también a la contraccion de la herida. Se ha sugerido
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que todas estas acciones se producen por la capacidad que tiene el NO de
modular diversas citoquinas involucradas en la cicatrizacion, como VEGF,

TGF-B1 y MCP-1 (Schwentker y cols., 2002).

A la vista de todos estos datos de la literatura, parece claro el efecto
beneficioso del NO en la curaciéon de las heridas. Sin embargo, en nuestro
modelo no apreciamos que la cicatrizacion se vea retrasada con la inhibicion
de la NOS. Es posible que la administracion de L-NAME seguin nuestro
método no inhiba totalmente la sintesis de NO. En este caso, el NO en la
herida podria ser suficiente para que la cicatrizacion no se viera afectada.
Hay autores que aseguran que la inhibicion de la sintesis de NO con L-

NAME no es total (Cohen y cols., 1997).

En el caso de los ratones haploinsuficientes, la administracion de L-
NAME acelera la cicatrizacion de las heridas. Esto podria explicarse porque
existiera un exceso de NO en la herida. No tenemos conocimiento de ningiin
trabajo que exponga que un exceso de NO pueda perjudicar la cicatrizacion.
Sin embargo hay estudios que demuestran que la cantidad excesiva de NO,
al mismo tiempo que un aumento en la producciéon de i6n superoéxido,
puede generar un acumulo de peroxinitritos, la nitracién de proteinas como
la tirosina y la produccion de radicales hidroxilo, con el consecuente dano

tisular (Beckman y Koppenol, 1996; Cho, 2001).

No debemos tampoco olvidar que la haploinsuficiencia de endoglina
podria estar afectando a la expresion o represion de otros genes que aqui no

estamos considerando.

Con el fin de estudiar este fendmeno a nivel celular, nos planteamos
el analisis de la funcion de los fibroblastos de piel de animales

haploinsuficientes.
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19. Cultivo de fibroblastos de piel de ratones Eng**
y Eng*/-

Los fibroblastos son células fundamentales en los procesos de
reparacion por su capacidad de sintesis de componentes de la matriz
extracelular que sustituyen en la herida a la red inicial de fibrina (Singer y
Clark, 1999; Martin, 1997; Wang y cols., 2004). Por este motivo pensamos
que en el retraso en la cicatrizacion observado en los animales deficientes
de endoglina, también podian estar involucradas alteraciones en la funciéon
de los fibroblastos de la piel. La haploinsuficiencia de endoglina podria
modificar algunas caracteristicas biologicas de estas células (migracion,
proliferacion, produccion de matriz extracelular) esenciales para el proceso
de cicatrizacion. La modificacion de las caracteristicas biologicas
producidas por una mayor o menor expresion de endoglina ha sido
demostrada en algunas lineas celulares (Guerrero-Esteo y cols., 1999;
Lastres y cols., 1996; Obreo y cols., 2004). Ademas, nosotros (en este
trabajo) y otros investigadores (Lebrin y cols., 2004) hemos demostrado que
la haploinsuficiencia de endoglina modifica las caracteristicas biologicas de

las células endoteliales en cultivo primario.

Con el fin de evaluar si la haploinsuficiencia de endoglina modificaba
las propiedades biologicas de los fibroblastos de piel relacionadas con la
cicatrizacion, nos propusimos generar un cultivo primario de fibroblastos a
partir de la dermis de los animales Eng*/* y Eng*/-. Obtuvimos con éxito
estos cultivos siguiendo un protocolo descrito previamente (Bradshaw y
cols., 1999). Antes de su utilizacion, las células se levantaron con tripsina y
se resembraron cuatro veces. De esta manera eliminamos los posibles
queratinocitos residuales, que pueden contaminar el cultivo. Las
monocapas de fibroblastos de piel de raton (FPR) presentaban una
morfologia fusiforme caracteristica de los fibroblastos en cultivo. Por otra
parte, no encontramos diferencias aparentes al microscopio optico ni en el

tamano ni en la morfologia entre los FPR Eng*/*y los Eng* (Figura 40).
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Figura 40. Cultivos de FPR Eng*/* (A) y Eng* (B) en pase 4. Medio de cultivo:
DMEM, SBF 10%. Imagenes tomadas al microscopio 6ptico de contraste de fases
(x 40 aumentos).

Los miofibroblastos son una forma diferenciada de fibroblastos con
mayor capacidad sintética y capaces de migrar a través de las heridas.
Probablemente sea el aumento de TGF-f1 en la herida el que provoca esta
diferenciacion morfolégica y funcional de los fibroblastos (Vaughan y cols.,
2000). Como los miofibroblastos expresan actina de musculo liso vascular
(Vaughan y cols., 2000), analizamos mediante inmunofluorescencia si los
FPR aislados expresaban esta proteina. Practicamente el 100% de los FPR
analizados tanto procedentes de animales Eng*”* como de Eng'/,

presentaban fibras de actina de musculo liso vascular (Figura 41).

Figura 41. Expresion de
actina de miusculo liso
vascular en el citoplasma
de 1los FPR. Medio de
cultivo: DMEM, SBF 10%.
La tincién se realiz6 por

inmunofluorescencia
indirecta utilizando un AcM
de ratén anti-actina de
musculo liso vascular, Clon
1A4. Los nucleos se tifieron
con Hoechst. Imagenes
tomadas al microscopio
optico de fluorescencia (x
400 aumentos).
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20. Expresion de endoglina en los FPR Eng** y
Eng*

Una vez obtenidos los cultivos de fibroblastos, nuestro primer
objetivo fue analizar si estas células expresaban endoglina y, en caso de que
asi fuera, comprobar la haploinsuficiencia de endoglina en los FPR Eng*/-.

Realizamos el analisis mediante Western blot.

Los FPR Eng*/- expresaban aproximadamente un 50% menos
endoglina que los Eng¥* (Figura 42). Este resultado confirmé la

haploinsuficiencia de endoglina en los FPR provenientes de animales Eng*/-.
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Figura 42. Expresion de endoglina en lisados de FPR Eng'* y Eng‘/.
Medio de cultivo: DMEM, SBF 10%. La determinacion se realizé mediante
Western blot utilizando el AcM anti-endoglina de raton MJ7/18. Se uso
como control interno de carga la expresion de o-tubulina. Los datos,
obtenidos en cinco experimentos diferentes, se expresan como la media +
EEM (n=5). Diferencias estadisticas significativas segin el test t de
Student: *p<0.01 vs FPR Eng*/*.

La expresion de endoglina en fibroblastos ya ha sido demostrada
previamente (St-Jacques y cols., 1994). Ademas, Torsney y cols. (2002), han
demostrado expresion de endoglina en miofibroblastos, la forma
diferenciada de fibroblastos capaz de migrar a través de las heridas. Es
probable que la expresion de endoglina sea importante para modular la
respuesta de los miofibroblastos y el endotelio al TGF-B1 exégeno, el cual es
liberado por plaquetas, macrofagos y leucocitos durante los procesos de

inflamacion y cicatrizacion (Assoian y cols., 1987; Grainger y cols., 2000).
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En otro trabajo, Leask y cols., (2002) estudiaron la expresion de endoglina
en fibroblastos dérmicos cultivados a partir de areas lesionadas de
pacientes con escleroderma, una enfermedad sistémica crénica
caracterizada por la produccion de fibrosis en la piel y en ciertos érganos
internos (Black, 1993). Estos autores demostraron un aumento de la
expresion de endoglina en los fibroblastos obtenidos de zonas danadas
respecto a los fibroblastos control. Ademas, la expresion de endoglina
aumentaba en los fibroblastos con la progresion de la enfermedad. Por
ultimo, Chen y cols. (2004) han demostrado en un estudio reciente

expresion de endoglina en un cultivo primario de fibroblastos cardiacos.

21. Expresion de eNOS en los FPR Eng*/* y Eng*

Una vez confirmada la haploinsuficiencia de endoglina en los
fibroblastos Eng*/-, decidimos comprobar si en este tipo celular también
existia la relacion eNOS-endoglina que hemos demostrado previamente
(Jerkic y cols., 2004). La expresion de NOS (eNOS e iNOS) en fibroblastos de
piel ya ha sido demostrada anteriormente (Wang y cols., 1996). Estos
autores sugieren que el NO producido por los fibroblastos de piel, junto al
producido por los macréfagos y otras células proinflamatorias, podria tener
importancia durante la fase inflamatoria de la cicatrizacion y posiblemente

también en las fases de proliferacion y remodelacion.

Cuando analizamos los niveles de eNOS en los lisados de
fibroblastos, encontramos que en los FPR haploinsuficientes en endoglina la
expresion era significativamente mayor (aproximadamente un 30%) que en

los FPR procedentes de animales Eng*/*.

Para profundizar en esta relacion, realizamos una transfeccion de los
FPR Eng*+* con endoglina humana y comprobamos céomo en estas células la
hiperexpresion de endoglina disminuia la expresion de eNOS respecto a los

fibroblastos transfectados con el vector vacio (Figura 44).
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Figura 43. Expresion de eNOS en lisados de FPR Eng** y Eng*. Medio de
cultivo: DMEM, SBF 10%. La determinacion se realizo6 mediante Western blot
utilizando un AcP de conejo anti-eNOS. Se us6 como control interno de carga la
expresion de a-tubulina. Los datos, obtenidos en tres experimentos diferentes,
se expresan como la media + EEM (n=3). Diferencias estadisticas significativas
segun el test t de Student: *p<0.01 vs FPR Eng*/*.
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Figura 44. Expresion de eNOS en lisados de FPR Eng*/* transfectados con
endoglina humana. Las células se transfectaron con endoglina humana o con el
vector vacio (pCHVS) mediante el reactivo de transfeccion jetPEI™. Medio de
cultivo: DMEM, SBF 10%. La determinacion se realizo mediante Western blot
utilizando el AcM anti-endoglina humana TEA 1/58-1 y un AcP de conejo anti-
eNOS. Se us6é como control interno de carga la expresion de a-tubulina. Los datos,
obtenidos en tres experimentos diferentes, se expresan como la media + EEM (n=5).
Diferencias estadisticas significativas segun el test t de Student: *p<0.05 vs FPR
Eng*/*. Vv: Transfeccion con el vector vacio. Eng: Transfeccién con endoglina
humana.
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El aumento en la expresion de eNOS en los FPR Eng*/- respecto a la
expresion en los Eng*/*, asi como la disminuciéon de la expresion de esta
enzima en los fibroblastos transfectados con endoglina humana respecto a
los controles, representa una situacion diametralmente opuesta a la
observada en las células endoteliales. Este hallazgo concuerda con la
hipotesis previamente expuesta en los estudios in vivo. Es posible que el
retraso en la cicatrizacion que presentan los animales Eng*/- sea debida a
un exceso en la produccion de NO en las heridas de estos animales. Este
exceso de NO puede estar causado por el aumento en los niveles de eNOS

en los fibroblastos, células mayoritarias en la herida.

Una vez obtenidos los fibroblastos de piel, confirmada la
haploinsuficiencia de endoglina en los cultivos Eng*- y demostrada la
relacion inversa que existe entre expresion de endoglina y expresion de
eNOS en estas células, nos propusimos estudiar su proliferacion, migracion
y produccion de matriz para ver si la haploinsuficiencia de endoglina regula
estas propiedades. La proliferacion, migracion, y produccion de colageno y
otros componentes de la matriz extracelular por parte de los fibroblastos

son fundamentales en la fase proliferativa de la cicatrizacion.

22. Efecto de la haploinsuficiencia de endoglina en

la proliferacion de los FPR

El efecto de la haploinsuficiencia de endoglina en la proliferacion
celular de los FPR se determiné mediante la técnica colorimétrica de tincion

de nucleos con cristal violeta.

Con esta técnica, determinamos el incremento en el ntimero de
células durante ocho dias. Obtuvimos curvas de proliferacion diferentes
para los FPR Eng** y los FPR Eng*/- Partiendo del mismo numero de
células, el namero de fibroblastos Eng*/* y Eng'/- era todavia similar a los
dos dias del estudio. Sin embargo, a partir de ese momento los FPR Eng*/-
proliferaron a mayor ritmo que los Eng*/*. La mayor diferencia en numero
de células la encontramos al octavo dia: 32358 + 873 FPR Eng*/*frente a los

39324 + 182 FPR Eng*/* (Figura 45).
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Ademas, realizamos un analisis del ciclo celular de los fibroblastos
mediante citometria de flujo. El nimero de células que se encontraban en
las fases S+G2M era ligeramente mayor en los FPR Eng*/- (46 = 0.4%) que

en los Eng** (43 = 0.9%), aunque la diferencia no fue estadisticamente

significativa
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Figura 45. Curvas de proliferacion de los FPR Eng'/*y
Eng*- . Medio de cultivo: DMEM, SBF 10%. Se sembraron
5000 FPR en cada pocillo y a las 24 horas (tiempo 0) y 2,
4, 6 y 8 dias los nucleos de las células se tiferon con
cristal violeta. La absorbancia se midi6
espectrofotométricamente y se comparé con una curva
absorbancia-n® de células previamente elaborada. El
experimento se repitio dos veces obteniéndose similares
resultados. Los datos se expresan como la media + EEM
(n=4 pocillos). Diferencias estadisticas significativas segin
el test de Bonferroni: *p<0.01 vs curva FPR Eng*/*.

A la vista de estos datos podemos afirmar que la haploinsuficiencia

de endoglina produce un aumento en la proliferacién de los FPR.

Rokhlin y cols. (1995) realizaron un estudio en células estromales
derivadas de meédula o6sea que concuerda con nuestros resultados de
proliferacion fibroblastica. En este estudio se demuestra que las células
estromales responden con un aumento en la proliferacion cuando se las

incuba con anticuerpos anti-endoglina.
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Hay que recordar en este punto que tanto en las MAEC como en
otras células endoteliales (Lebrin y cols., 2004) el efecto de endoglina en la
proliferacion es contrario a lo que ocurre con los fibroblastos de piel. Esta
diferencia en la respuesta celular podria deberse a un efecto célula-
dependiente de la expresion de endoglina o bien a que la expresion de
endoglina en las células endoteliales sea muy superior a la de los
fibroblastos, y como consecuencia de ello los efectos sobre la proliferacion
celular sean diferentes. También podria explicarse por el hecho de que los
FPR Eng*- expresan mas eNOS que los Eng*/*, pues se sabe que eNOS (u
NO) tiene un efecto beneficioso sobre la proliferacion celular (Ziche y cols.,

1994; Lopez-Rivera y cols., en prensa).

23. Efecto de la haploinsuficiencia de endoglina en

la migracion de los FPR

Estudiamos el efecto de la haploinsuficiencia de endoglina en la
migracion de los FPR mediante la técnica de reparacion de “heridas” en la
monocapa celular. Como ya hemos explicado anteriormente, esta técnica
consiste en levantar las células en determinadas zonas de las placas

confluentes y estudiar la migracion celular hacia las zonas danadas.

Figura 46. Migracion de los FPR
Eng** y Eng* hacia zonas sin
células de la monocapa. Medio

100 7 de cultivo DMEM, SBF 10%. Las
células se depleccionaron con

T w04 * DMEM, SBF 2%. A las dieciséis
o horas se realizaron las “heridas”
= en la monocapa con una punta de
= 60 1 pipeta. Veinticuatro horas
= después se analizé la migracion
S 40 celular. La grafica representa la
g cuantificacion de la distancia
2 migrada (diferencia entre la
a5 201 distancia inicial sin células y la
distancia a las veinticuatro

0 horas). Los datos, obtenidos en

dos experimentos diferentes, se
expresan como la media + EEM
(n=96). Diferencias estadisticas
significativas segin el test t de
Student: *p<0.01 vs FPR Eng*/*.

Eng +/+ Eng +/-
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Cuando cuantificamos la distancia migrada a las veinticuatro horas
de realizar las “heridas”, encontramos que los FPR Eng*/- habian ocupado
un 77 = 2% de la herida inicial, mientras que los Eng*/* solamente habian

ocupado el 64 + 2% (Figura 46).

Segun estos resultados, la haploinsuficiencia de endoglina aumenta

la capacidad de migracion de los FPR.

Otros grupos de investigacion han realizado estudios que implican a
endoglina en el control de la migraciéon celular en vasos danados y durante
el desarrollo embrionario (Conley y cols., 2000; Ma y cols., 2000; Liu y cols.,
2002). Estos estudios establecen una relacion entre la expresion de
endoglina y la inhibicion de la migracion celular en algunos tipos celulares
como las células de musculo liso vascular. Concretamente en una linea
celular de fibroblastos de raton transfectados con endoglina, Guerrero-
Esteo y cols. (1999), demostraron que la sobreexpresion de endoglina inhibe
la migracion celular. Estos datos concuerdan con nuestros experimentos de
migracion en FPR Eng*- y son opuestos a lo observado en las células
endoteliales Eng*/-, que presentan menor capacidad de migracion que las
Eng*/+. Esto demuestra que el efecto de la expresion de endoglina sobre
funciones biologicas como la proliferacion y la migracion puede ser

dependiente del tipo celular.

24. Efecto de la haploinsuficiencia de endoglina en

la acumulacion de matriz extracelular en los FPR

La producciéon por parte de los fibroblastos de componentes de la
matriz extracelular es fundamental en los procesos de reparacion. Por otra
parte, existen trabajos que demuestran la regulacion de la deposicion de
matriz extracelular por endoglina. Algunos de estos trabajos muestran como
la expresion de endoglina reduce la produccion de componentes de la

matriz en algunos tipos celulares (Lastres y cols. 1996; Obreo y cols., 2004).

Para estudiar como afecta la haploinsuficiencia de endoglina a la
sintesis de matriz por parte de los fibroblastos, decidimos analizar mediante

Western blot la produccion de fibronectina y colageno I.
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Figura 47. Expresion de fibronectina en lisados de FPR Eng** y Eng'.
Medio de cultivo: DMEM, SBF 10%. La determinacion se realizé6 mediante
Western blot utilizando un AcP de conejo anti-fibronectina de ratéon. Se usé
como control interno de carga la expresiéon de oa-tubulina. Los datos,
obtenidos en cuatro experimentos diferentes, se expresan como la media *
EEM (n=4). Diferencias estadisticas significativas segun el test ¢t de Student:
*p<0.01 vs FPR Eng*/*.
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Figura 48. Expresion de colageno I en lisados de FPR Eng'/* y Eng'.
Medio de cultivo: DMEM, SBF 10%. La determinacion se realiz6 mediante
Western blot utilizando un AcP de conejo anti-colageno I de raton. Se usé
como control interno de carga la expresién de o-tubulina. Los datos,
obtenidos en tres experimentos diferentes, se expresan como la media + EEM
(n=3).
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Los niveles de fibronectina fueron significativamente mayores
(aproximadamente un 18%) en los FPR Eng*/- que en los Eng*/* (Figura 47).
Sin embargo, los niveles de colageno I encontrados en los FPR Eng*/+ y

Eng*/-no fueron estadisticamente diferentes (Figura 48).

También en el caso de los FPR Eng*+* y Eng*- analizamos mediante
Western blot la expresion de CTGF, por la relevancia de esta citoquina en la

deposicion de matriz extracelular (Mori y cols., 1999).

A diferencia de lo que ocurre en el caso de las células endoteliales,
asi como con otros tipos celulares (Obreo y cols., 2004), no encontramos
diferencias en la expresion de CTGF entre los FPR haploinsuficientes en

endoglina y sus controles (Figura 49).
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Figura 49. Expresion de CTGF en lisados de FPR Eng*/*y Eng*-. Medio de
cultivo: DMEM, SBF 10%. La determinacion se realizé mediante Western blot
utilizando un AcP de cabra anti-CTGF. Se usé como control interno de carga
la expresion de a-tubulina. Los datos, obtenidos en cuatro experimentos
diferentes, se expresan como la media + EEM (n=4).

El CTGF no se expresa normalmente en los fibroblastos, pero si en
presencia de TGF-Bl. Grotendorst y cols. (2004) propusieron que las
respuestas Dbiologicas de los fibroblastos a TGF-f1 (proliferacion,
diferenciacion en miofibroblastos, sintesis de colageno) estan reguladas por
una via dependiente de CTGF, en concierto con otras vias. Shi-wen y cols.
(2000) evidenciaron el papel potencial del CTGF en la fibrosis patologica

demostrando su sobreexpresion en fibroblastos humanos obtenidos de
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areas lesionadas de pacientes con escleroderma. Ademas, Leask y cols.
(2002) propusieron que el aumento de la expresion de endoglina en estos
fibroblastos puede suprimir la capacidad de TGF-B de inducir el promotor

de CTGF.

A pesar del pequefio aumento en la expresion de fibronectina
encontrado en los FPR Eng*/- con respecto a los Eng**, no parece que la
endoglina regule la deposicion de matriz extracelular en estas células como
lo hace en las CEAR y en otros tipos celulares estudiados tanto en nuestro
laboratorio como en otros grupos (Lastres y cols., 1996; Letamendia y cols.,

1998 b; Obreo y cols., 2004; Chen y cols., 2004).
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25. Resumen de los estudios de cicatrizacion in

vivo e in vitro

Nuestros resultados demuestran que existe un retraso en la
cicatrizacion de las heridas en los animales Eng*/- con respecto a los
animales Eng‘/*. La diferencia en la cicatrizacion entre unos y otros

animales es mas notable en los primeros dias tras realizar las heridas.

La inhibicion de la sintesis de NO no afecto a la cicatrizaciéon de los
animales Eng*/*, mientras que favorecié considerablemente la de los Eng*/-.
Esto indica que el retraso en la cicatrizacion en los animales
haploinsuficientes puede deberse a un exceso en la produccion de NO. El
aumento de la liberacion de NO en las heridas de los animales Eng*/- podria
estar causado por el aumento en la expresion de eNOS en los fibroblastos
provenientes de la piel de estos animales. Estas células son mayoritarias en

la herida durante la fase proliferativa de la cicatrizacion.

Por otro lado, hemos comprobado que la expresion de endoglina
regula algunas de las propiedades biologicas de los fibroblastos de piel
involucradas en los procesos de cicatrizacion. Segiin nuestros experimentos
los fibroblastos procedentes de animales haploinsuficientes migran y
proliferan mas rapido que los procedentes de animales control, lo que podria
deberse a una mayor concentracion de NO en las células haploinsuficientes.
El aumento de la proliferacion y migracion asociado a la mayor producciéon
de NO ya ha sido demostrado en otros tipos celulares. La mayor o menor
expresion de endoglina no parece regular en estas células la produccion de
componentes de la matriz extracelular, como lo hace en las CEAR asi como
en otros tipos celulares. La produccion de matriz por parte de los

fibroblastos es fundamental en los procesos de reparacion.

Por tanto, el hecho de que la cicatrizaciéon de heridas cutaneas sea
mas rapida en los animales Eng*/* que en los Eng'/- no parece estar
causada por una regulacion diferente de la produccion de componentes de
la matriz por parte de los fibroblastos de piel de unos y otros animales. En
principio tampoco parece que estén involucradas la proliferacion y

migracion fibroblastica en las heridas de los animales. Sin embargo es
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posible que la mayor capacidad de proliferacion y migracion de los
fibroblastos procedentes de animales haploinsuficientes, pueda incluso
interferir en la cicatrizacion tisular. Los procesos de reparacion conllevan
una serie de eventos integrados que se deben desarrollar de manera
adecuada tanto espacial como temporalmente para que la cicatrizacion del
tejido se desarrolle correctamente. Es posible que en las heridas de los
animales Eng*/- la proliferacion y migracion fibroblastica se produzca
excesivamente o a destiempo, hecho que podria repercutir negativamente en

la cicatrizacion.

Asi mismo, el retraso en la cicatrizacion que presentan los animales
haploinsuficientes de endoglina podria ser debido en parte a las diferencias
en la angiogénesis que existen entre los animales Eng*/* y Eng*/-. En los
animales haploinsuficientes también podria estar dafiada la transmigracion
de leucocitos, la cual es fundamental en las primeras fases de la reparacion,

por lo que la cicatrizacion se podria ver también afectada por este hecho.
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La meta es partir

Giuseppe Ungaretti (1888-1970)

CONCLVSIONES



Conclusiones

En base a los resultados expuestos en este trabajo, hemos obtenido

las siguientes conclusiones:

1. La endoglina regula la angiogénesis en el individuo adulto.

2. La deficiencia en la angiogénesis asociada a la deficiencia en
endoglina puede estar causada por la menor disponibilidad de
oxido nitrico en los animales haploinsuficientes, debida a la

expresion reducida de eNOS en estos animales.

3. La expresion de endoglina regula algunas de las propiedades
biolégicas de las células endoteliales involucradas en la
angiogénesis, como son la proliferacion, la migracion y la

produccion de matriz extracelular.
4. La endoglina regula el proceso de cicatrizacion de heridas.

5. El retraso en la cicatrizacion asociado a la deficiencia en
endoglina podria estar causado por un exceso de NO en las
heridas, producido por la mayor expresion de eNOS en los
fibroblastos presentes en las heridas de los animales

haploinsuficientes.

6. La haploinsuficiencia de endoglina aumenta la capacidad de
proliferacion y migracion de los fibroblastos de piel. La
produccion de componentes de la matriz extracelular no parece

estar regulada por la expresion de endoglina en estas células.

191



No pido otra cosa:
el cielo sobre mi,
y el camino bajo mis pies

Robert Louis Stevenson (1850-1894)
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