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"Como en muchas otras actividades humanas, como en la vida en general, la 

ciencia navega entre dos polos: lo deseable y lo posible. Sin lo posible, lo 

deseable no es más que un sueño. Sin lo deseable, lo posible no es sino un 

fastidio. Normalmente es difícil resistirse al sueño y a la utopía. Pero la 

experimentación pone /fmites a la imaginación. En cada etapa, el científico esta 

obligado a exponerse a la crftíca y a la experiencia para limitar la parte que hay de 

sueño en la representación del mundo que construye. La ciencia avanza 

confrontando incesantemente lo que podría ser con aquello que es." 

El ratón, la mosca y el hombre. 

Franc;ois Jacob . 

. . . la Resistencia fue una democracia verdadera; tanto para el soldado como 

para el jefe había el mismo peligro, la misma responsabilidad, la misma 

libertad absoluta dentro de la disciplina. Así se constituyó, entre las sombras y en 

medio de la sangre, la más fuerte de las repúblicas. Cada uno de los ciudadanos 

sabía que se debía a todos y que sólo podía contar consigo mismo; cada cual 

realizaba, en el desamparo más total, su papel histórico. Cada cual acometía 

contra los opresores, la empresa de ser sí mismo irremediablemente y, al elegirse 

a sí mismo en su libertad, elegía la libertad de todos ... 

La República del Silencio. 

Jean Paul Sartre. 
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Entra. Este es el lugar donde el cuerpo se mueve al viento 

como una más entre las plantas que brotan de la tierra. 

Donde los sentidos florecen. Donde la cúpula del cielo y la geometría 

de las estrellas forman el techo que cuida el vuelo libre del polen de los 

sueños cuando éstos logran escapar de su reflejo en los estanques. Entra. 

Quiero ir de mi mundo al tuyo y nunca regresar si no es contigo. 

Quiero un pacto con lo más invisible de tu cuerpo que dentro de ti me llama. 

Toco y huelo en ti lo que tantas veces no se ve. Mis manos te buscan a tientas. 

Mi boca tampoco mira. Por eso creo en lo invisible de tu cuerpo hasta cuando 

estas tan cerca que ya no es posible ver nada. Si se me escapa eso, tú me 

levantas hacia ti porque también tú crees en lo invisible que nos une. 

Quiero que mi nombre quede grabado para siempre en tu aliento. 

Que nunca pueda salir de tus dominios. Quiero ir en ti de lo visible a lo invisible, 

de lo que adoro a lo que todavía no conozco, de un asombro a otro. 
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RESUMEN 

El complejo sarcoglicano-sarcospán (SG-SPN) se encuentra compuesto por 

un grupo de proteínas transmembranales denominadas sarcoglicanos (SG) 

a., 13, y~ 8, E, e; y sarcospán (SPN). La expresión de los SGs rJ. y y se encuentra 

restring\da él músculo estriado, mientras que los SGs 13, ó, s y E, además de 

expresars'e en músculo cardiaco y esquelético, también se encuentran presentes 

en.mú~§0~ Üso y en otros tejidos no musculares. Las mutaciones en los genes de 

los sa}cbglicanos y, a., 13 y 8, causan las distrofias musculares de cintura 
: - . ,,,,., 

" , ..... ----

élutoséÍrniéo-recesivas del tipo LGMD2C-F, respectivamente (sarcoglicanopatías), 

que en ocasiones se presentan acompañadas del desarrollo de cardiomiopatías. 

Las mutaciones en el SG-E no se han relacionado con patologías musculares, no 

obstante se sabe que éstas producen una patología neuromuscular asociada a 

manifestaciones psiquiátricas conocida como distonía mioclónica. Así mismo, 

existen ratones transgénicos deficientes en los SGs 13 ó 8 que presentan una 

distrofia muscular grave y progresiva similar a la LGMD2D y F, respectivamente, 

que se ve acompañada por el desarrollo de cardiomiopatía dilatada. Al parecer, la 

pérdida del complejo SG-SPN en la microvasculatura coronaria es la causa 

primaria de las cardiomiopatías. En conjunción con otras evidencias, todo parece 

indicar que el complejo SG-SPN juega un papel importante en el mantenimiento 

de la morfofisiología vascular. Con base en estos antecedentes, en el presente 

trabajo se analizó la expresión de los transcritos y proteínas de los miembros del 

complejo SG-SPN en músculo liso y endotelio de vena y arteria de cordón 

umbilical como modelo vascular. Por vez primera, se detectó la presencia del 

transcrito del SG a en músculo liso vascular junto con el resto del complejo. No 

obstante, mediante los ensayos de inmunofluorescencia, en el mismo tejido, 

únicamente se detectó la presencia de los sarcoglicanos 13, ó. f: y SPN, mientras 

que la expresión de los transcritos de los miembros del complejo SG-SPN en el 

tejido endotelial demuestra resultados sumamente interesantes, ya que se 

detectaron los transcritos para los SG"s 13, 8, E y SPN, mientras que a nivel de 

TE~JS CCN 
F' I i1· r .. , fYí)mKN .e\. , 1 ·j ..J ]1

, U'.\'· d. 1J.[ 



proteína sólo se detectó la presencia del SG-E y SPN por medio de 

inmunofluorescencia. 

Estos resultados sugieren que la regulación de la expresión de los 

sarcoglicanos ce y y en .músculo liso y de los sarcoglicanos [3 y o en endotelio 

podrían involucrar eventos transcripcionales y post-transcripcionales. 

Adicionalmente se realizó la búsqueda de algunas otras proteínas 

pertenecientes al complejo de glicoproteinas asociadas a distrofina (DGC), en el 

mismo modelo de estudio, teniendo como meta describir la composición específica 

del DGC propia de células endoteliales y de músculo liso. Tales proteínas fueron 

la distrofina, la utrofina, 13-distroglicano, a.-distrobrevina y caveolina-1. Los 

resultados de esta búsqueda destacan la posible asociación del SG-E, SPN, 

utrofina, 13-distroglicano, a.-distrobrevina y caveolina-1 en las células de endotelio 

y la completa ausencia de la proteína distrofina, así como de los SG's 13 y 8, 

mismas que se distribuyen en el músculo liso del mismo vaso. 
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ABSTRACT 

The . sarcoglycan:..sarcospan complex (SG-SPN) is a group of 

transmembranal prótei11s named a, (3, y, 8, E, ¿; sarcoglycans (SG) and sarcospan 

(SPN) .. a and:ys·G~~xpression is restricted to striated muscle, while (3, 8, e; and r. 

SGs have'''.a ·;oF~ ~~~eralized expression that includes muscle tissues and non-

1Tluscle;\ii1u$!): :illé mutations in y, a, f3 and 8 SGs genes lead to limb-girdle 
-- ,-_ ·:. ~ -_.--_: •• '"'""';--'e-:;,-;. C-:o ;·_-;-;.'-e ;"--:_-_ ,_,_-; o. 

muscul.af ~ys'frophies type 2C-2F, respectably, occasionally companied of dilated 

cardiomyopaty, presumably caused by the total loss of SG-SPN complex in the 

cororiary microvasculature. This suggests the high functional importance of SG-

SPN complex in the maintenance of vascular morphophisiology. E-SG mutations 

have not been related to muscular pathology, however is known that sorne 

mUtations in this gene are related with myoclonus-dystonia syndrome, a 

neuromuscular pathology associated with psiquiatric manifestations. In arder to 

know more about the expression of the SG-SPN complex in the vascular tissue, in 

this work we analyzed the expression of transcripts and proteins of the SG-SPN 

complex in endothelium and smooth muscle cells from vein and artery of human 

umbilical cord. 

The results of this work shows the transcripts expression of a, (3, y, 8, r. SG 

and SPN. In the case of a-SG, to our best knowledge, this is the first time that its 

transcript is detected in vascular smooth muscle. In contrast, by the 

immunofluorescence assays realized in the same tissue, there was evident only 

the expression of (3. 8, E SGs and SPN. On other hand, in endothelium we 

detected the transcripts expression of (3, 8, E SGs and SPN; while to protein level it 

was only detected 1>-SG and SPN. Taken together ali the results, it may be 

suggested a posttranscriptional down regulation process to a and y SG in smooth 

muscle, and to f3 and 8 SGs in endothelium. 

Aditionally, with the aim to detect a particular form of dystrophin glycoprotein 

complex (DGC) far endothelium and smooth muscle it was searched by 

immunofluorescence, the presence of other proteins related to this complex (DGC), In 

endothelium cells it was observed the presence and a possible association of E-SG, 

rrr~1° e·¡ .-.·\r 
-il.) •.I _;u1~ 
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SPN, utrophin, 13-dystroglycan, a-dystrobrevin and caveolin-1 and the absence of 

dystrophin, p a.nd 8 sGs In the same tlssue, With respect to smooth muscle it was 

detectad the prE)seh6e aíld a possible association of dystrophin, p, 8, and i:; SGs, SPN, - . -- - - -.. .,.-.-,,.·-;~~Ti--.. '~ , 

P-dystroglycan, a.i'cJystrobrevin and caveolin-1. On other hand it was detectad the 

presence and possible association of utrophin, p, 8, and E SGs, SPN, P-dystroglycan, 

a-dystrobrevin and caveolin-1. 
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l. INTRODUCCIÓN 

1.1 LOS SARCOGLICANOS Y EL COMPLEJO DE GLICOPROTEINAS 
ASOCIADAS A LA DISTROFINA 

El complejo de glicoproteínas asociadas a la distrofina (DGC) es un grupo de 

proteínas periféricas e integrales de la membrana celular de músculo cardiaco y 

esquelético (Fig.1) (Straub y Campbell, 1997). Si bien no se conoce la función 

específica de estas proteínas, se cree que son proteínas versátiles que entre 

otras funciones protegen al sarcolema del daño inducido por la contracción 

(Ervasti y Campbell, 1993). Además se piensa también que forman un puente 

de unión (Hynes R. O, 1992) y de comunicación entre el citoesqueleto y la matriz 

extracelular similar al que forma la familia de las integrinas (Vachon et al., 1997). 

El DGC a su vez se puede dividir en tres sub-grupos de acuerdo a sus 

características bioquímicas y a su ubicación subcelular: 

PROTEINAS CITOPLASMÁTICAS: El primero de estos sub-grupos es un 

componente citoplásmico que consiste de una serie de proteínas periféricas a 

la membrana. La distrofina con peso molecular de 427 kDa (Ervasti y Campbell, 

1993), posee cuatro diferentes regiones de suma importancia: una región amino 

terminal con homologia a a-actinina, la cual se encuentra unida a los filamentos de 

actina del citoesqueleto, una región central en forma de varilla que se compone de 

repetidos similares a espectrina, una región rica en cisteinas y una región 

carboxilo terminal. La región carboxilo terminal y la región rica en cisteinas 

contienen varios sitios de unión a proteínas, que incluyen un dominio altamente 

conservado de residuos de triptofano conocido como dominio WW (Chan y Kunkel 

1997), un dominio putativo de unión a calcio y un dominio rico en cisteinas 

conocido como hand-EF, además de un dominio de dedo de zinc y un dominio 

plegado (Rentschler et al., 1999). 

Por otra parte se encuentran las sintrofinas al, ¡31 y ¡32, las tres con un 

peso molecular de 58 kDa (Suzuki et al., 1995), presentan además una similitud a 

nivel de aminoácidos del 50% y son codificadas por diferentes genes (Adams et 

al., 1995; Ahn et al., 1996). Las tres proteínas son expresadas en músculo 

estriado a diferentes niveles, siendo la sintrofina a 1 la que mayor nivel de 
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expresión presenta en este tejido encontrándose mayoritariamente concentrada en 

las uniones neuromusculares (Peters et al., 19978), adicionalmente, las tres 

proteínas se encuentran expresadas en una gran variedad de tejidos no 

muscu,lares (Ahn et al., 1994). 

Una característica interesante de la familia de sintrofinas es que interactuan 

con varios miembros del DGC incluyendo la distrofina, la utrofina y la 

distrobrevina, (Dwyer et al., 1995). Actualmente se sabe que existen interacciones 

entre sintrofinas y distrofina determinadas por el dominio WW de la región 

carboxilo terminal de la distrofina y que son reguladas por calmodulina (Newbell et 

al., 1997) y por fosforilación o defosforilación de esta misma región de la distrofina 

(Milner et al., 1993), lo cual pone en evidencia la participación de estas proteínas 

en procesos de transducción de señales (Michalak et al., 1996). 

Comparable a la familia de caveolinas , las sintrofinas tienen varios dominios 

especializados que promueven las interacciones proteína-proteína y reclutan 

moléculas de señalamiento a la membrana (Okamoto et al., 1998). Cada sintrofina 

presenta un dominio PDZ que se sabe facilita la horno y heterodimerización de 

proteínas con esta secuencia. Entre las asociaciones conocidas mediadas por el 

dominio PDZ de las sintrofinas en el DGC se encuentra la asociación con la 

sintasa de oxido nítrico neuronal (nNOS), localizando a esta molécula de 

señalización en el sarcolema (Brenman et al., 1996). 

A la fecha no se han encontrado mutaciones en las sintrofinas que se 

relacionen con patologías como las distrofias musculares, de hecho se han 

desarrollado modelos murinos con interrupción genética en la sintrofina a I, los 

cuales no presentan ninguna patología muscular, confirmando lo anterior (Kameya 

et al., 1999). En estos modelos animales la localización de la nNOS en el 

sarcolema sí se ve afectada, pero la regulación de la función contráctil por la 

actividad de la nNOS no se afecta de manera significativa (Thomas et al., 1999). 

Por otra parte, este modelo murino presenta anormalidades en las uniones 

neuromusculares reflejadas en la reducción secundaria de utrofina, del receptor de 

acetilcolina y de acetilcolinesterasa, poniendose de manifiesto la importancia de 
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las sintrofinas en el reclutamiento y estabilización de complejos de señalización 

en la membrana (Adams et al., 2000). 

Adicionalmente, en la región citoplasmática se encuentra un par de proteínas 

asociadas a la región súper enrollada del extremo carboxilo terminal de la 

distrofina y de su homólogo autosómico la utrofina, estas proteínas son conocidas 

como distrobrevina a y distrobrevina [3, (Sadoulet-Puccio et al., 1997) las cuales 

tienen un peso molecular de 80 kDa (Yoshida et al., 1994) y 59 kDa (Blake et al., 

1998) respectivamente, estas dos proteínas se encuentran en una gran variedad 

de tejidos, aunque es la distrobrevina a la que se encuentra en músculo estriado 

(Peters et al., 1997) (fig. 1). Se ha reportado que las distrobrevinas presentan una 

región con una alta homología a la región carboxilo terminal de la distrofina, la cual 

presenta sitios ricos en tirosinas sugiriendo probables funciones de fosforilación 

(Balasubramanian et al., 1998). Por otro lado, esta importante región de las 

distrobrevinas además de su asociación con la distrofina también se asocia con 

las sintrofinas (Sadoulet-Puccio et al., 1997). Ambas r:iroteínas se han encontrado 

en una gran variedad de tejidos dentro de los que destacan cerebro, hígado y 

pulmón (Sadoulet-Puccio et al., 1996) mientras que en músculo esquelético solo 

se ha detectado la presencia de la proteína distrobrevina a la cual se localiza en 

mayor proporción en la unión neuromuscular (Blake et al., 1996). 

A pesar de la alta similitud de las distrobrevinas con la distrofina en la región 

carboxilo terminal, en humanos no se han detectado mutaciones en las 

distrobrevinas que las relacionen con alguna patología muscular o de otro tipo. Sin 

embargo en un modelo murino, el cual carece de la distrobrevina a, se observó la 

aparición de distrofia muscular de severidad media, aunque con la permanencia 

del DGC (Grady et al., 1999). Este fenómeno se atribuye a la posible participación 

de una isoforma de la distrobrevina a, la cual pudiera suplir la función de la 

proteína deficiente, es decir, como molécula de unión entre el complejo SG-SPN y 

las sintrofinas (Yoshida et al., 2000). 

COMPLEJO DISTROGLICANO: El segundo sub-grupo en el DGC es el 

complejo distroglicano, el cual está compuesto de dos proteínas muy 

relacionadas. Estas dos proteínas son codificadas por un mismo gen (Henry y 
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Laminina-2 

Sarcolema 

Fig. 1 Organización molecular del DGC en el músculo estriado en el cual se identifican 
algunos subcomplejos dentro de los que destacan el complejo distroglicano 
(distroglicanos a y p) y el complejo SG-SPN (sarcoglicanos a, p, y, 8, e; y sarcospan) 
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Campbell 1999), que se localiza en el cromosoma 3p25 del humano (lbraghimov 

et al., 1993), el transcrito de este gen da origen a un polipéptido de 97 kDa 

(lbraghimov et al., 1992), el cual sufre eventos de procesamiento post­

traduccional de corte y glicosilación (Holt et al., 2000) que dan origen al 

distroglicano a con peso molecular de 156 kDa y el distroglicano p con peso 

de 43 kDa; estas dos proteínas se asocian y forman un complejo en el cual el 

distroglicano ex tiene localización extracelular y se une a la laminina en la lamina 

basal, mientras que el distroglicano p atraviesa la membrana celular y se une 

mediante su porción extracelular al distroglicano a mientras que en su región 

citoplasmática se une al dominio WVI/ de la región rica en cisteinas de la distrofina 

(Rentschler et al., 1999) o a su homólogo utrofina (Suzuki et al., 1994) (fig. 1). 

COMPLEJO SARCOGLICANO-SARCOSPAN: El tercer sub-complejo consiste 

en una familia de proteínas transmembranales (Ozawa et al., 1998) las cuales 

son llamadas sarcoglicanos (SG) a, p, y, 8, E y t; con pesos moleculares de 

50, 43, 35, 35, 50 y 40 kDa, respectivamente (Campbell, 1995; Ettinger et al., 

1997; Wheeler et al., 2002). A este complejo se le suma una proteína llamada 

sarcospán (SPN) con un peso de 25 kDa, por lo que en su conjunto 

constituyen el llamado complejo sarcoglicano-sarcospan (SG-SPN) (fig. 1) 

(Crosbie et al., 1997). Los genes que codifican para los sarcoglicanos 

. a, p, y, o, .E y(, están localizados en los cromosomas humanos 17q21, 4q12, 

13q12, 5q33, 7q21 y 8p22 respectivamente (Nigro et al., 1996; Wheeler et al., 

2002). 

Los sarcoglicanos presentan entre sí una alta homología que se da de la 

siguiente manera: entre los SGs a y E es de 63% de similitud genómica y 43% 

de identidad proteinica, (Ettinger et al., 1997), mientras que los SGs y y 8 

presentan una homología de 70% a nivel de secuencia genómica y de 55% a 

nivel de secuencia proteínica (Hack et al., 2000), presentando además una 

idéntica estructura en el arreglo de sus intrones y exones, lo cual concuerda con lo 

observado en eventos de duplicación genética (Nigro et. al., 19968). Por su parte 

SG-t; posee una alta homologia con los SGs o y y que se da de la siguiente 

manera: 57% y 55.7% a nivel de aminoácidos y 74.8% y 74.2% de similitud a 
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nivel genómico respectivamente (fig. 2) (Wheeler et al., 2002) este alto grado de 

homología sugi~re que ,estos genes se originaron de un evento de duplicación 

genética,'(~Ú~26ik~t.':¿i;,,'1995). 
TodÓ,s\'{b~i(:s~s(;ti'.en~n una topología similar en la membrana celular; 

cuentanjf()~,'§6';,~J~rg~¡ dominio extracelular y un dominio citoplasmático corto, 

separad~sl~p6~'f ·G_ri<""~olo dominio transmembranal. La estructura primaria de los 
l ·<.r:·.1:~ .. {.~<_¡:);:;::!·:·,~ .. ¡:~<> ·.··'· ·:-·: 

SGs ct 7y:7e?:•J11-9tf~i:C\que son proteínas transmembranales tipo 1 con la región 

carboxilt5:f¡i~~a?:~füéf~r, y la región amino extracelular la cual cuenta con sitios de 

glicosila,~f~fff(~~ók et al., 2000). Mientras tanto, las secuencias de aminoácidos 

de los 8,§~'.'.p, y, y 8 indican que son proteínas transmembranales tipo 11 con la 

región amino intracelular y la región carboxilo extracelular (Liu et al., 1999) (fig. 2) 

adicionalmente presentan tres sitios de glicosilación ligados a la región amino 

terminal. Una característica fundamental de las proteínas transmembranales tipo 11 

es la presencia de aminoácidos con carga inmediatamente antes del dominio 

transmembranal en la región citoplasmática lo cual cumplen a la perfección los 

SGs p, y, y 8 (Hack et al., 2000). Cuentan además con sitios potenciales de 

fosforilación en su dominio citoplasmático, por lo cual se cree que participan en 

procesos de transducción de señales (Campbell, 1995). Los SGs p, y y 8 tienen 

un grupo de residuos de cisteina localizado en la región carboxilo terminal, 

lo cual corresponde a una estructura frecuentemente encontrada en moléculas 

receptoras, (Matsumura et al., 1999) como el factor de crecimiento epidermal cuyo 

dominio extracelular comparte una alta homologia (McNally et al., 19968). Por su 

parte los SGs u. y y presentan fosforilación in vitro en residuos de tirosinas, lo cual 

se asocia con adhesión de células musculares (Thompson et al., 2000) y también 

con regulación de rutas de señalización celular que involucran interacciones de 

dominios SH2 (Chardin et al., 1995). 

Adicionalmente se han encontrado evidencias de que el complejo SG tiene 

asociación directa con la distrofina (Vainzof et al., 1999) lo que estabiliza de 

manera general al DGC y de manera particular a la interacción distrofina­

distroglicano (Yoshida et al., 2000). En otros estudios se ha demostrado que el 

complejo sarcoglicano también se une a la región amino terminal de distrobrevina 
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Fig. 2 Estructura primaria las proteínas miembros del complejo SG, en la cual se 
muestran además las similitudes a nivel de secuencia genomica. 
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indicando la. exi.ster?ia de una interacción tripartita entre distrofina, distrobrevinas 

y el complej~ safcoglicano o distroglicano (Yoshida et al., 2000). 

lnvestigaci()n,~~-f~cientes (Thompson et al., 2000) han demostrado la 

existencia d~ú~·~ llu~va interacción del complejo sarcoglicano con una proteína 

denominada fllamina-2, la cual es miembro de la familia de proteínas filaminas 

implicadas en procesos de transducción de señales en diferentes tipos celulares. 

La proteína sarcospán (SPN) que también se encuentra asociada al DGC por 

medio de su unión al complejo SG, pertenece a la familia de las proteínas 

tetraspan, llamadas así porque poseen cuatro dominios altamente conservados 

que atraviesan la membrana (Crosbie et al., 1997). Su expresión es especltica de 

músculo estriado y músculo liso (Thomas 2001 ), no obstante nuestro grupo de 

investigación ha detectado la presencia de la proteína en retina murina 

posiblemente en asociación con los SG's 13 y. 8 (Estrada et al., com. pers). A la 

fecha no se han reportado dominios funcionales en esta proteína (Thomas 2001 ). 

Sin embargo se ha reportado que otros miembros de la familia de las proteínas 

tetraspan se encuentran muy estrechamente relacionados con las integrinas, lo 

cual implica una función en señalización y transducción; y que como las 

sintrofinas, puedan participar como moléculas adaptadoras y en procesos de 

reclutamiento de otras proteínas a la membrana para formar complejos de 

señalización estables (Maecker et al., 1997) (fig. 3). 

1.2 REGULACIÓN DE LA EXPRESION DE LOS SARCOGLICANOS 

Hasta hace poco, se pensaba que la expresión de los SGs a y y se 

encontraba restringida a músculo estriado (Noguchi et al., 1995), sin embargo 

existen reportes recientes que indican que el SG y también se expresa aunque en 

menor cantidad en músculo liso pulmonar (Barresi et al., 2000). En contraste, los 

SGs f3, 8 y i:: tienen una expresión más generalizada que incluye músculo liso, 

esquelético y cardiaco, así como otros tejidos no musculares. Específicamente en 

el músculo liso de útero, aorta, pulmón e intestino, el complejo está formado por 

los SGs i::, 13, 8 y SPN (Straub et al., 1999). En el caso del músculo estriado 



extracelular 

intracelular 

Fig. 3 Representación gráfica de la estructura primaria de la proteína SPN. Esta 
proteína se ubica dentro del complejo SG-SPN y es muy peculiar debido a su arreglo 
dentro de la membrana celular, este arreglo es presentado por la familia de proteínas 
tetraspan, las cuales tienen entre otras funciones el transporte de moleculas através 
de la membrana. 
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existen dos formas .?~I coryiplejo, una que incluye los SGs a, p, y, 8 y SPN, y otro 

que lo conforma·n los SGs'e, p, y, o y SPN (Liu et al., 1999) (Fig. 4). 

lnvestigacionesredentesindican que el SG-s se puede encontrar asociado con 

las dos formas d.e complejo SG-SPN en el músculo estriado (Wheeler et al., 2002). 

Los resultados de varios estudios del complejo SG-SPN sugieren que los SGs 

p y 8 son los más estrechamente asociados y forman un centro funcional en el 

complejo (Noguchi et al., 2000). 

En cuanto al ensamblaje del complejo SG, se forma tan pronto como se 

sintetizan los SGs individuales en el retículo endoplasmico. Además, el complejo 

SG se encuentra asociado con el complejo distroglicano, formando un complejo de 

glicoproteínas durante su transporte desde el aparato de Golgi, donde son 

glicosilados, hasta la membrana celular donde finalmente son anclados (Noguchi 

et al., 2000). Algunos estudios bioquímicos proponen que SG 8 e~ la proteína que 

se encuentra unida al complejo distroglicano y de esta manera une al resto de los 

SGs al DGC (Chan et al., 1998). Sin embargo, otros reportes indican que la 

proteína SG y es la que se encuentra unida al complejo distroglicano (Noguchi et 

al., 2000). Teniendo como base el conocimiento de la similitud tan alta que existe 

a nivel de proteína entre estos dos SGs se puede suponer que ambos sean 

capaces de asociarse con el complejo distroglicano. 

En miocitos que se encuentran proceso de diferenciación se pueden 

encontrar complejos SG incompletos (es decir carentes de alguna de las 

subunidades) en el citoplasma, e incluso en las inmediaciones del retículo 

endoplásmico, lo cual ha proporcionado información sobre la secuencia de 

ensamblaje del complejo. De acuerdo a lo reportado, el SG central del complejo es 

el SG-p, posteriormente se le unen los SGs y y/o 8 y finalmente el sarcoglicano a 

(Noguchi et al., 2000). 

Existen reportes que indican que todos los transcritos de los diferentes 

sarcoglicanos están presentes en abundancia en músculo esquelético y cardiaco 

(Noguchi et al., 1999). Mediante un análisis de la expresión de los sarcoglicanos 

en relación con el proceso de diferenciación de células musculares, se detectaron 

todos los transcritos del complejo sarcoglicano en cantidad elevada en mioblastos 
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MUSCULO ESTRIADO 

~ a-distroglicano ---

¡3-distroglicano 

MUSCULO LISO 
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E-SG J-SG y-SG? 5-SG 

Fig. 4 Formas alternativas del complejo SG-SPN en el musculo estriado y la forma 
particular de complejo SG-SPN en musculo liso en el cual se muestra la ausencia 
del SG-a. 
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en proliferación, sin embargo cuando los mioblastos se diferencian hasta formar el 

miotubo, se disminuye considerablemente el nivel de expresión del transcrito del 

SG e mientras que él resto de los transcritos de los SG's permanece sin cambio 
i. .". 

significativo (Noguchi et al., 1999). 

PorOtra parte se observó que ninguna de las proteínas del complejo SG-SPN 

aparece.en las primeras cuarenta horas de diferenciación celular. No es sino hasta 

el cuarto día de diferenciación cuando se observan pequeñas cantidades de los 

sarcoglicanos p y 8, mientras que los sarcoglicanos a y y se encuentran a partir 

del día seis, y al día ocho todo el complejo sarcoglicano se detecta en grandes 

cantidades (Noguchi et. al. 1999). Conforme la diferenciación progresa, la 

expresión de los mRNAs de los sarcoglicanos a y y incrementa hasta veinte y 

cincuenta veces, respectivamente. Por lo tanto las respuestas transcripcionales de 

cada uno de los genes del complejo sarcoglicano durante la diferenciación celular 

son claramente diferentes (Noguchi et. al. 1999). Estas grandes variaciones en los 

niveles de expresión de los transcritos de los miembros del complejo SG-SPN, se 

sugiere son debidas a los diferentes tiempos en vida media que tienen los 

transcritos del complejo SG-SPN (Noguchi et. al. 1999). 

1.3 LAS SARCOGLICANOPATIAS DENTRO DEL GRUPO DE LAS DISTROFIAS 

MUSCULARES DE CINTURA 

La presencia de mutaciones en los genes de los sarcoglicanos a, p, y y 8 

causan las distrofias musculares de cintura autosomico-recesivas del tipo 

LGMD2D, LGMD2E, LGMD2C y LGMD2F, respectivamente (Nigro et al., 1996), 

mismas que en su conjunto se denominan como sarcoglicanopatías (Ozawa et 

al.1995). Las mutaciones más comunes de los sarcoglicanos a, p, y y 8 se 

han encontrado en sus dominios extracelulares (Lim y Campbell 1998). Con el 

reciente descubrimiento del SG-L; y su estrecha asociación con el resto del 

complejo, se sugiere que una deficiencia en este sarcoglicano produce también 

algún tipo de distrofia muscular (Wheeler et al., 2002). La deficiencia primaria en 

alguno de los sarcoglicanos, deriva en una disminución secundaria o pérdida total 



del resto de los miembros del complejo SG-SPN, sugiriendo con esto que la 

biosintesis y ubicación en la membrana celular de estas proteínas esta 

estrechamente ligada (Hotl y Campbell 1998). 

Sin embargo existen casos particulares que no cumplen con lo anterior, por 

ejemplo, se ha reportado el caso de un paciente con una mutación en el SG-y en 

cuyo músculo se podía encontrar una proteína truncada y el resto de los SGs 

expresados de manera normal junto con el resto del DGC (Crosbie et al., 2000). A 

pesar de la preservación del DGC completo este paciente presentó una severa 

distrofia muscular. Este hallazgo indica que la porción extracelular del SG-y es un 

domino critico para la persistencia del tejido muscular, sugiriendo además una 

interacción funcional con un ligando extracelular aun no identificado (Thomas 

2001). 

Por otra parte, en un modelo murino carente del SG-a se detectan niveles 

residuales de los SG's f3 y 8. Al parecer la existencia del complejo caracterizado 

por el SG-E juega un papel compensatorio tanto en el ratón carente de SG-a como 

en pacientes con una deficiencia en el mismo (Liu y Engvall 1999). 

En la década de los 60' se encontró un animal con una sarcoglicanopatia 

espontánea (Homburger et. al. 1962), dicho animal es el hamster miopático BIO 

14.6, que es un excelente modelo para estudiar las cardiomiopatías asociadas a 

las sarcoglicanopatías, pues en estos animales que carecen del sarcoglicano 8 la 

incidencia de cardiomiopatía es de 100% (Sakamoto et al., 1999). Para entender 

los aspectos moleculares de las sarcoglicanopatias, se han aislado varias 

sublíneas a partir del hamster BIO 14.6 tales como la UMX7.1 y la T0-2 (Li et al., 

1995) los cuales tienen una eliminación genómica en la región promotora del 

extremo 5' del gen para el sarcoglicano 8 que impide la síntesis del transcrito y 

por lo tanto de la proteína (Sakamoto et al., 1997). 

Por otro lado se han desarrollado modelos animales deficientes en los 

sarcoglicanos a (Duelos et al., 1998), f3 (Durbeej et al., 2000), y (McNally et al., 

19968) y 8 (Coral-Vázquez et al., 1999). Los ratones deficientes en el sarcoglicano 

f3 o 6, muestran una distrofia muscular grave, con grandes regiones de necrosis 

como característica distintiva, de forma semejante a lo observado en tejidos 
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infartados. La severidad de estas distrofias, se puede explicar en base a la 

importancia de los sarcoglicanos f3 y 8 durante la formación del complejo como se 

explicó anteriormente. Ambos ratones presentan una distrofia muscular progresiva 

similar a las LGMD2E y LGMD2F, respectivamente (Coral-Vázquez et al., 1999 y 

Durbeej et al., 2000). Así mismo, estos modelos animales desarrollan 

cardiomiopatía dilatada, misma que se propone es causada por la pérdida 

completa del complejo SG-SPN en músculo liso vascular. a ausencia de estas 

proteínas en dicho tejido ocasiona que haya un decremento en el tamaño del 

lumen vascular, lo cual conduce a una lesión isquémica que da como resultado la 

aparición de áreas de necrosis y el inicio de la cardiomiopatía, acompañado de un 

agravamiento de la distrofia muscular (Coral-Vázquez et al., 1999 , Durbeej et al., 

2000). 

De manera interesante el ratón carente del SG-y también desarrolla 

cardiomiopatia dilatada además de la presencia de distrofia muscular similar a la 

LGMD2C (Hack et al., 1999), solo que en este modelo la cardiomiopatía no se 

atribuyó a la carencia de la proteína en el músculo liso vascular, pues se pensaba 

que en este tejido la proteína no se expresaba, fue hasta el trabajo de Barresi y 

colaboradores en el 2000 que se demostró lo contrario, y se pudo sugerir entonces 

que la razón al fenómeno cardiomiopatico en este modelo se debía a la carencia 

de la proteína en el músculo liso vascular, aunque esto no ha sido demostrado 

experimentalmente (Cohn y Campbell, 2000). 

La importancia de la integridad del complejo SG-SPN en la morfología 

vascular queda confirmada con el estudio del hamster cardiomiopático 810 14.6 el 

cual, debido a la carencia natural del SG-8, pierde como consecuencia el resto de 

los sarcoglicanos (Ervasti et al 1990). Adicionalmente se piensa que la patología 

del músculo liso vascular en este modelo animal es desarrollada a causa de una 

función vascular alterada y una contractilidad anormal de las aortas (Crespo et al 

1997), disfunciones que son originadas a partir de la perdida total del complejo 

SG-SPN en el músculo liso vascular (Coral-Vázquez et al 1999). 

Con base en estas evidencias, es claro que la importancia del complejo 

SG-SPN no se remite únicamente a su función en músculo esquelético, sino que 
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es sumamente importante su presencia e integridad en músculo liso. A pesar de 

ello, no se .ha ahondado en estudios al respecto, es por ello que decidimos iniciar 

con el análisis de la expresión del complejo SG-S.PN en los vasos de cordón 

umbilical como mod.elo de músculo liso vascular. 

1 A MORFOFISIOLOGIA DEL CORDÓN UMBILICAL 

Las características anatómicas generales del cordón umbilical se presentan 

de la siguiente manera; su color es blanco aperlado y un poco translúcido. la 

longitud del cordón se ve incrementada conforme avanza la gestación, en 

condiciones normales esta es de entre 55 y 65 cm y presenta un grosor de 1.5 

cm. 

El análisis histológico del cordón umbilical revela varias capas distintas. 

Sobre la superficie se encuentra una capa bien definida de epitelio amniótico. 

Este epitelio es escamoso y en la región de inserción fetal el cordón es a menudo 

multicapeado lo cual tiene una similitud con su contigüidad epidermal. Estudios de 

microscopía electrónica realizados en células amnióticas del cordón umbilical 

sugieren que el epitelio es responsable de actividades de equilibrio de fluidos. La 

metaplasia escamosa del cordón umbilical es considerada una variante normal, y 

estudios estructurales de este epitelio revela similitudes morfológicas entre este 

epitelio y la epidermis fetal. 

Más profundo al epitelio amniótico, el cual comprende la superficie del cordón 

umbilical, se encuentra una matriz estructural conocida como la gelatina de 

Wharton, este material esta compuesto en gran medida por los mucopolisacáridos 

ácido hialuronico y sulfato de condroitina. El análisis ultraestructural de este 

material revela la presencia de microfibrillas intercaladas y colágena esparcida, 

además de que los mastocitos son prominentes y su frecuencia se incrementa en 

la cercanía de la periferia de los vasos del cordón umbilical. En esta misma región 

y en el cordón en general, los macrofagos han sido raramente identificados. 

Embebidos en la gelatina de Wharton se encuentran los vasos umbilicales 

los cuales consisten de una vena y dos arterias. La vena ocupa una posición 
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central, está desprovista de fibras elásticas y tiene dos capas de músculo liso 

unidas: una exterra. longitudinal y una interna, circular y r:nás gruesa. Las dos 

arterias -carecen·de fibra; elásticas, y contienen dos capas de músculo liso que se 

enrollan en sentido ()p:uesto. Las arterias, que son más largas que la vena, se 

enrollanalr¿d~dÓr d~I eje funicular establecido por la vena, formando de esta 

manera· l.lh numero variable de espirales. Aunque la vasculatura del cordón 

umbiliCa!;es-de calibre considerable no hay canales linfáticos o vasa vasuorum 

presentes en esta estructura (Kliman 1999). 

En el humano, la vena umbilical penetra en el hígado y forma una arcada de 

la que emergen diversas ramas mayores. Estas ramas conducen la sangre fetal 

más oxigenada. La rama mayor que parece ser la unión principal entre la vena 

umbilical y la vena cava inferior constituye el dueto venoso. 

En cuanto a la inervación del cordón umbilical, aún se encuentra en discusión 

la presencia de elementos neurales en la parte extra-abdominal próxima al feto, en 

cambio, ha quedado establecida la existencia de tales estructuras en la porción 

intra-abdominal. Los nervios adrenérgicos aumentan en cantidad en dirección del 

dueto venoso y son más numerosos en el lugar de origen del mismo. Así mismo, 

en la zona de unión de la vena umbilical y del dueto venoso se hallan presentes 

fibras nerviosas del plexo ilíaco y del tronco vagal anterior y posterior (lffy, 1986). 

Recientemente, mediante técnicas que utilizan tiocolina y acetilcolinesterasa 

se ha puesto de manifiesto la presencia de nervios autónomos en el extremo 

proximal al feto del cordón umbilical. Tales hallazgos son compatibles con la 

persistencia de elementos neurales vagales asociados con el dueto venoso, los 

cuales se encuentran aglomerados en la porción proximal del cordón umbilical 

(lffy, 1986). 

La anatomía general de los vasos sanguíneos presenta diversas capas de 

células altamente especializadas que se encuentran en contacto directo con la luz 

del vaso e interactúa por medio de sus receptores de membrana con los 

elementos de la sangre; la intima que se compone de tejido conectivo, células 

mesenquimales pluripotenciales indiferenciadas, fibroblastos y en gran proporción 

células de músculo liso, linfocitos y monocitos; la capa media que esta formada 

TESIS CON 
FALLA DE OHIGEN 



por la lamina elástica interna y por la lamina elástica externa, ambas laminas 
• _i _: ' :_ ~ :·_ ·,' ,:._:e_:. - ~' 

tienen un. 90% de( células de músculo liso; por ultimo se encuentra la adventicia 
' ': .,.,-.·;, _, '. . 

que es ja''cap~ más externa de los vasos sanguíneos y esta formada por 

fibmblastds,/co1'ágeno y fibras nerviosas (López-Jaramillo, 2001) (fig. 5). 

Un~ c~raCt~rística sumamente importante es que, a diferencia del resto de los 
' ,_._ 

vasos. sanguíneos, los vasos umbilicales tienen circulación invertida, ya que la 
. - ----· -- '-=--~~ "' 

vena um.~ilical es la que transporta la sangre oxigenada al feto y las arterias 

umbilicales son las que sacan la sangre contaminada del mismo (lffy, 1986). 

Por estas interesantes características, los vasos del cordón umbilical 

representan un excelente modelo de músculo liso vascular para el estudio de la 

expresión del complejo SG-SPN. 
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ESTRUCTURA ANATOMICA DEL CORDON UMBILICAL Y SUS VASOS 

a) CORDON UMBILICAL 

VENA 
UMBILICAL 

C) ARTERIA UMBILICAL 

ADVENTICIA ____ ...._..-::::::::::::---

INTIMA ----r­
~--~ LAMINA ---r,......~• 

EXTERNA 

LAMINA 
INTERNA 

LUZ DEL VASO 

INTIMA 

LAMINA 
INTERNA 

ARTERIAS UMBILICALES 

b )VENA UMBILICAL 

ENDOTELIO 

LUZ DEL VASO 

Fig. 5 Estructura anatómica del cordón umbilical humano, a) v1s1on 
transversal del cordón umbilical, en donde se observan las dos arterias y la 
vena, b) vena umbilical y c) arteria umbilical, en estas dos figuras se 
muestran las diferentes capas que conforman el vaso . 
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11. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

De acuerdo con los antecedentes reportados, es evidente que los estudios 

encaminados a conocer la expresión del complejo SG-SPN se han enfocado 

principalmente al estudio del músculo estriado. Sin embargo, recientemente se ha 

puesto tl~n1anjfiesto la importancia del complejo SG-SPN en el funcionamiento 

del músóúlo liso vascular y su participación en el desarrollo de cardiomiopatías 

asociada.s a las LGMD's. Además, debido a la estrecha relación de comunicación 

molecula.r. y unión intercelular que existe entre el músculo liso vascular y el 

endotelio se presume que pudiera existir alguna posible participación del complejo 

SG-SPN en esta intima relación. Debido a esto, en el presente trabajo se realizó 

un estudio sobre la expresión del complejo SG-SPN en el músculo liso y 

endotelio utilizando los vasos sanguíneos de cordón umbilical como modelo. 
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111. OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GENERAL: 

Analizar la expresión de cada uno de los componentes del complejo SG-SPN 

en músculo liso y endotelio de vena y arteria de cordón umbilical. 

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES: 

Analizar la expresión de los mRNAs de cada uno de los componente~ del 

complejo SG-SPN por medio de RT-PCR semi-cuantitativo en músculo liso y 

endote.lio de vena y arteria de cordón umbilical. 

Determinar la localización de cada uno de los miembros del complejo SG-SPN 

en células de músculo liso y endotelio por medio de inmunofluorescencia y 

doble inmunoflourescencia en criosecciones de vena y arteria de cordón 

umbilical. 
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IV. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

DIAGRAMA DE FLUJO 

OBTENCIÓN DE CORDONES UMBILICALES 

DISElCIÓN 

¡ 
VENA Y ARTERIAS ---

·~ i ---. EXTRACCIÓN 
~ MÚSCULO LISO DE ENDOTELIO 

CORTES PARA i / . 
CRIOSTATO EXTRACCIÓN DE RNA / 

l 
INMUNOFLUORESCENCIAS 

l 
MICROSCOPIA DE 
FLUORESCENCIA 

l 

T 
TRANSCRIPCION REVERSA 

l 
cDNA 

l 
PCR 

i 
ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA 

i 
CUANTIFICACION 
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V. MATERIALES Y METODOS 

5.1 OBTENCIÓN DE MUESTRAS DE CORDÓN UMBILICAL. 

Las muestras de cordón umbilical fueron proporcionadas por el servicio de 

Ginecobstetricia de la Clínica 4 (Hospital Luis Castelazo Ayala) del IMSS con 

autorización y previa revisión de nuestro protocolo por el comité de educación 

médica y evaluación ética del propio hospital Luis Castelazo Ayala. Los cordones 

de aproximadamente 1 O cm de largo, se colocaron en un tubo cónico estéril con 

solución de NaCI al 0.9% y fueron transportados en hielo hasta el laboratorio. De 

·inmediato se procedió a la disección para aislar los fragmentos de vena y arteria a 

partir de los cuales se obtuvo el RNA total tanto de músculo liso de vena y arteria 

asl como de endotelio de ambos vasos y también se obtuvieron los fragmentos de 

tejido para los ensayos de inmunofluorescencia mismos que se conservaron a -

70ºC. 

5.2 DISECCIÓN DE LA VENA Y LAS ARTERIAS UMBILICALES. 

El cordón umbilical se colocó en una tapa de caja de Petri en NaCI 0.9%, 

posicionada sobre una palangana con hielo. Con equipo de disección estéril, se 

extrajeron las arterias y la vena del cordón umbilical y se colocaron en un tubo 

cónico estéril sumergido en hielo hasta el momento de realizar la separación de 

las células endoteliales del músculo liso y la posterior extracción de RNA. 

5.3 EXTRACCIÓN DE CÉLULAS ENDOTELIALES A PARTIR DE VENA Y 

ARTERIA DE CORDÓN UMBILICAL. 

Una vez que se disectaron las arterias y la vena se hizo un corte a lo largo de todo 

el vaso de tal forma que la luz del vaso quedara expuesta. Se incubaron los vasos 

por separado 30 min. a 4ºC en un tubo cónico con solución fisiológica (NaCI 

0.9%), con una mezcla de colagenasa tipo 1 y IV (Gibco BRL ™) 0.75 mg/ml de 

cada una. Transcurrido el tiempo se colocaron los vasos sobre una tapa de caja 

petri posicionada sobre una palangana con hielo y se raspó la luz del vaso con el 

embolo de una jeringa para desprender las células endoteliales. Se colectó el 

raspado y se centrífugo 1 O min a 3500 rpm a 4 ºC. Se deshechó el sobrenadante y 
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la pastilla se resuspendió en solución salina y se centrifugó de la misma forma. Se 

recuperó la pastilla y sesometió a procesamiento para extracción de RNA. Este 

proceso se· llevo a cabo para cordones umbilicales de sexo femenino y masculino 

y también para los fragmentos de cordón umbilical de las tres diferentes 

porciones: distal, medié1 y prm<imal al feto. 

5.4 EXTRAc61ÓN-IJE:RNA TOTAL DE MÚSCULO LISO Y ENDOTELIO DE 

VENA YARTERIAUMBILICALES. 

El R.t-u~.-ctotal fue aislado a partir de las células de músculo liso vascular. y 

endotelio de cordón umbilical (Vena y arteria), por medio del método de extracción 

fenólica (Chomczyzki y Sacchi, 1987) con TRIZOL (Gibco, BRL ™). Para extraer el 

RNA de músculo liso se pesó 1 gr de cada uno de los vasos en un tubo cónico 

de 50 mi nuevo y estéril, y se adicionó a cada uno 20 mi de TRIZOL (fenol-sales 

de guanidina), se homogenizó el tejido con un homogenizador con aspas de metal, 

las cuales fueron previamente lavadas con agua DEPC (dietil-pirocarbonato) 

0.1 %, NaOH 0.2 N, RNAsaway (Gibco, BRL ™) y por ultimo con agua DEPC en 

orden secuencial. El tejido se homogenizó hasta disgregarse por completo y de 

inmediato se centrifugó a 3500 xg por 5 min a 4ºC; en este paso se precipitan 

restos celulares grandes y proteínas. Se transfirió el sobrenadante a un tubo de 

cristal templado de 30 mi frío el cual fue previamente lavado con agua DEPC y 

horneado a 200ºC por 3 horas. Se adicionaron 2 mi de cloroformo y se agitó 

vigorosamente por 15 seg. y se incubó en hielo por 15min. Posteriormente la 

muestra se centrifugó a 12000 xg a 4ºC por 15 min. en este paso se formaron dos 

fases por diferencia de densidad, la fase fenólica orgánica que contiene el DNA y 

restos de proteínas desnaturalizadas y la fase superior de cloroformo con el RNA . 

Esta fase se transfirió a un tubo cónico de plástico nuevo estéril, y se adicionó un 

volumen igual de isopropanol el cual minimiza la hidrólisis química del RNA, se 

agitó y almacenó a -20ºC, al menos por 45 min. Enseguida se tomaron alícuotas 

de 1 mi y se transpasaron a en tubos de plástico de 1.5 mi estériles que se 

centrifugaron por 15 min. a 12000 xg a 4ºC, con lo que el RNA se precipitó 

formando una pastilla. Para lavar y deshidratar el RNA se decantó el sobrenadante 
.----------··· .... ·-
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y la pastilla se resuspendió en etanol al 75%, luego se centrifugó por 5 min. a 

12000 xg a 4 ºC (2 veces). Se decantó el etanol y la pastilla se secó por 1 O min. 

·Al final la pastilla de RNA se disolvió en un volumen aproximado de 50 ~ti de agua 

DEPC al 0.1 % y se almacenó a -70ºC. Este procedimiento se realizó con 

guantes de látex estéril cambiándolos al menos por dos ocasiones, manteniendo 

las muestras a 4ºC de manera constante. 

Para el caso de la extracción del RNA total de endotelio se realizó el mismo 

procedimiento que para la extracción de RNA del músculo liso. Debido a que el 

tamaño de la muestra fue mucho menor, (el peso total de las células endoteliales 

fue de aprox. 10 mg.) se ajustaron los volúmenes de los reactivos utilizados para 

la extracción fenolica. Este proceso se llevo a cabo para los cordones umbilicales 

de productos de sexo femenino y masculino y también para los fragmentos de 

cordón umbilical de las tres diferentes porciones: distal, media y proximal al feto. 

5.5 DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACION, PUREZA e INTEGRIDAD 

DEL RNA: 

Para conocer la concentración que tiene el RNA obtenido de los dos tipos 

celulares de ambos vasos, se tomó una pequeña alícuota del RNA obtenido y se 

preparó una dilución 1: 100 con agua DEPC y se midió la absorbancia a 260 nm y 

a 280 nm en un espectrofotómetro con lámpara UV. Una vez que se obtuvieron las 

valores de absorbancia de los RNAs se realizó la siguiente ecuación para 

conocer los valores precisos de concentraciones de RNA: 

CONCENTRACIÓN (ng/~d) =(ABSORBANCIA a 260 nm) (VOLUMEN TOTAL) (40) 
(VOLUMEN DE MUESTRA) 

Para conocer la integridad del RNA extraído se sometió una muestra del 

mismo a electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1 %. La técnica de 

electroforesis se basa en el corrimiento de las muestras a través de la matriz 

porosa formada por la agarosa polimerizada, siendo el tamaño del poro 

determinado por la concentración de este reactivo en una solución de sales. Al 

aplicarse una corriente eléctrica a través del gel, los ácidos nucleicos que poseen 
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una carga negativa conferida por los grupos fosfato, migran hacia el ánodo en 

condicionesde'pH~heütro. (Maniatis et al., 1989). 

El g~l;~·d~·ff~Fái~"'.al 1%, adicionalmente contiene 0.5 ~1g/ml de bromuro de 
' '·)_·' .. -:~·>~';:''.·:: {~~·?''.~; ~~~<~'.f:} ;:.:, 

etidio, este_cbmpué~tO es un colorante fluorescente a la luz UV que posee en su 

estruct~ra ·~;f;~1W/f1{~~'Jj~·n~ que brinda a la molécula la capacidad de intercalarse 
·.::_ .. : :·:~"_: .. :~~.::~--~ -~;~-rl_:_:, :~{)-i - ,,~_. ,, 

entre las;;base.s~;dé los ácidos nucleicos. Para preparar este gel además se 
·~·e·::·, .·i::: .·-,-.. ~~~:::~ ~~:~;~\;-,}~;. '.~ '~·~. -

requirieron l~s·sigúientes reactivos: Amortiguador 1 x de Tris-base 890 mM, ácido 
<•;, 

bórico 89Q mM y EDTA 2 mM que funciona como intercambiador de iones durante 

el corrimiento electroforético (Maniatis et al., 1989). Agarosa y cámara de 

electroforesis con peine previamente lavados con agua DEPC y NaOH 0.2 N. El 

tamaño del gel empleado fué de 11.5 x 13.5 cm con un espesor de 0.8 mm 

aproximadamente. Se mezcló 1 ~d de la muestra de RNA con 5 ~d de colorante 

de corrida, el cual contiene azul de bromofenol al 0.1 % y glicerol al 30%. El voltaje 

al que se corrieron las muestras de RNA en el gel de agarosa fue de 100 voltios. 

Para visualizar el RNA en el gel, este se transilumina en una lámpara de luz 

ultravioleta a 260 nm. La radiación UV es absorbida por el DNA y emitida al 

bromuro de etidio que a su vez reemite la radiación a 590 nm en la región rojo 

naranja del espectro visible, entonces se le toma una fotografía y se almacena 

para los resultados. 

5.6 ENSAYOS DE RT- PCR SEMICUANTITATIVO. 

Recientemente, se han desarrollado varios adelantos moleculares que 

involucran la detección y cuantificación de moléculas individuales de RNA. Una de 

las técnicas más sensibles para este análisis es la reacción en cadena de la 

polimerasa por transcripción reversa (RT-PCR), la cual tiene la ventaja de 

detectar bajas copias de RNA mensajero a partir de una pequeña cantidad de 

células. 

Debido a que el proceso de amplificación es exponencial, una pequeña 

diferencia en alguna de las variables que controlan la amplificación pueden afectar 

de gran manera la cantidad de DNA producido. Un método producido para la 
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cuantificación de RNA compara la señal de RT - PCR de un RNA determinado 

con la señal dada por el RNAm de un gen constitutivo (Chelly et al., 1990). 

Para el análisis de la cantidad de RNAm de cada uno de los componentes del 

complejo SG-SPN, el RNA total obtenido de las células de músculo liso vascular y 

endotelio de la vena y la artería de cordón umbilical fue sometido al método semi­

cuantitativo de transcripción reversa-reacción en cadena de la polimerasa (RT­

PCR) (Forster, 1994), para lo cual se requirió de la elaboración del cDNA ·y 

posteriormente se realizaron los ensayos de PCR. 

5.6.1 SÍNTESIS DE cDNA: 

El DNA complementario o cDNA es una molécula de DNA copiada a partir de un 

RNA mensajero por medio de transcripción reversa, por lo tanto carente de los 

intrones presentes en el DNA geonómico (Lodish et al 1995). Esta técnica se 

realiza una vez que se ha obtenido el RNA total del tejido y se fundamenta en la 

creación de una cadena complementaria del mRNA, el cual funciona como molde, 

con la participación de los hexameros al azar que funcionan como primers y de los 

nucleótidos que funcionan como sustrato para la transcriptasa reversa, de lo que 

resulta una doble hebra de DNA complementario (Alberts et al., 1994). El molde de 

cDNA o DNA copia para los ensayos de RT-PCR fue sintetizado a partir del RNA 

total por medio de transcripción reversa utilizando el método de hexameros al 

azar, el cual se realizó en dos fases y es de la siguiente manera: 

Una vez obtenida la concentración del RN~ de cada uno de los tipos celulares 

analizados se calculó el volumen necesario para tener 1 ~tg y posteriormente se 

realizó la siguiente reacción: 

Primera fase de la reacción: 

2 ~Lg de RNA 

0.5 ~d de hexameros 100 ~LM 

agua para llevar el volumen final de ambas fases de la reacción a 20 ~d 

Segunda fase de la reacción: 

4 ~d de amortiguador 5x para cadena molde el cual contiene 50 mM de Tris-HCI 

pH 8.3, 75 mM KCI y 3 mM de MgCI 2. 



1 ~d de.· mezcla de dinucleótidos trifosfato (dNTP's) a las siguientes 

concenwaci?íl~és: 2 mM de adenina trifosfato (d ATP), 2 mM de citosina trifosfato 

(d CTP),c2 mr\lri:Je guanina trifosfato (d GTP), 2 mM de timina trifosfato (d TTP), 

neutrali~add~ ·~ pH 7 con NaOH.1 O mM. 

1 ~d ·· (SÚhd) de la enzima transcriptasa reversa MMLV (virus de la leucemia 

niurina de Moloney) 

2 pi del detergente DTT (dithiothreitol) como inhibidor de RNAsas. 

La primera fase de la reacción la cual contiene el RNA, se sometió a un ciclo 

de desnaturalización a 72ºC por 3 minutos en un termociclador , transcurrido este 

tiempo se sacó de inmediato el tubo que contiene la reacción del termociclador y 

se puso en hielo. En seguida se llevó a cabo la segunda fase de la reacción, en 

la que se le agregó a este primer tubo la mezcla de la reacción, que contiene la 

enzima transcriptasa reversa. Una vez que se adiciono esta mezcla, se sometió a 

un ciclo de síntesis del cDNA a 37ºC por 60 min. en el termociclador. Finalmente 

la mezcla de reacción se somete a un ciclo de 72ºC por 7 min en el termociclador. 

Una vez que terminaron todos los ciclos el cDNA se almacenó a -20ºC. 

5.6.2 REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR): 

La PCR consiste en la amplificación logarítmica de un segmento definido de 

DNA. Para amplificar las regiones trancritas de los miembros del complejo SG­

SPN, las secuencias de los oligonucleótidos que fueron utilizados son las 

siguientes: SG-~ sentido 5'- ATGCGTGAGAAGGCTGTTGA-3' (nt 106 a 126), 

antisentido 5'-TTTGGTCCAATGCGAATCAC-3' (nt 307 a 327), secuencia en 

GenBank E15251, el tamaño esperado del amplificado es de 221 bases; SG-y 

sentido 5'-TACTCATCATCCTCGTTGTG-3' (nt 252 a272), antisentido 5'­

TACAGTCACATTCTGGGTTG-3' (nt 444 a 464) secuencia en GenBank E15252, 

el tamaño esperado del amplificado es de 212 bases; SG-E sentido 

5'-TCCACCTTACCCAAAACCTG-3' (nt 252 a 272), antisentido 5'­

AACGGGAAGTCTTCTGCAGA-3' (nt 493 a 513) secuencia en GenBank 

AF036364, el tamaño esperado del amplificado es de 261 bases ; SG-8, sentido 

5'- ACACCTAATGTCAGGGCAGAC-3' (nt 576 a 597), antisentido 5'-
~--·-----·----------, 
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TCTGTccn:cJpf.TCC.CTPAC-3' (nt 738 a 759) secuencia en GenBank U58331, 

el ta.mañ? esp~r~c.to.c,de.l,c;¡mplificado es de 183 bases. Para el SG-a los primers 

utllizado$~.f~~'r6:n:;·~tfríW~6 :s\GCAA TTGGTGAGCAGAGCAGCAGAT-3' (nt 118 a 

153) ··~~Íl.~~htÍªc»l·~·~¿dtGCAATGTGACCCTGGTGGATAA-3' (nt 396 a 421) 

secuenci~·.'~¡, ;Geh'Bank E15249, el tamaño esperado del amplificado es de 650 

_ bases: .·· ·._• P~r~ el sarcospan los primers fueron, sentido 5'-

CTAGTCAGGGACACTCCA TT-3' (nt 244 a 264), antisentido 5'-

GGCACTCAGCAGAAAGTATAA-3' (nt 371 a 392) secuencia en GenBank 

AF016028, con un tamaño esperado de amplificado de 147 bases. Como control 

interno se amplificó simultáneamente un fragmento de GAPDH (gliceraldehido 3 

fosfato deshidrogenasa) con los siguientes primers sentido 5'-

A TCCCA TCACCA TCTTCCAG-3' (nt 275 a 295), antisentido 5'-

TGTGGTCATGAGTCCTTCCA-3' (nt 572 a 592) secuencia en GenBank 

NM002046, con un tamaño esperado de amplificado de 317 bases. Los ensayos 

de PCR fueron realizados con los siguientes reactivos y con el método tradicional: 

2.5 ~d de cDNA 

0.2 ~d de Taq-Polimerasa (5U/~d) 

0.5 ~ti de dNTP's a las siguientes concentraciones: 2 mM de d ATP, 2 mM de 

d CTP, 2 mM de d GTP, 2 mM de TTP, neutralizados a pH 7 con NaOH. 

2.5 ~d de amortiguador 1 Ox para PCR, el cual contiene 0.5 M de KCI, 0.1 M Tris-

HCI pH 8.4, 

1.5 ~ti de MgCl2 15 mM 

0.5 ~ti de cada uno de los primers utilizados para cada sarcoglicano (5pmoles) 

agua para llevar la reacción a 25 ~ti 

Las condiciones de PCR fueron las siguientes: 

Un ciclo de desnaturalización de la doble cadena de cDNA a 95ºC por 5 min, 

seguido de 32 ciclos de PCR de 30 segundos a 95ºC de desnaturalización, 30 

seg. de alineamiento de los primers a 62ºC en el caso del sarcoglicano 13 y 15; 

59ºC, en el caso de los sarcoglicanos E, y y sarcospan; 72ºC para el caso del 

sarcoglicano a . 72ºC por 30 seg de extensión de los primers alineados en el caso 

---··--····--- ·--·1 
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de todos los SG'sy por ultimo 72ºC por 7 min. de extensión final. Transcurridos 

los 32 ciclosde.reacción la muestra se almacenó a -20ºC 

Los i:fr()Ciúéf()s obtenidos del PCR se corrieron en electroforesis en gel de 

agaros.~jic:ir.i~o,~tal al 2% teñido con bromuro de etidio 0.5 ~Lg/ml. De los 25 ~LI 
··,.¡ -· 

tot~les d~I próducto de PCR se tomaron 1 O ~d y se mezclaron con 5 ~LI de 

coloraritei.de corrida, azul de bromofenol al 0.1 % y 30% de glicerol para el caso 

del SG-d; para el caso de los SGs p, y, 8, i:: y SPN el colorante de corrida es 

cianolxileno al 0.1 % y 30% de glicerol. Para la preparación del gel se requirieron 

los siguientes reactivos: agarosa, amortiguador de corrida 1 X el cual contiene tris­

base 89 mM, ácido bórico 89mM y EDTA 2 mM (Maniatis et al. 1989). Las 

dimensiones del gel utilizado fueron de 11 x 13.5 cm y se corrió a un voltaje de 

100 voltios. Los productos amplificados por PCR se visualizaron en el gel por 

medio de una lámpara UV, se les tomo una fotografía y posteriormente se 

cuantificaron los productos de RT-PCR obtenidos a través de densitometría y se 

normalizaron los valores obtenidos del transcrito del sarcoglicano correspondiente 

entre el control GAPDH. 

5.7 CINÉTICAS DE COAMPLIFICACION. 

Para realizar el análisis semicuantitativo de todos los transcritos del complejo 

SG-SPN, se hicieron ensayos de cinéticas de coamplificación por medio de RT­

PCR utilizando los transcritos de los miembros del complejo SG-SPN y el 

transcrito de la enzima gliceraldheido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) el cual 

es un gen constitutivo de la mayoría de los tipos celulares y en este caso funge 

como control interno de la reacción y además sirve para la normalización de los 

valores obtenidos por medio de densitometría de los transcritos del complejo SG­

SPN amplificados por RT-PCR. 

Las cinéticas de coamplificación se realizaron con los siguientes reactivos y 

de la siguiente manera: 

2.5 ~d de cDNA 

0.2 pi de Taq-Polimerasa 

TE CfC1 r.ff¡1J 
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0.5 pi de dNTP's a las siguientes concentraciones: 2 mM de d ATP, 2 mM de 

d CTP, 2 mMde d GTP, 2 mM de TTP, neutralizados a pH 7 con NaOH. 

2.5 ~ti de amortiguador 10x para PCR, el cual contiene 0.5 M de KCI, 0.1 M Tris-

HCI f)H 8.41 . 

1.5 ~ti deMgCl2 15 mM 

0.5 ~ti de cada uno de los primers utilizados para amplificar cada sarcoglicano. 

0.5 ~ti de cada uno de los primers utilizados para amplificar el transcrito del gen 

constitutivo (GAPDH). 

agua para llevar la reacción a 25 ~ti 

NOTA: exclusivamente para el caso de la ca-amplificación del transcrito del SG-a 

y GAPDH se utilizo DMSO (dimetil sulfoxido) a una concentración del 4% en el 

volumen final de la reacción, este reactivo se utiliza para eliminar bandas 

inespecíficas en la reacción, debido a su condición como desnaturalizante de asas 

en el DNA. 

Las condiciones de la PCR fueron las mismas que para la amplificación de 

cada transcrito del complejo SG-SPN de manera individual, solo que en este 

ensayo los productos de la reacción de PCR se analizaron en los ciclos 20, 22, 

24, 26, 28, 30, 32 y 34. 

Las condiciones de amplificación para el transcrito del SG-a requirió de los 

siguientes cambios: 

Un ciclo de desnaturalización de la doble cadena de cDNA a 95ºC por 5 min, a 

partir de los siguientes parámetros; se realizaron 32 ciclos de PCR, 30 segundos 

a 95ºC de desnaturalización, 30 seg a 62ºC para alineamiento de los primers, 30 

seg a 72ºC para la extensión y por ultimo 72ºC por 7 min. de extensión final. 

La muestra de cada uno de los ciclos de PCR que se utilizaron, se visualizó 

por medio de electroforesis en gel de agarosa horizontal a una concentración del 

2%, teñido con bromuro de etidio como se menciono con anterioridad. Todos los 

ensayos fueron realizados por triplicado. 
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5.8 INMUNOFLUORESCENCIAS. 

Con el fin de determinar la localización de cada uno de los componentes del 

complejo SG-SPN en las células de músculo liso vascular y endotelio de cordón 

umbilical se tomaron fragmentos de la vena y la arteria umbilicales de 

aproximadamente 2 cm de largo los cuales se sellaron con hilo de sutura por uno 

de los extremos, por el extremo que quedo libre se rellenaron con resina de 

fijación (Tissue Tec) con la ayuda de una jeringa y una aguja de punta roma. Una 

vez que se rellenaron los vasos se selló este otro extremo de la misma manera 

que el extremo anterior con hilo de sutura. De inmediato se montaron sobre una 

hoja de corcho se cubrieron por completo con Tissue Tec, y enseguida se 

sumergieron las preparaciones en isopentano frío. Para enfriar el isopentano, se 

virtieron 300 mi. de este reactivo en un recipiente de aluminio, este se colocó 

dentro de una palangana que contenía nitrógeno liquido sin permitir su mezcla 

con el isopentano. La temperatura del isopentano es adecuada cuando se forman 

en el recipiente de aluminio precipitados blancos. Una vez que la resina solidificó 

dentro del isopentano se recuperaron las muestras y se almacenaron de inmediato 

a -70ºC. Posteriormente se hicieron cortes transversales de un grosor de 7 ~1m de 

ambos vasos en un criostato. Los cortes se montaron y se adhirieron sobre un 

portaobjetos el cual previamente fue sumergido toda la noche a temperatura 

ambiente en una solución de poli-L-lisina disuelta 1: 1 O con agua desionizada. Los 

cortes ya montados sobre el portaobjetos se permeabilizaron por 3 min. con Tritón 

X 100 al 0.3% v/v en PBS 1 X frío, transcurrido el tiempo se lavaron las 

preparaciones con PBS 1X por 5 min. Para bloquear la señal de fondo los cortes 

se incubaron con solución bloqueadora la cual se comp<?ne de amortiguador de 

sales de fosfato de sodio 0.5 M, albúmina sérica de bovino al 5 % p/v y 0.5% p/v 

de gelatina de laboratorio durante 60 min. a temperatura ambiente. Transcurrido 

este tiempo se incubaron los cortes con el anticuerpo primario para los 

sarcoglicanos a (NCL-a-SARC) que reconoce la región carboxilo de la 

proteína; ~ (NCL-b-SARC) que reconoce la región amino de la proteína; y (NCL­

g-SARC) que reconoce la región carboxilo de la proteína; y o (NCL-d-SARC) que 

reconoce la región amino terminal de la proteína; anticuerpo contra la región 
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carboxilo de la distrofina (NCL-Dys 2); aflticúerpo contra la región amino de la 
_. . "' ; - - ' - -- - ' - . . . ~ - - .o- - . ' . . 

distrofina (NCL-Dys }) ,(labc:iratoriO~ Novo Castra) los cuales fueron utilizados 

como marcaddr d~ rnúsculó liso, a una dilución de 1 :200 con PBS 1X por 3 hr. a 

temperatura a.~biente o 4ºC toda la noche. Para los anticuerpos anti SG-E (C-17) 

que recónoée lá región carboxilo terminal de la proteína, anti utrofina región amino 

(N-19) y:,(lhti utrofina región carboxilo (H-300), asi como anti región carboxilo de~­

distrogffdano (C-20), anti región carboxilo terminal de la proteína a-distrobrevina 

(V-19), anti caveolina-1 (H-97) (Laboratorios Santa Cruz) la dilución manejada fue 

1 :100 en PBS 1X bajo las mismas condiciones de incubación. Para el caso del 

anticuerpo anti-sarcospan diseñado y obsequiado generosamente por el Dr. 

Dominique Mornet la dilución utilizada fue 1: 100 en solución de bloqueo bajo las 

mismas condiciones de incubación. El anticuerpo utilizado como proteína 

especifica o marcador de endotelio fue anti caveolina-1 (H-97) (CAV-1) dirigido 

contra la porción carboxilo terminal de la proteína (Laboratorios Santa Cruz) a una 

dilución de 1: 100 en PBS 1 X bajo las mismas condiciones de incubación. Al 

término de este tiempo se lavaron las preparaciones tres veces con PBS 1 X frío 

por 5 min cada vez. Enseguida se incubaron por una hora a temperatura ambiente 

con el anticuerpo secundario que es inmunoglobulina G (lgG) de ratón acoplada a 

un fluorocromo cianina (Cy3) a una dilución de 1 :250 en PBS 1 X para el caso de 

los anticuerpos anti SGs a, ~,y y, 8, distrofina región carboxilo (Dys 2) y distrofina 

región amino (Dys 3). Para el caso de los anticuerpos anti SG-E, y anti utrofina 

región amino el anticuerpo secundario que se utiliza es lgG de cabra acoplada al 

mismo fluorocromo, la dilución utilizada fue 1 :200 en PBS 1 X bajo las mismas 

condiciones de incubación. El anticuerpo anti utrofina región carboxilo, el anti 

CAV-1, utilizan como anticuerpo secundario lgG de conejo acoplado con el 

fluorocromo isotiocianato de flouresceina (FICT) bajo las mismas condiciones de 

dilución e incubación que el Cy3. Para el caso especifico del anticuerpo 

secundario que reconoce al anticuerpo primario anti-sarcospán este fue FICT anti­

conejo en dilución 1: 100 con solución de bloqueo, bajo las mismas condiciones de 

incubación. Transcurrido el tiempo de incubación con el anticuerpo secundario, se 
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lavaron las muestras cuatro veces con PBS 1 X frío, 5 minutos cada vez. 

Posteriormente a las muestras se les quito el exceso de solución amortiguadora y 

se les adicionó 5~d de medio de montaje Vecta Shield con DAPI (Labiratorios 

Vector), el cual tiñe los núcleos de inmediato se colocó el cubreobjetos sobre la 

muestra y se sellaron las orillas del mismo con un poco de barniz de uñas para 

evitar que la muestra se seque y que el cubre objetos se deslice sobre el 

portaobjetos (Kaaren y Janssen, 1989). Se dejaron secar un poco y se 

observaron las muestras en el microscopio de fluorescencia. 

La manera de realizar las dobles inmunofluorescencias fue la siguiente: 

Primero se incubaron los cortes de ambos vasos con el anticuerpo primario 

anti caveolina-1 (marcador endotelial), posteriormente se incubó el anticuerpo 

secundario, se hicieron los lavados correspondientes y se incubó el anticuerpo 

primario contra la proteína de interés y posteriormente el anticuerpo secundario 

correspondiente, como ya ha sido establecido. En el caso de la doble 

inmunofluorescencia para la proteína sarcospán esta se ensayo con las proteínas 

SG-p, 8, i::, región amino y carboxilo de la distrofina, así como [3-distroglicano, sin 

importar el orden de incubación de los anticuerpos primarios, seguido de la 

incubación de sus correspondientes anticuerpos secundarios especie especifcos, 

bajo las condiciones antes mencionadas. Al termino de los lavados, el proceso de 

montaje del cubre objetos sobre las muestras es el mismo que para las 

inmunofluorescencias sencillas, al finalizar se observaron al microscopio de 

fluorescencia (Hagiwara et al., 2002). Una colocalización de dos proteínas con 

diferente marca fluorescente implica un viraje de color de los fluorocromos 

originales a un color resultado de la mezcla de estos dos, por ejemplo FICT 

(verde) más Cy3 (rojo) da como resultado tonalidades amarillo-naranja. Mientras 

que en las regiones de tejido donde no exista colocalización de proteínas los 

fluorocromos permanecerán con su color original. 

De esta manera y tomando en cuenta el patrón de expresión de la proteína 

marcadora se puede inferir las zonas de expresión de las proteínas de interés. 
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VI. RESULTADOS 

6.1 EXPRESIÓN DE LOS TRANSCRITOS CODIFICANTES DEL COMPLEJO SG­

SPN EN MÚSCULO LISO VASCULAR DE CORDÓN UMBILICAL 

Para el análisis de la expresión de los transcritos codificantes de los 

componentes del complejo SG-SPN, se extrajo RNA total de vena y arteria de 

ambos vasos del cordón umbilical humano en fase terminal de gestación como 

único criterio de inclusión, independientemente del tipo de parto del recién nacido. 

Adicionalmente se realizaron extracciones de RNA de los tejidos de interés a partir 

de cordón umbilical de sexo femenino y masculino con la finalidad se saber si 

existían diferencias en los niveles de expresión de los genes estudiados como 

posibles moléculas involucradas en procesos de recepción de hormonas 

sexuales. Además, también se realizó extracción de RNA de las porciones 

proximal, media y distal del cordón umbilical del recién nacido tanto de músculo 

liso como de endotelio de ambos vasos, teniendo como objetivo conocer el patrón 

de expresión de los genes estudiados a lo largo del cordón umbilical (fig. 6). 

Se obtuvo una concentración de RNA de 100 -200 ng/~d. de cada uno de los 

tejidos, lo cual fue óptimo para llevar a cabo los ensayos de RT-PCR. En la figura 

6 se puede observar el corrimiento electroforético de los RNAs obtenidos a partir 

músculo liso de vena y arteria así como de endotelio de ambos vasos del cordón 

umbilical, tanto de sexo masculino como femenino (fig. 6). También se realizó 

extracción de RNA total de las porciones proximal media y distal al feto, así como 

también de músculo esquelético humano (dato no mostrado), mismo que se utilizó 

en algunos ensayos como control positivo. Una vez cuantificado y habiendo 

verificado la integridad de los RNAs a utilizar, se procedió a continuar con los 

ensayos de RT-PCR. 

Para llevar a cabo los ensayos de RT-PCR, se diseñaron oligonucleótidos 

específicos para cada uno de los transcritos de los miembros del complejo SG­

SPN, así como de la enzima GAPDH, cuyo transcrito fue considerado como 

control endógeno o constitutivo. Como resultado de la RT -PCR se obtuvieron los 
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EV EA MLV MLA 

A RNAr 28s 

RNAr 28s 
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8 RNAr 28s 

RNAr 28s 

Fig. 6 Analisis de la integridad del RNA extraído a partir de vena y arteria de 
cordón umbilical humano. Corrimiento electroforetico en gel de agarosa al 
1 % teñido con bromuro de etidio. RNA total vasculatura de cordón umbilical 
se sexo femenino (A) y de sexo masculino (B) EV=endotelio de vena; 
EA=endotelio de arteria; MLV=musculo liso de vena; MLA=musculo liso de 
arteria. 
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amplificados de los tamaños.esperados: 147 pares de bases (pb) para el caso del 

sarcospán: Jl:3ª}b.;para el SG-8; 212 pb para el SG-y; 221 pb para el SG-p; 261 

pb para el."s§:i;·~;.7,3o,pb para el SG-a e y el tamaño esperado del amplificado para 
·:' ··:··· : .. < .. : 

la GAPDl-f. es de :317 pb. (fig. 7). Los mRNAs de los SG p, i5, E y del SPN se 

expresaron en niveles elevados tanto en vena como en arteria. En el caso del SG­

Y la expresión fue cualitativamente menor en comparación con lo observado para 

los otros sarcoglicanos y con el nivel de expresión observado para el músculo 

esquelético. Se observó un patrón similar de expresión para el SG-a, que sin 

embargo, se detecta en mayor concentración que el SG-y. (Fig. 7). 

6.2 CINÉTICAS DE COAMPLIFICACION POR RT-PCR DEL COMPLEJO SG­

SPN Y GAPDH 

Habiendo corroborado la expresión de todos los transcritos del complejo SG-SPN 

en el músculo liso vascular de cordón umbilical, se procedió a analizar los niveles 

de expresión de los mismos. Para obtener los datos semicuantitativos es 

necesario contar con un control interno de expresión constitutiva. Este transcrito 

se amplifica en la misma reacción de RT-PCR que el transcrito a analizar, es decir 

que se lleva a cabo un ensayo de coamplificación. Esto nos sirve para normalizar 

los valores obtenidos tomando en cuenta cualquier variación en la reacción de 

amplificación, que se refleja directamente en la cantidad de producto obtenido del 

control interno. Para este propósito, decidimos utilizar el transcrito de la enzima 

GAPDH, cuyos niveles deben permanecer constantes de manera independiente a 

los del complejo SG-SPN. Para obtener los valores relativos de expresión de los 

transcritos a cuantificar, es necesario llevar a cabo una cinética de amplificación 

en la que se determine el ciclo óptimo para detectar diferencias en la cantidad de 

producto de PCR resultante. Esto sucede durante la fase exponencial de 

amplificación, antes de que la reacción alcance la fase estacionaria, en cuyo caso 

las diferencias serían prácticamente indetectables. Al mismo tiempo, se debe 

analizar este parámetro en el control constitutivo, ya que está sometido a las 

mismas condiciones de amplificación y es cuantificado siguiendo el mismo 
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317 pb 
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Fig. 7 Analisis de la expresión por RT-PCR de complejo SG-SPN en musculo 
liso de arteria y vena de cordón umbilical. Corrimiento electroforetico en gel de 
agarosa al 1.5% teñido con bromuro de etidio. Los RNA mensajeros de los SG's 
~.y, o, sarcospan (SPN) y gliceraldheido 3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH) (a), 
SG-c: (b) y SG-a. (e) fueron amplificados a partir de RNA total de vena (V) y 
arteria (A) del cordón umbilical por medio de RT-PCR utilizando oligonucleotidos 
especificas. Para el caso de los SG's a y y se utilizó como control positivo el 
amplificado a partir de músculo esquelético (ME). M: marcador de peso 
molecular escalera de 50 pares de bases (pb), CN: control negativo sin cDNA. 
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principio~ Finalm,eDte:,, SE3 ,elige,el ciclo óptimo en que ambos productos de PCR se 

encuentren enf~s~'~xp~ne~cial y sean perfectamente detectables. 

La ci~éti6~~}ci~;';cciarhp1Ificación se llevó a cabo tomando muestras de los 

ciclos 1 Bi 2B,:J~2¡F;4;~~gf2~i ;O y 32 de la PCR. Como se puede observar en la 
'.::·"._:·---~'..~:;, ,:;'/:~~:~~~:+é<;·<:~.:'.~~>·:~.~:.·· ,. ' 

figura $<1~9a,:9~1:~J~s'.{?:¡;franscritos del complejo SG-SPN se coamplificaron 
:;·,_;i <';'"!0'.)~li:~~ ::'}~X ,~(?f:;',i1.J< 

aceptableaj'ente;cori'el control interno GAPDH lo cual nos indica que este gen 

preseht~:r:4ha'expresión uniforme en nuestro modelo de estudio, lo que lo hace 

sumameñt~' confiable para los ensayos semi-cuantitativos. Se hizo el análisis 

densitométrico de cada uno de los productos de PCR y los valores obtenidos 

fueron graficados (fig. 9). De acuerdo a los valores obtenidos, decidimos tomar el 

ciclo 30 como el óptimo para llevar a cabo los ensayos semicuantitativos, ya que 

es en este ciclo en el que los productos de PCR se encuentran en fase 

exponencial, de tal forma que nos permite detectar diferencias de expresión. A 

partir del ciclo 32 de amplificación se pudimos observar que los amplificados 

comienzan a entrar en la zona estacionaria o de decaimiento de la amplificación, 

en dicho punto se comienzan a perder las diferencias existentes entre el control 

endogeno y el transcrito de nuestro interés. 

6.3 ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE LOS TRANSCRITOS CODIFICANTES 

DEL COMPLEJO SARCOGLICANO-SARCOSPAN EN ENDOTELIO DE ARTERIA 

Y VENA DE CORDÓN UMBILICAL 

Para el análisis de la expresión de los transcritos de los componentes del 

complejo SG-SPN en endotelio, se extrajo RNA total de endotelio de ambos vasos 

del cordón umbilical bajo las mismas características de inclusión que para el caso 

del músculo liso. Adicionalmente se realizaron extracciones de RNA de endotelio 

de cordón umbilical de sexo femenino y masculino, además de endotelio de 

ambos vasos de las porciones proximal, de igual forma que para el músculo liso. 

A partir de endotelio se obtuvo una concentración de RNA total de 50 -100 

ng/pl, lo cual fue suficiente para llevar a cabo los ensayos de RT-PCR. Una vez 

cuantificado y habiendo verificado la integridad de los RNAs a utilizar, se procedió 
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SG-E 

Figura 8. Cinéticas de coamplificación de los transcritos del complejo SG-SPN y 
GAPDH. Electroforésis en gel de agarosa al 1.5% de los productos de PCR 
correspondientes a las cinéticas de coamplificación de los transcritos del 
complejo SG-SPN de vena umbilical de 18 a 32 ciclos. M:marcador de peso 
molecular en escalera de 50 pb CN:control negativo de la reacción sin cDNA. 
A:SG-~; B:SG-8; C:SPN; D:SG-a; E:SG-y; F:SG- E 
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Figura 9.- Cinetica de coamplificación del (A) SG-8 y GAPDH, (B) del SG-a y GAPDH 
(C) del SG-y y GAPDH, (D) del SPN y GAPDH (E) del SG-13 y GAPDH y (F) del SG-E 
y GAPDH en músculo liso de vena de cordón umbilical. El eje "ciclos de PCR" indica el 
numero de ciclos de PCR, el eje "area bajo la curva" indica el valor de la intensidad 
relativa de la banda amplificada de los SG's, SPN y GAPDH y teñida en el gel. 
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a continuar con los ensayos de RT-PCR. En lo que respecta al análisis de los 

transcritos .. del.: complejo SG-SPN en el endotelio de ambos vasos, se debe 

mencion~rquees el primer reporte en el que se analiza la expresión del complejo 

en este tipo~~lular, los hallazgos fueron interesantes, se pudieron detectar los 

mRNAs d.e los SGs ¡3, 8, E y SPN en un nivel elevado de expresión como lo 

demuestra el análisis semi-cuantitativo tomando como control el nivel de expresión 

del tran;d.rito del gen GAPDH, con el cual se normalizaron los valores obtenidos 

de los transcritos analizados (figs 10-14). El transcrito del SG-E fue el que se 

detectó en menor nivel en el endotelio mostrando diferencias significativas con 

respecto a los niveles de expresión observados para músculo liso de ambos 

vasos (fig. 15). 

Estos resultados son interesantes debido a que detectamos la presencia de 

los transcritos de los SG 's ¡3, 8, E y sarcospán como se puede observar en la 

figura 1 O, 11 y 12 respectivamente en los tamaños esperados por medio de RT­

PCR utilizando los mismos pares de primers que fueron utilizados para amplificar 

el complejo en músculo liso. Los mRNAs de los SG a (dato no mostrado) y y (fig. 

11) no se detectaron en células endoteliales de ninguno de los vasos a diferencia 

de lo que se observó en el músculo liso vascular en donde si se detectó su 

expresión tanto en vena como en arteria (fig. 12 y 11 respectivamente). Es 

importante señalar que no se observaron diferencias en los niveles de expresión 

de los transcritos de los sarcoglicanos en los cordones umbilicales de ambos 

sexos (fig. 1 O, 11, 12 y 13 ) ni en las tres regiones del cordón umbilical analizadas 

(dato no mostrado), por lo que en adelante se trabajó indistintamente con 

cualquier región. 
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Fig. 10.- Ana lisis de la expresión por RT-PCR del SG-P y SG-8 
coamplificado con GAPDH a partir de RNA total de musculo liso y 
endotelio de vena y arteria de cordón umbilical de neonato femenino y 
masculino. PM=marcador de peso molecular 50 pares de bases (pb); 
CN=control negativo EA=endotelio de arteria; EV=endotelio de vena; 
MLA=musculo liso de arteria; MLV=musculo liso de vena; F=femenino; 
M=masculino. 
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Fig. 11.- Analisis de la expresión por RT-PCR del SG-s y SG-y 
coamplificado con GAPDH a partir de RNA total de musculo liso y 
endotelio de vena y arteria de cordón umbilical de neonato femenino y 
masculino. PM=marcador de peso molecular 50 pares de bases (pb); 
CN=control negativo EA=endotelio de arteria; EV=endotelio de vena; 
MLA=musculo liso de arteria; MLV=musculo liso de vena; F=femenino; 
M=masculino 
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Fig. 12.- Analisis de la expres1on por RT-PCR del sarcospan 
coamplificado con GAPDH a partir de RNA total de musculo liso y 
endotelio de vena y arteria de cordón umbilical de neonato femenino y 
masculino PM=marcador de peso molecular 50 pares de bases (pb); 
CN=control negativo EA=endotelio de arteria; EV=endotelio de vena; 
MLA=musculo liso de arteria; MLV=musculo liso de vena; F=femenino; 
M=masculino. 
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Fig. 13.- Analisis de la expresión por RT-PCR del SG-a coamplificado 
con GAPDH a partir de RNA total de musculo liso de vena y arteria de 
cordón umbilical de neonato femenino y masculino PM=marcador de 
peso molecular 50 pares de bases (pb); CN=control negativo; 
MLA=musculo liso arteria; MLV=musculo liso de vena; F=femenino; 
M=masculino 
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Fig. 14.- Expresion relativa de los transcritos del complejo SG-SPN en musculo 
liso de arteria y vena de cordón umbilical de neonato masculino y femenino. 
Valores normalizados con el control endogeno (GAPDH) a 30 ciclos de PCR 
MLAF=musculo liso arteria femenino; MLAM=musculo liso arteria masculino; 
MLVF=musculo liso vena femenino: MLVM=musculo liso vena masculino. 
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6.4 ANÁLISIS SEMI-CUANTITATIVO DE LA EXPRESIÓN DEL COMPLEJO SG­

SPN EN MÚSCULO LISO Y ENDOTELIO DE VENA Y ARTERIA DEL 

CORDÓN UMBILICAL 

Este análisis se llevó a cabo por medio de un programa computacional el 

cual se encarga de hacer una cuantificación del nivel de intensidad que 

presentan las bandas del amplificado teñidas con bromuro de etidio en el gel de 

agarosa, lo que nos permite conocer la expresión relativa de transcrito amplificado. 

Para analizar los resultados, se normalizaron los valores de la expresión de cada 

uno de los transcritos amplificados entre el valor obtenido del control endógeno 

(GAPDH), (fig. 15) lo cual elimina las variaciones intrínsecas de cada reacción de 

PCR a lo largo de todo el proceso. Una vez normalizados los valores, se graficó la 

expresión relativa de todos los transcritos (fig. 14 y 15). Los resultados 

demuestran que, para ambos vasos, existen ligeras diferencias en los niveles de 

expresión de los transcritos del complejo SG-SPN aunque estas diferencias no 

son significativas como lo demuestra la prueba de desviación estándar, de la 

misma forma no existieron diferencias significativas en el análisis de los dos sexos 

(fig. 14 y 15). En donde se encontró diferencia, fue en los niveles de expresión de 

cada uno de los SG's de manera individual. El transcrito de mayor expresión en 

vena de ambos sexos fue el SG-8 seguido por SPN que se expresa en promedio 

0.95 veces y después por el SG-a, que se expresa en promedio 0.83 veces, a 

éstos los siguen los SGs p y E, que se expresan en promedio 0.79 y 0.78 veces, 

respectivamente, con respecto al nivel más alto de expresión que corresponde al 

transcrito del SG-8. Por último, el transcrito de SG y fue el que mostró una menor 

nivel de expresión de todos los miembros del complejo, con un nivel de 0.47 

veces, en promedio, con respecto al SG-8 en la vena del cordón umbilical de 

ambos sexos. 

En cuanto a los transcritos de arteria, el de mayor expresión fue el 

correspondiente al SG 8, seguido por los transcritos de SPN y SG a que se 

expresan 0.95 y 0.82 veces en promedio, respectivamente con respecto al nivel 

del transcrito del SG-8. El transcrito del SG-P presentó igual nivel de expresión que 
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en la vena yºn~;u?.V(llorde 0.79 veces, el SG E, al igual que en vena, mostró un 

nivel de expresión de 0.66 veces contra el transcrito de mayor expresión. 

Finalmehi'e 1 ';~·d~\ tr~nscrit.o de SG y que es el que menor nivel de expresión 

present~}~,s~'b'~~ervaron los mismos niveles que en vena, es decir, 0.47 veces con 

respectb;~Ltr~hscrito de mayor expresión que fue SG-8. 

En ;$L'anto a los niveles de expresión relativa de los mRNA's del complejo 

SG-SPNéen el endotelio de ambos vasos, SG-a y SG-y no se expresaron en el 

endotelio de ninguno de los vasos. Por su parte los niveles de expresión del 

mRNA del SG-8 fueron los que mayor nivel de expresión presentaron en 

comparación con el resto de los miembros del complejo en el endotelio de arteria 

y vena de ambos sexos. El SG-P presentó un nivel de expresión muy homogéneo 

en el endotelio de los vasos analizados y no existió diferencia en el nivel de 

expresión en ambos sexos, para el endotelio de arteria de sexo femenino el nivel 

de expresión fue de 0.76 veces, en el endotelio de arteria para sexo masculino el 

nivel fue de O. 76 veces, para el caso del endotelio de vena en sexo femenino el 

nivel de expresión fue de 0.76 veces y para el caso del endotelio de vena de sexo 

masculino fue de O. 78 veces, con respecto a los valores del SG-ó. 

El nivel de expresión del transcrito del sarcospán presento los siguientes 

valores; en endotelio de arteria de sexo femenino el valor de expresión fue de 0.88 

veces, en endotelio de arteria de sexo masculino el valor fue de 0.84 veces, para 

el caso del endotelio de la vena de sexo masculino y femenino los niveles de 

expresión fueron iguales con 0.9 veces (fig. 14 y 15). 

El caso más interesante fue presentado por el SG-E ya que su transcrito fue 

el que menor nivel de expresión presentó en comparación con el nivel de 

expresión que presentaron los transcritos del resto de los miembros del complejo 

SG-SPN, para el endotelio de arteria de sexo femenino y masculino el nivel de 

expresión fue de 0.6 y 0.62 veces respectivamente, para el caso del endotelio de 

vena de sexo femenino y masculino los niveles de expresión fueron de 0.8 y O. 77 

veces respectivamente. 

Es importante destacar que no existieron diferencias significativas en los 

niveles de expresión de los transcritos del complejo SG-SPN analizados en el 
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Fig. 14.- Expresion relativa de los transcritos del complejo SG-SPN en musculo 
liso de arteria y vena de cordón umbilical de neonato masculino y femenino. 
Valores normalizados con el control endogeno (GAPDH) a 30 ciclos de PCR 
MLAF=musculo liso arteria femenino; MLAM=musculo liso arteria masculino; 
MLVF=musculo liso vena femenino: MLVM=musculo liso vena masculino. 

TESIS CON 
FALLA DE OHIGEN 58 



. -- ... _ ···----··-· ··----··------------

1.2 ., 
1 

~ 
~ 0.8 

~ 0.6 

~ > 
0.4 

0.2 

o 

a. 

DEAF 

1i1 EAM 

oEVF 

DEVM 

Fig. 15.- Expresion relativa de los transcritos del complejo SG-SPN en endotelio 
de arteria y de vena de cordón umbilical de neonato femenino y masculino. 
Valores normalizados con el control endogeno (GAPDH) a 30 ciclos de PCR. 
EAF=endotelio arteria femenino; EAM=endotelio arteria masculino 
EVF=endotelio vena femenino; EVM=endotelio vena masculino 
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cordón umbilical de los dos sexos, ni tampoco se presento diferencia en el nivel .. 

de expr~n de los tr~~~c:;rita"s en las diferentes porciones del cordón umbilical .· 

analizadas. 

6.5 EXPRESIÓN,DÉL::'G~OMPEEJO SG-SPN Y PROTEINAS RELACIONADAS AL 
, '·· ,.,,i ,·:!,-, .... ?¡~~::,:;,:Jif!f..·~/~~Y?t°~~ff::~~~.t·~~;~¿.\,~. . ~ 

DGC EN C~JQ§E,GC/9NES' DE VENA Y ARTERIA DE COR DON UMBILICAL 
.~:_·~'.~:L~~;~~'.:f~j}~ ~;>-· 

La ptf3ié~~i~',~~; domplejo SG-SPN, (excepto a y y SG), y proteínas asociadas 
." ··;-;-__ ¡ .. · . . , '"1"' 

al DGÓ';.]~les como la distrofina, utrofina, ¡3-distroglicano, a-distrobrevina y 

caveolin~~\' se hizo evidente en .músculo liso vascular de vena y arteria del cordón 

umbilical, mientras que en el endotelio sólo se detectó la presencia del SG-E, 

SPN, utrofina, 13-distroglicano, a-distrobrevina y caveolina 1. Esto se analizó por 

medio de ensayos de doble· inmunofluorescencia e inmunofluorescencia sencilla 

· en criosecciones transversales de ambos vasos como se describe en material y 

métodos. Sin embargo debido a que ambos vasos presentaron el mismo patrón de 

expresión de las proteínas las imágenes de los resultados solo muestran los 

ensayos realizados en arteria umbilical. Para este tipo de ensayos, se utilizaron 

anticuerpos especificas para los sarcoglicanos a, y, 13, 8 y 1::, así como para 

sarcospán, 13-distroglicano, a-distrobrevina, utrofina y caveolina-1. Como control 

positivo de músculo liso se utilizaron anticuerpos específicos contra la porción 

amino y carboxilo de la distrofina, mientras que para el endotelio se utilizó como 

control positivo el anticuerpo contra caveolina-1. Para la estandarización de los 

ensayos se utilizaron cortes transversales de músculo esquelético, de cuyo 

complejo se conoce el patrón de expresión. Como se demuestra en los ensayos, 

los sarcoglicanos 13 (fig. 26 A), E (fig. 16 A), 8 (fig. 27 A) la proteína sarcospán (fig. 

18 B) utrofina (fig. 17 A), 13-distroglicano (fig. 19 A), a-distrobrevina (fig. 34 A) y 

caveolina-1 (fig. 16 B) se expresan en músculo liso de la arteria del cordón 

umbilical de la misma manera que la región amino (fig. 21 A) y carboxilo de la 

distrofina (fig. 20 A). Por su parte sólo las proteínas SG-E (fig. 16 C), SPN (fig. 18 

C), utrofina (fig. 17 C), 13-distroglicano (fig. 19 C), a-distrobrevina (fig. 34 C), 

presentaron expresión en el endotelio así como en el músculo liso de 
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vasos, de la misma forma que la proteína caveolina-1 ~e la cual se esperaba su 

expresión en tejido endotelial (fig. 16 B) este resultado es destacable ya que hasta 

hace, poco tiempo se pensaba que la proteína caveolina-1 se expresaba 

exclúsivamente en endotelio, no obstante reportes recientes demuestran la 

expresión de esta proteína en músculo liso vascular de mono (Hagiwara et al., 

2002). En cuanto a los sarcoglicanos a y y, no se observó su presencia en 

ITlúsculo liso ni en endotelio de vena ni de arteria por esta metodología (dato no 

mostrado). 

Así mismo algunas otras proteínas pertenecientes al DGC tales como 13-

distroglicano, a-distrobrevina, de las cuales no se conocía su expresión en 

endotelio, en este reporte no solo se hace evidente su presencia en .dicho tejido, 

sino que además se propone una posible asociación de estas con algunas otras 

proteínas tanda del complejo SG-SPN como del DGC, para de esta manera dar 

origen a lo que nosotros creemos sean formas alternativas del DGC carentes de 

distrofina en el endotelio. 

Los ensayos de doble inmunofluorescencia (todas las figuras "C") demuestran 

los posibles patrones de colocalización de las proteínas analizadas y nos dan una 

idea de las probables formas alternativas de complejos formadas tanto en músculo 

liso como en endotelio (fig. 36). 

Para una explicación más sencilla y detallada de los resultados mencionados 

con anterioridad, en la tabla 1 se muestra el patrón de expresión del complejo SG­

SPN y algunas otras proteínas del DGC en músculo liso (ML) y endotelio (E) de 

vena y arteria de cordón umbilical analizadas por doble inmunofluorescencia. 
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La tabla 1 describe de manera simplificada los patrones de expresión y 

colocalización del complejo SG-SPN y proteínas relacionadas en el músculo liso y 

endotelio de cordón umbilical. 

Proteínas Figura Tejido en el 

analizadas que 

colocalizan 

SG-E + 32 A, By C MLyE 

UTR 

SG-E + 18 A, By C MLyE 

SPN 

SG-E + 16A,ByC MLyE 

CAV-1 

UTR + 17 A, By C MLyE 

CAV-1 

13distroglic 19 A, By C MLyE 

ano+SPN 

[3distroglic 33 A, By C MLyE 

ano+UTR 

SG-13 + 30A, By C Pocos puntos 

UTR en ML 

adistrobre 35 A, By C MLyE 

vin+SPN 

adistrobre 34 A, By C MLyE 

vin+UTR 

SG-8 + 31 A, ByC Pocos puntos 

UTR en ML 

Proteínas Figura Tejido en el 

analizadas que 

colocalizan 

DYS-2 + ?O A, By C Pocos puntos 

CAV-1 
'""°':;¡ 

en ML 

DYS-3 + 21A, By C Pocos puntos 

CAV-1 en ML 

DYS-2 ·. + 22A, By C Varios puntos 

SPN en ML 
'· 

DYS-,,3.\ :+ 23 A, By C Varios puntos 
._,•-. 

SPN en ML 

UTR + 24A, By C No colocalizan 

DYS-2 

UTR + 25 A, By C No colocalizan 

DYS-3 

SG-13 + 26 A, By C Pocos puntos 

CAV-1 en ML 

SG-8 + 27 A, By C Pocos puntos 

CAV-1 en ML 

SG-13 + 28 A, By C Varios puntos 

SPN en ML 

SG-8 + 29 A, By C Varios puntos 

SPN en ML 
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Fig. 16. Ensayos de doble fluorescencia con anticuerpos especificas para SG-s 
(A) y caveolina 1 (B) en arteria de cordón umbilical, sobreposición de A y B (C), 
E=endotelio, ML=musculo liso, tinción azul= DAPI. 

A B e 

Fig. 17. Ensayos de doble fluorescencia con anticuerpos especificas para 
utrofina (A) y caveolina 1 (B) en arteria de cordón umbilical, sobreposición de A 
y B (C), E=endotelio, ML=musculo liso, tinción azul= DAPI. 
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Fig. 18. Ensayos de doble fluorescencia con anticuerpos específicos para SG-& 
(A) y sarcospan (B) en arteria de cordón umbilical, sobreposición de A y B (C), 
E=endotelio, ML=musculo liso, tinción azul= DAPI. 

A B e 

Fig. 19. Ensayos de doble fluorescencia con anticuerpos especificas para 13-
distroglicano (A) y sarcospan (B) en arteria de cordón umbilical, sobreposición 
de A y B (C), E=endotelio, ML=musculo liso, tinción azul= DAPI. 
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Fig. 20 Ensayos de doble fluorescencia con anticuerpos especificos para la 
región carbixilo de la distrofina (DIS-2) (A) y para caveolina 1 (B) en arteria de 
cordón umbilical, sobreposición de A y B (C), E=endoteio, ML=musculo liso, 
tinción azul= DAPI. 

A B e 

Fig. 21 Ensayos de doble fluorescencia con anticuerpos especificos para la 
región amino de la distrofina (DIS-3) (A) y para caveolina 1 (B) en arteria de 
cordón umbilical, sobreposición de A y B (C), E=endotelio, ML=musculo liso, 
tinción azul= DAPI. 
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Fig. 22 Ensayos de doble fluorescencia con anticuerpos especificos para la 
región carboxilo de la distrofina (DIS-2) (A) y para sarcospan (B) en arteria de 
cordón umbilical, sobreposición de A y B (C), E=endotelio, ML=musculo liso, 
tinción azul= DAPI. 

A B e 

Fig. 23 Ensayos de doble fluorescencia con anticuerpos específicos para la 
región amino de la distrofina (DIS-3) (A) y para sarcospan (B) en arteria de 
cordón umbilical, sobreposición de A y B (C), E=endotelio, ML=musculo liso, 
tinción azul= DAPI. 
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Fig. 24 Ensayos de doble fluorescencia con anticuerpos específicos para la 
región carboxilo de la distrofina (DIS-2) (A) y para utrofina (B) en arteria de 
cordón umbilical, sobreposición de A y B (C), E=endotelio, ML=musculo liso, 
tinción azul= DAPI. 

A B e 

Fig. 25 Ensayos de doble fluorescencia con anticuerpos específicos para la 
región amino de la distrofina (DIS-3) (A) y para utrofina (B) en arteria de cordón 
umbilica, sobreposición de A y B (C), E=endotelio, ML=musculo liso, tinción 
azul= DAPI. 
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A B e 

Fig. 26 Ensayos de doble fluorescencia con anticuerpos especificas para SG-13 
(A) y para caveolina 1 (B) en arteria de cordón umbilical, sobreposición de A y B 
(C), E=endotelio, ML=musculo liso, tinción azul= DAPI. 

A B e 

Fig. 27 Ensayos de doble fluorescencia con anticuerpos especificos para SG-8 
(A) y para caveolina 1 (B) en arteria de cordón umbilical, sobreposición de A y B 
(C), E=endotelio, ML=musculo liso, tinción azul= DAPI. 
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Fig. 28 Ensayos de doble fluorescencia con anticuerpos especificos para SG-13 
(A) y para sarcospan (B) en arteria de cordón umbilical, sobreposición de A y B 
(C), E=endotelio, ML=musculo liso, tinción azul= DAPI. 

A B e 

Fig. 30 Ensayos de doble fluorescencia con anticuerpos especificos para SG-B 
(A) y para sarcospan (B) en arteria de cordón umbilical, sobreposición de A y B 
(C), E=endotelio, ML=musculo liso, tinción azul= DAPI. 
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Fig. 30 Ensayos de doble fluorescencia con anticuerpos especificas para SG-13 
(A) y para utrofina (B) en arteria de cordón umbilical, sobreposición de A y B (C), 
E=endotelio, ML=musculo liso, tinción azul= DAPI. 

A B e 

Fig. 31 Ensayos de doble fluorescencia con anticuerpos especificas para SG-B 
(A) y para utrofina (B) en arteria de cordón umbilical, sobreposición de A y B (C), 
E=endotelio, ML=musculo liso, tinción azul= DAPI. 
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Fig. 32 Ensayos de doble fluorescencia con anticuerpos específicos para SG-& 
(A) y para utrofina (B) en arteria de cordón umbilical, sobreposición de A y B (C), 
E=endotelio, ML=musculo liso, tinción azul= DAPI. 

A B e 

Fig. 33 Ensayos de doble fluorescencia con anticuerpos especificos para f3-
distroglicano (A) y para utrofina (B) en arteria de cordón umbilical, sobreposición 
de A y B (C), E=endotelio, ML=musculo liso, tinción azul= DAPI. 
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A B e 

Fig. 34 Ensayos de doble fluorescencia con anticuerpos especificos para u­
distrobrevina (A) y para utrofina (B) en arteria de cordón umbilical, sobreposición 
de A y B (C), E=endotelio, ML=musculo liso, tición azul= OAPI. 

A B e 

Fig. 35 Ensayos de doble fluorescencia con anticuerpos específicos para u­
distrobrevina (A) y para sarcospan (B} en arteria de cordón umbilical, 
sobreposición de A y B (C), E=endotelio, ML=musculo liso, tinción azul= DAPI. 
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Fig. 36 Modelo propuesto del patrón de expresión de las formas 
alternativas del complejo de glicoproteinas asociadas a distrofina en 
musculo liso y endotelio de vena y arteria de cordon umbilical. 
DIS=distrofina, UTR=utrofina, CAV=caveolina-1, DBV=a-distrobrevina, 
DG=¡3-distroglicano, spn=sarcospan, 13, 6, e son los sarcoglicanos. 
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VII. DISCUSIÓN 

Median.te este trabajo, se analizó la expresión del complejo SG-SPN en el 

músculo lisoº vascular y endotelio de la arteria y la vena del cordón umbilical 

humano por . medial de RT-PCR, por inmunofluorescencia y por doble 
·-.--e: ·-·-_•.,,. •. ,, ... _._ 

inmunofluoreséeílbia; así como la presencia de otras proteínas asociadas al DGC, 

tales co~o disfr~f~na, utrofina, f3-distroglicano, a-distrobrevina, además de la 

proteína caveolina~1. 

Los resultados que aquí se presentan, prueban que los transcritos de todos 

los miembros del complejo SG-SPN se encuentran expresados en músculo liso 

tanto de vena como de arteria umbilicales, también se muestra que no existieron 

diferencias en el nivel de expresión de los transcritos del complejo SG-SPN. Por 

otra parte a nivel de proteína en el músculo liso se detectaron únicamente los 

SG 's f3, 8, E y sarcospan, la ausencia de los SG 's a y y a nivel de proteína 

sugiere un posible evento de regulación post-transcripcional. Adicionalmente y de 

igual manera que los transcritos, en las proteínas no se detectaron diferencias 

entre los niveles de expresión de manera cualitativa entre los sexos ni entre las 

porciones del cordón umbilical analizadas. 

Reportes previos claramente han demostrado la expresión de los SG-f3, 8, E 

y sarcospán en músculo liso, aunque no de tipo vascular, por medio de 

inmunofluorescencia e inmunoblot (Straub et al., 1999), lo cual concuerda con la 

detección del SG-f3, 8, E y sarcospán por medio de inmunofluorescencia en 

nuestro modelo de estudio. Un hecho muy interesante es que en el músculo liso 

de los vasos del cordón umbilical, se encuentra la presencia del transcrito del SG­

a. y del SG-y, mismos que se han considerado por mucho tiempo como 

específicos de músculo estriado (Hack et al., 2000). Se han realizado múltiples 

experimentos para detectar el SG-y a nivel de proteína por medio de 

inmunofluorescencia en músculo liso vascular sin tener éxito (Durbeej y Campbell 

1999), no obstante Barresi y col. (2000) reportaron recientemente la expresión de 

SG-y en músculo liso de algunos tejidos, tanto a nivel de transcrito como de la 
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proteína. En nuestro caso en, los músculos lisos analizados, se detectó el 

transcrito de este gen pero no la proteína. 

Al realizar ensayos de inmunofluorescencia, en el músculo liso de los vasos 

analizados, no pudimos detectar la presencia de los SGs a y y. Sin embargo, esto 

no significa necesariamente que no se exprese la proteína, ya que al localizarse 

transmembranalmente, es muy posible que el epitopo contra el cual están dirigidos 

los anticuerpos utilizados no se encuentre accesible por estar embebido en la 

membrana o por estar altamente glicosilado . Esto se encuentra ejemplificado en 

lo descrito por ~arresi y col. (2000), que al realizar ensayos de inmunoblot con 

extractos proteínicos de algunos órganos que contienen músculo liso y utilizando 

un grupo de nuevos anticuerpos producidos en su laboratorio y que se encuentran 

dirigidos contra diferentes porciones del SG-y, que engloban toda la proteína, 

detecta una banda de aproximadamente 35 kDa. Esto indica la presencia de la 

proteína en estos tejidos, aún cuando anteriormente no se habían logrado detectar 

por inmunofluorescencia, lo cual se presume pueda estar ocurriendo en nuestro 

estudio. La ventaja del análisis por inmunoblot en este caso, consiste en que al 

solubilizar la proteína y desdoblar su estructura cuaternaria por medio de 

detergentes tanto en el buffer de lisis celular para la extracción proteica, así como 

durante la electroforesis en un gel desnaturalizante, de esta manera los 

anticuerpos pueden localizar porciones de la proteína que cuando se encuentra 

embebida en la membrana no pueden localizar, como es en el caso de las 

inmunofluorescencias. 

En lo que respecta a la expresión del SG-a en músculo liso, no existen 

reportes anteriores que indiquen este fenómeno (Hack et. al, 2000); por el 

contrario, se afirma que SG-a. esta ausente en músculo liso. Nosotros en este 

trabajo detectamos la presencia del transcrito del SG-a en músculo liso de ver.a y 

arteria del cordón umbilical y al igual que el SG-y, es muy posible que también se 

exprese la proteína, pero que no hayamos podido detectarla por medio de 

inmunofluorescencia, lo cual se ve respaldado por el hecho de que el nivel de 

expresión del transcrito del SG-a en los vasos analizados es considerablemente 

elevado. 
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En contraparte, es posible que la ausencia tanto del SG-a asi como del SG-y 

a nivel de proteína, se deba en realidad a una posible regulación post­

transcripcional negativa del mismo, debido a un patrón de expresión específico. 

Fenómenos de regulación post-transcripcional han sido demostrados por Pawlak y 

cols. (2002) quienes estudiando rutas de señalización dependientes de Ras las 

cuales se encuentran involucradas en la disrupción del citoesqueleto, han 

detectado la regulación post-transcripcional de genes implicados con la propia 

estabilidad del organelo como la vinculina y la actina (Pawlak y Elfman, 2002). 

Se sabe que durante el desarrollo embrionario, el músculo liso y el músculo 

estriado presentan diferente composición de SG ·s (Noguchi et al., 1999). 

Tomando en cuenta lo anterior, se ha observado que la proteína SG-8 se detecta 

en niveles altos a través del desarrollo embrionario en el músculo liso, al tiempo 

que se observa muy disminuido en el músculo estriado (Straub et al 1999), por su 

parte el SG-a nunca se detecta en músculo liso, mientras que en músculo estriado 

se ve incrementado conforme el desarrollo del embrión va progresando (Straub 

et. al., 1999). Esto puede ser un indicativo de un patrón de expresión inverso que 

presentan estos dos sarcoglicanos en los dos tipos musculares, similar a lo que se 

ha descrito para la distrofina y su homólogo autosómico la utrofina (Radojevic et 

al., 2000), mismas que se asocian con los sarcoglicanos en el DGC. Para estas 

dos proteínas se ha observado que mientras en las primeras etapas del desarrollo 

embrionario utrofina se expresa predominantemente en músculo esquelético, 

distrofina apenas es detectable en pequeñas cantidades en este tipo muscular. 

Conforme avanza el desarrollo embrionario, la expresión de ambas proteínas se 

invierte con una expresión preponderante de distrofina y una evidente disminución 

de utrofina, (Radojevic et. al., 2000) comportamiento que es comparable con lo 

que ocurre en el desarrollo embrionario del músculo esquelético con los SGs a y 8. 

El bajo nivel del SG-a con respecto al SG-8 en el músculo esquelético 

durante el desarrollo embrionario temprano, y el cambio de expresión inversa de 

estos dos SG 's en etapas embrionarias tardías, sugiere que el SG-8 se va 

sustituyendo por el SG-u. conforme progresa el desarrollo, sin que el primero 

llegue a desaparecer. De esta manera se constituyen dos tipos de complejo SG-
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SPN en el múspul() estriado uno conformado por los SG's E, f3, y, 8 y SPN y otro 

caracterizado por la presencia de los SG 's a, [3, y, 8 y SPN (Ettinger et al 1997). 

Este ant~ced~nte nos hace pensar en la posibilidad de que en el músculo liso 
'\¡-, :- ' ' 

vascularc:lé cordón umbilical pueda estar ocurriendo en fenómeno similar inverso 

en el qu~ -se regule de manera negativa la expresión del SG-a a nivel 

postranscripcional a pesar de que trabajamos con un tejido completamente 

diferenciado. 

Por su parte el transcrito de los SG 's 8 y f3 presenta elevados niveles de 

expresión, esto ~ugiere una función fundamental en el músculo liso vascular tal 

como lo reportan Coral-Vázquez y col. (1999) y Durbeej y col. (2000) en sus 

modelos de ratones transgenicos carentes del SG-8 y f3 los cuales desarrollan 

cardiomiopatia dilatada severa además de la distrofia aguda. 

Con los resultados obtenidos en este trabajo se sugiere la presencia de al 

menos un complejo SG-SPN de músculo liso vascular de la vena y la arteria del 

cordón umbilical, constituido por los SG's E, f3, 8 y sarcospan, aunque habrá que 

incluir la expresión de los SGs a y y , al menos a nivel de transcrito, corno parte 

del mismo complejo o de un complejo alternativo. 

En lo que respecta a la expresión de los transcritos del complejo SG-SPN en 

el endotelio de ambos vasos del cordón umbilical, tejido en el cual no se había 

analizado con anterioridad el complejo, los resultados fueron de igual manera 

interesantes; los transcritos de los SGs f3, 8 y sarcospán fueron los que se 

detectaron en mayor nivel de expresión similar a lo que se observó en el músculo 

liso, un hallazgo interesante fue que a pesar de que se detectaron los transcritos 

de estos dos SGs en niveles elevados en el endotelio, las proteínas no se 

detectaron por medio de inmunofluorescencia, fenómeno que indica con amplia 

posibilidad un evento de regulación postranscripcional. Por su parte el transcrito 

del SG-E presento niveles de expresión ligeramente menores en comparación con 

los niveles de los transcritos de los SG ·s mencionados con anterioridad. Hecho 

interesante ya que el SG-E junto con el sarcospán fueron los únicos miembros del 

complejo SG-SPN que se detectaron a nivel de proteína por medio de 
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inmunofluorescencla en este tipo celular, fenómeno que destaca la gran 

importancia de la presencia del SG-i:: no solo en este tipo de tejido sino en la 

totalidad de los tejidos en los que ha sido analizado, a pesar de que no se conoce 

su función precisa (Piras et. al, 2000). Un evento que es importante destacar fue 

la ausencia de los transcritos de los SGs a y y en el endotelio tanto de la vena 

como de la arteria del cordón umbilical, lo cual respalda la idea que se tiene de 

que la expresión de estos dos genes es músculos especifica (Hack et. al., 2000). 

Adicionalmente es importante señalar que no se presentaron diferencias 

cuantitativas sigr:iificativas en cuanto al nivel de expresión de los transcritos del 

complejo SG-SPN en el endotelio de los cordones umbilicales de los dos sexos, ni 

tampoco se presentó diferencia en las distintas porciones del cordón umbilical 

analizadas. 

Por medio de inmunofluorescencia, se detectó la presencia de la proteína 

distrofina y algunas otras proteínas relacionadas al DGC, como la utrofina, ¡3-

distroglicano, a-distrobrevina, así como también la proteina caveolina-1 en el 

músculo liso; de la proteína caveolina-1 se conocía, hasta hace poco, que su 

expresión era especifica de endotelio (Scherer et al., 1996), sin embargo 

recientemente se detectó su presencia en algunos tipos de músculo liso incluido el 

vascular (Hagiwara et. al., 2002), por lo cual se tornan aún más interesantes y 

quedan respaldados los resultados obtenidos en este trabajo. Adicionalmente en 

el mismo reporte se demostró que caveolina-1 colocaliza con algunos miembros 

del DGC sugiriendo con esto una estrecha relación y una posible función de esta 

proteína dentro del complejo (Hagiwara et al., 2002) o bien una participación del 

DGC dentro de la caveola (Sotgia et. al., 2000). 

Nuestros resultados indican que la proteína caveolina-1 colocaliza en 

músculo liso con el SG-E, utrofina, ¡3-distroglicano, u.-distrobrevina y de acuerdo a 

los resultados de las colocalizaciones principalmente del SG-E podemos decir que 

seguramente caveolina-1 también colocaliza con sarcospán, formando de esta 

manera una forma alternativa de complejo para el músculo liso. Otro hallazgo 

interesante que arrojan los ensayos de doble inmunofluorescencia es que los 
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SG 's 13 y 8 asl como distrofina ensayados con la proteína caveolina-1, la 

colocalización se presenta en varios puntos en el músculo liso, mas no en la 

totalidad del tejido: ····•Un resultado similar exhibió el ensayo de doble 

inmunofluorescencia para sarcospan y para los SG's 13 y 8 así mismo para la 

distrofina, proteínas\~~~ mostraron varios puntos de colocalización con la proteína 

sarcospan en ~1:rl\GscÚlo liso de ambos vasos, lo cual indica que tanto la 

caveolina.::f cOmcr.efsélrcospan se pueden encontrar participando en la formación 

de al m~~cis ·d~{ fbrrnas de complejo; en la primera de ellas tanto caveolina-1 

comosárcospan. se encontrarlan en asociación con los SG's 13, 8 y E así como 

·con la distrofina, 13-distroglicano y a-distrobrevina en varios puntos del músculo liso 

formando de esta manera un complejo alternativo en músculo liso, en la segunda 

forma se pueden encontrar en asociación con utrofina y de igual manera con 13-

distroglicano y a-distrobrevina (fig. 35). 

Estos resultados nos sugieren por un lado, que de acuerdo a las funciones de 

la caveola, entre las que destacan transito de moléculas, regulación de la entrada 

de calcio a la célula y transducción de señales nosotros podemos que estas 

formas alternativas de complejo en las que se encuentre presente la caveolina-1 

pueden participar en procesos propios de dicho organelo, tal como ocurre en el 

músculo estriado en donde se ha encontrado asociación del DGC con la 

caveolina-3 especifica de caveolas de músculo estriado (Galbiati et. al, 2001 ). 

Por otro lado se sugirie con esto una posible participación de los SG 's 13 y 8 y 

distrofina en la caveola o de la caveolina-1 dentro del DGC como ocurre con la 

caveolina-3 en el músculo estriado en donde se forma un complejo de proteínas 

que incluye a la caveolina-3 y al DGC en la caveola el cual se cree participa en 

complejos procesos de señalización celular (Okamoto et al., 1998 y Smart et al., 

1999). 

Por su parte la expresión del complejo SG-SPN y algunas otras proteínas 

asociadas al DGC en células endoteliales nunca antes había sido reportada y al 

igual que en el músculo liso fue sumamente interesante. Las células endoteliales 

tanto de vena como de arteria del cordón umbilical presentaron la expresión de 

las proteínas SG-E, utrofina, 



adicional a la presencia. d.el marcador endotelial caveolina-1 con el cual 

colocalizaron en dióho tejido además de su colocalización en el músculo liso 

como ya se.menciOnó;De sumo interés fue la ausencia de la proteína distrofina en 

el tejido ~ndotelial, carencia que es compensada por la presencia de la proteína 

utrofina la cual colocaliza con la proteínas mencionadas con anterioridad, 

formando de esta manera una forma de complejo DGC carente de distrofina 

particular para el endotelio, pudiendo atribuirle a este complejo funciones que se 

presume son llevadas a cabo por la utrofina como es la de anclaje de otras 

proteínas de membrana como lo proponen Rivier y cols. (1997) además de las 

funciones propias llevadas a cabo por la caveola, como lo proponen Galbiati y 

cols. (2001 ). 

Por otra parte, un reporte que fundamenta el análisis del complejo SG-SPN a 

lo largo de los vasos del cordón umbilical es el realizado por Rivier y cols. (1997) 

en el que se demuestra la presencia de distrofina y utrofina como parte de formas 

alternativas de complejo, en diferentes regiones a lo largo de venas y arterias 

femorales de conejo (Rivier el al, 1997), en este estudio además se pone de 

manifiesto que existe diferencia en la expresión de estas dos proteínas 

dependiendo del calibre de las venas y las arterias, de tal forma que en venas 

delgadas se prescinde de la distrofina, lo cual sugiere que esta proteína tiene una 

función más mecánica dentro de los procesos de contracción muscular, lo cual 

queda respaldado con los resultados de nuestro estudio en donde solo se detecta 

la distrofina en el tejido contráctil, mientras que la utrofina, homologo autosómico 

de la distrofina, se encuentra formando parte del complejo tanto de músculo liso 

como de endotelio en vena y en arterias, con lo cual se piensa que esta proteína 

tiene funciones más relacionadas con el anclaje de otras proteínas de membrana 

muscular (Rivier el al, 1997), lo cual concuerda una vez más con nuestros 

resultados. En nuestro estudio realizamos un análisis comparativo del complejo 

SG-SPN en distintas porciones a lo largo de la vena y la arteria umbilical sin 

encontrar diferencias en los niveles de expresión de los transcritos analizados de 

manera semi-cuantitativa ni de las proteínas analizadas en el músculo liso ni en el 

endotelio de los vasos del cordón umbilical. 
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En el presente trabajo. an~lizamos la presencia de todos los miembros del 

complejo SG-SPN' y ()tras· proteínas relacionadas tales como la distrofina, la 

utrofina, 13-di~~rci9Uc.ap~.~ · a.-distrobrevina y caveolina-1, proteína que 

adicionalmente 'se'ia~6C::ia con el DGC tanto en músculo liso como en propio 

endoteliode ÍÓs;'~a~·osdel cordón umbilical, tal hecho nos proporciona la evidencia 

para proponer lá posible presencia de una nueva forma de complejo DGC carente 

de distrofina en endotelio de los vasos del cordón umbilical. 

Otro hallazgo interesante que no había sido reportado, fue la ausencia de la 

proteína distrofiha en el endotelio de ambos vasos, siendo esta ausencia 

compensada por la presencia de la proteína utrofina la cual se detectó tanto en el 

en el endotelio así como en músculo liso de la vena y la arteria del cordón 

umbilical, la proteína utrofina colocaliza además con las proteínas SG-E, SPN, 13-

distroglicano, a.-distrobrevina, las cuales a su vez colocalizan con caveolina-1 la 

cual funge como marcador endotelial, este resultado es muy importante ya que 

por vez primera se reporta un posible DGC parcial el cual carece de distrofina en 

las células de endotelio de los vasos analizados. 
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VIII. CONCLUSIONES 

La expresión del transcrito de todos los sarcoglicanos y del sarcospán se hizo 

evidente mediante los ensayos de RT - PCR en músculo liso tanto de vena como 

de arteria del cordón umbilical. En el caso de los sarcoglicanos E y y la expresión 

de los RNA's mensajeros fue reducida en comparación con lo obtenido para el 

resto de los transcritos miembros del complejo SG-SPN, siendo más evidente esta 

reducción para el SG-y como lo indica el análisis semi-cuantitativo de la RT - PCR. 

A su vez no se detectaron diferencias significativas en los niveles de expresión de 

los sarcoglicanos comparando músculo liso de vena contra arteria, ni comparando 

los sexos de los cordones umbilicales, ni tampoco en las distintas regiones de 

cordón umbilical analizadas. A nivel de proteína, en el músculo liso, se observaron 

por medio de inmunofluorescencia los productos de los genes de los sarcoglicanos 

p, 8, E y sarcospán pero no los productos de los genes de los sarcoglicanos a 

y y . Este resultado junto con los de RT - PCR sugieren que la regulación de la 

expresión de estos dos últimos genes puede estar dada a nivel post­

transcripcional. Por otro lado el análisis de colocalización del complejo SG-SPN y 

otras proteínas relacionadas al DGC en el músculo liso muestran evidencia de al 

menos cuatro formas de complejo las cuales se componen de las siguientes 

proteínas: la primera forma de DGC se compone de los SGs p, 6, E y sarcospan 

junto con distrofina ,p-distroglicano y a-distrobrevina, por otro lado dentro del 

mismo músculo liso se encuentra una forma de complejo compuesta por la 

caveolina-1, además de los SGs p, o, E y sarcospan, junto con distrofina, P­

distroglicano, a-distrobrevina y utrofina un tercer complejo dentro del músculo liso 

esta compuesto de los SGs p, o, E y sarcospan junto con ,[1-distroglicano y a­

distrobrevina, utrofina y caveolina-1 y por ultimo se encuentra una forma de 

complejo la cual presenta solo al SG-8 y sarcospán, junto con l~-distroglicano, u.­

distrobrevina, utrofina y caveolina-1, es importante señalar que en estas dos 

últimas formas de complejo se destaca la presencia de la utrofina en sustitución de 

la distrofina. 
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Por su parte el análisis de la expresión de los transcritos del complejo SG-
·-· ·-- .. - .. - ·, 

SPN en célÚlas. ericioteHáles de ambos vasos demuestran la presencia de los 
' -' : ',.-~ '. ~-··-' . . ' 

mRNAs de los ,~p.·s,~/8; E y sarcospan en niveles elevados como lo demuestra 

el análisis sernj-::cuantifativo, siendo el transcrito del SG-8 el que menor nivel de 
; .. ·.0.·.".-·0 Ü", 1·=··' · ···. 

expresión pre~~ntó en este tejido, los análisis de RT-PCR adicionalmente 

demostraron .la ausencia de los mRNA de los SG 's a. y y sugiriendo un patrón de 

expresión especifico para estos dos genes. Por medio de análisis de 

inmunofluorescencia para las proteínas miembros del complejo SG-SPN se 

detectó la presencia, en tejido endotelial, únicamente del SG-E y del sarcospán, 

las cuales colocalizaron con utrofina, [3-distroglicano, a.-distrobrevina y caveolina-

1, estableciendo de esta manera la presencia de una forma alternativa de DGC 

carente distrofina para células endoteliales. 
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