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RESUMEN.

En un estudio previo propusimos la presencia, en el endotelio de los vasos del
cordon umbilical humano, de un complejo de proteinas asociadas a utrofina
(UAPC) analogo al complejo de proteinas asociadas a distrofina (DAPC) que se
encuentra en musculo estriado y liso. En vista da la importancia que este grupo de
proteinas tiene en el funcionamiento vascular y en el desarrollo de la
cardiomiopatia dilatada en algunos tipos de distrofia muscular. Por lo mismo, en el
presente estudio nos enfocamos a caracterizar mas detalladamente estos
complejos. Con los resultados obtenidos demostramos, por ensayos de co-
inmunoprecipitacion, que la utrofina (UTR) se asocia con beta distroglicano (-
DG), epsilon sarcoglicano (e-SG), caveolina-1 (cav-1) y la sintasa de oxido nitrico
endotelial (eNOS) en las células endoteliales de la vena del cordén umbilical
humano (HUVEC). Asimismo, los andlisis de Western blot semi-cuantitativo
demostraron un incremento en los niveles de las proteinas &-SG, B-DG, UTR y
CAV-1 después de la aplicacion del estimulo de estiramiento mecénico a las
HUVEC. Este estimulo también propicid el aumento de la eNOS, asi como su
activacion y liberaciéon del UAPC conduciendo a un incremento significativo en la
produccién de oxido nitrico (NO). A partir de estos datos se propone que el UAPC

endotelial podria tener una funcién relevante en la regulacion del tono vascular.



ABSTRACT

Previously we postulated the presence of an utrophin associated protein complex
(UAPC) in endothelium from human umbilical cord vessels, like the dystrophin-
associated protein complex (DAPC) finded in striated and smooth muscle. Several
studies have emphasized the relevance of DAPC to maintain the vascular function.
In the present work, we demonstrate that utrophin (UTR) indeed forms a complex,
with beta-dystroglycan (DG), epsilonsarcoglycan (SG), caveolin-1 (cav-1), and
endothelial nitric oxide synthase (eNOS) in human umbilical vein endothelial cells
(HUVEC) by co-immunoprecipitation analysis.

Additionally, we observed an increment in the protein levels of epsilon-SG, beta-
DG, UTR and cav-1 after mechanical stretching. Interestingly, this stimulus also
induced eNOS up-regulation, activation and release from the UAPC, and led to a
significant increase in nitric oxide (NO) production. Finally, we propose that UAPC

in HUVECs may play an important role in the regulation of vascular tone.



CAPITULO 1.

INTRODUCCION

1.1 EL COMPLEJO DE PROTEINAS ASOCIADAS A DISTROFINA/UTROFINA
El complejo de proteinas asociadas a distrofina (DAPC) esta conformado por la
interaccion de multiples proteinas que se asocian estrechamente con la distrofina,
que es la proteina central y de donde el complejo adquiere su nombre. El complejo
sarcoglicano-sarcospan (CSG-SSPN) y el complejo distroglicano (CDG) son
componentes esenciales del DAPC; adicionalmente se asocian otras proteinas
como las sintrofinas, las distrobrevinas; y eventualmente se asocian en el musculo
estriado un diverso grupo de moléculas de sefializacion como la sintasa de 6xido
nitrico neuronal (hNOS), la calmodulina y la caveolina-3 (Cav-3) (1) (Figura 1).

El DAPC fue originalmente descrito en el muasculo estriado; sin embargo
recientemente se ha puesto de manifiesto su presencia en otros tipos celulares
como musculos lisos vasculares y no vasculares, y tejidos no musculares (2).

El DAPC se encuentra unido por la parte externa de la célula a diversas proteinas
de la matriz extracelular como laminina, agrina y perlecano entre otras, mientras
que por su parte intracelular se une a los filmentos de actina del citoesqueleto (3).
Es asi que, a través de su interaccion con la matriz extracelular y el citoesqueleto,
se ha propuesto que el DAPC proporciona una unibn mecanosensitiva entre el
medio extracelular y el intracelular, proporcionando asi estabilidad a la célula
durante procesos de estrés mecanico (4).

La proteina utrofina que es homologo autosémico de la distrofina, se asocia con la

mayoria de las proteinas que conforman el DAPC excepto con la propia distrofina,



formando de esta manera un complejo independiente de distrofina conocido como
complejo de proteinas asociadas a utrofina (UAPC) (5).

Adicionalmente, la interaccién del DAPC/UAPC con el medio intra y extracelular,
es importante para el establecimiento de la transduccion bioquimica de sefiales al
interior celular.

Gran parte de la importancia de este grupo de proteinas radica en que la
disrupcion del DAPC, como resultado de la deficiencia en alguno de sus
componentes, desestabiliza el puente de unién entre la matriz extracelular y el
citoesqueleto, promoviendo de esta forma la degeneracion muscular. Esto es lo
gue ocurre en las diversas distrofias musculares que frecuentemente se relacionan

con la aparicion de cardiomiopatia (CDM) (6).
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Figura 1. Complejo de proteinas asociadas a distrofina/utrofina (DAPC/UAPC).
Organizacion del DAPC/UAPC en el cual se pueden identificar algunos
subcomplejos como el complejo distroglicano y el complejo sarcoglicano-
sarcospan, asi mismo se localizan algunas moléculas de sefializacién como las
sintrofinas y la nNOS.



1.2 CARACTERISTICAS Y DISTRIBUCION CELULAR Y TISULAR DEL
DAPC/UAPC
El DAPC/UAPC puede dividirse de manera general en al menos tres subgrupos de

proteinas de acuerdo a su ubicacion celular.

1.2.1 PROTEINAS CITOPLASMATICAS Y PERIFERICAS A LA MEMBRANA

El primero de estos subgrupos es un componente citoplasmatico que consiste de
una serie de proteinas periféricas a la membrana celular.

La distrofina y la utrofina, con un peso molecular de 427 y 397 kDa
respectivamente, son proteinas muy similares, ambas poseen cuatro diferentes
regiones: la region amino terminal con homologia a alfa actinina, la cual se
encuentra unida a los filamentos de actina del citoesqueleto (Figura 2). Una de las
diferencias existentes entre la distrofina y la utrofina radica en que la region amino
terminal de la utrofina es mas corta con respecto a la de la distrofina y sin
embargo a pesar de este pequefio acortamiento, la utrofina puede unirse a los
filamentos de actina del citoesqueleto. Adicionalmente, ambas cuentan con una
region central en forma de varilla que se compone de repetidos similares a
espectrina; una region adyacente rica en cisteinas y finalmente la region carboxilo
terminal (7).

La regién carboxilo terminal y la region rica en cisteinas contienen varios sitios de
union a proteinas. El carboxilo terminal incluye un domino altamente conservado
de residuos de triptofano conocido como dominio WW, un dominio putativo de
unién a calcio y un pequefio dominio rico en cisteinas conocido como hand-EF,

ademas de un dominio similar a un dedo de zinc (8).



La distrofina tiene un patrén de expresion que no se restringe a musculo estriado,
ya que recientemente se le ha detectado en musculos lisos y tejidos no
musculares como sistema nervioso.

La utrofina tiene una distribucion mas ubicua, de tal manera que ademas de
encontrarse en muasculo estriado, predominantemente en la union neuromuscular,
también se encuentra en musculo liso y en tejidos no musculares como el
endotelio y sistema nervioso (9).

Proteinas adicionales que también se encuentran en la region citoplasmatica de
las células musculares son las sintrofinas alfa 1, beta 1 y beta 2, las tres con un
peso molecular de 58 kDa. Las sintrofinas se expresan en el musculo estriado,
encontrandose la sintrofina alfa 1 mayoritariamente concentrada en las uniones
neuromusculares, similar a lo que se observa con la distribucion de utrofina.
Adicionalmente, las tres sintrofinas se expresan en musculo liso asi como en una
gran variedad de tejidos no musculares (10).

Localizada también en la region citoplasmatica de las células musculares se
encuentra la enzima sintasa de 6xido nitrico neuronal (nNOS) la cual se encarga
de modular vias de sefalizacion a partir de la produccion del segundo mensajero
oxido nitrico (1). Se piensa que esta proteina se une al DAPC/UAPC mediante la
interaccion de su dominio homodimérico PDZ y el dominio PDZ de la proteina alfa
1 sintrofina (11).

Por otro lado, se piensa que la interaccion entre la nNOS y el DAPC/UAPC en el
musculo estriado puede estar dada por la proteina caveolina-3 que se ha

observado que puede formar parte de DAPC/UAPC alternativos (12).
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Figura 2. El esquema representa la organizacion molecular de las
proteinas distrofina y utrofina, se muestran algunos de sus dominios mas
relevantes.



1.2.2 EL COMPLEJO DISTROGLICANO (CDG).

El complejo distroglicano esta codificado por un solo gen, el cual genera una
proteina precursora de aproximadamente 115 KDa, que es posteriormente
procesada por un corte proteolitico el cual genera dos péptidos, uno de 72 KDa y
otro de 43 KDa (Figura 3). El producto de 72 KDa corresponde al distroglicano-a el
cual se modifica de manera postraduccional incorporandose en €l una gran
cantidad de carbohidratos hasta alcanzar un peso de 156 KDa para el caso del
musculo esquéletico y 140 KDa para el caso del musculo cardiaco (13). El péptido
resultante de 43 KDa corresponde al distroglicano-p que es una proteina
transmembranal que se une en su porcion citoplasmatica a la distrofina/utrofina y
en su porcion extracelular al distroglicano-o (14). El distroglicano-a es una proteina
extracelular que se une a una gran cantidad de proteinas que forman parte integral
de la matriz extracelular, entre las que destacan la laminina a2, la agrina y el
perlecano (15, 16).

Existen numerosas evidencias que sugieren que el complejo distroglicano participa
en transduccién de sefales, como lo indica la presencia de dominios de union SH2
y SH3, en el dominio citoplasmatico del distroglicano-f, estructuras que
comunmente encontradas en proteinas cinasas de tirosina,. De hecho se ha
demostrado que la fosforilacion de la tirosina 892 del distroglicano-p es requerida
para reclutar proteinas que contienen dominios SH2 (17, 18).

La expresion del complejo distroglicano se ha descrito en todos los tipos
musculares; sin embargo, existen algunos datos que sugieren que estas proteinas

se encuentran en tejidos no musculares como el endotelio (19).
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1.2.3 COMPLEJO SARCOGLICANO-SARCOSPAN

El subcomplejo sarcoglicano-sarcospan (CSG-SSPN) es un complejo de glico-
proteinas transmembranales que forman parte del DAPC/UAPC, este subcomplejo
esta constituido de proteinas transmembranales llamadas SG'sa, B, y, 8, €Yy,
ademas del SSPN. Los SG’s a y & son proteinas transmembranales tipo 1 y
presentan sitios putativos de fosforilacion en la porcién citoplasmética, con lo cual
se sugiere que participan en transduccion de sefales (20).

Por su parte los SG’s B, vy, 8 y ¢ son proteinas transmembranales tipo 2 (20) con
dominios ricos en cisteinas en la porcion extracelular, por lo que se piensa que
pueden funcionar como moléculas receptoras (21).

El CSG-SSPN originalmente fue descrito en musculo esquelético, sin embargo
posteriormente se descubri6 su presencia en masculo cardiaco y muy
recientemente en musculo liso, aunque su composicién varia dependiendo del tipo
muscular. Adicionalmente, se ha reportado su presencia en otros tipos de tejidos
no musculares como el endotelio, el sistema nervioso, el higado y el rifidn (22).
Los componentes del CSG-SSPN se expresan diferencialmente en un patrén
espacio temporal definido para cada uno de ellos. EI SG alfa se expresa
exclusivamente en musculo estriado (23) mientras que la expresion del SG gama
ocurre en musculo estriado y en musculo liso (24). Por su parte los SGs beta y
delta ademéas de observarse en todos los tipos musculares, se han observado
aungue en bajos niveles, en tejidos no musculares tales como la retina y el
cerebro (25, 2). La expresion del SG epsilon se ha observado en todos los tejidos

en los que se ha estudiado por lo que se considera de expresion ubicua (26).



CAPITULO 2.

2.1 PATOLOGIAS RELACIONADAS CON EL DAPC/UAPC

2.1.1 DISTROFINA

El gen de la distrofina se encuentra ubicado en el cromosoma Xp21.2. Se han
reportado mutaciones en este gen que causan enfermedades neuromusculares
recesivos ligadas al cromosoma X. Tales patologias son la Distrofia Muscular de
Duchenne (DMD) que afecta a 1 de cada 3500 hombres nacidos vivos, y la
Distrofia Muscular de Becker (DMB) (1 de cada 30,000 hombres nacidos vivos)
gue es una forma alélica menos grave de la DMD. Ambos tipos de distrofia estan
continuamente acompafiadas de cardiomiopatia dilatada, aunque la gravedad de
la CMD no se relaciona con la severidad del tipo de distrofia (27, 28).

Por otra parte, se han descrito mutaciones en el gen de la distrofina que también
dan origen a CMD ligada al cromosoma X (CMDLX) sin evidencias de distrofia
muscular. Los varones afectados por la CMDLX presentan falla congestiva
cardiaca en la adolescencia, la cual progresa rapidamente y conlleva de manera
comun a la muerte temprana.

Las mujeres portadoras usualmente desarrollan CMD alrededor de la quinta
década de vida, pero en estos casos la enfermedad generalmente es leve y
progresa muy lentamente (29). La diferencia que se ha observado entre los
pacientes con DMD y DMB que presentan CMD con respecto a pacientes con
CMDLX, es que estos ultimos desarrollan patologias de musculo esquelético muy
leves, sin mostrar disminucion marcada de distrofina en este tipo muscular, al
parecer por la activacibn de promotores alternos encontrados en musculo

esquelético y no activos en musculo cardiaco (30).



Los defectos en el gen de la distrofina asociados con la CMDLX se han agrupado
principalmente en la regién del extremo amino terminal de la proteina, lo cual
afecta su asociacion con la actina del citoesqueleto, lo que ocasiona una ruptura
del enlace citoesqueleto-matriz extracelular (31).

Existen modelos murinos deficientes en distrofina que muestran anormalidades en
la fisiologia muscular, causadas por alteraciones en el soporte estructural del
sarcolema. Adicionalmente, las mutaciones en distrofina afectan de manera
secundaria la estabilidad de las proteinas que interactiian con esta proteina como
el caso de los filamentos de actina del citoesqueleto, de los sarcoglicanos en la
membrana, e incluso de proteinas extracelulares como el distroglicano o lo que a
su vez desestabiliza la interaccién con la matriz extracelular (32). De manera
similar a lo que ocurre en humanos, estos modelos animales desarrollan distrofia
muscular con o sin la apariciéon de CMD, apoyando la idea de que este grupo de
proteinas son de importancia fundamental para la funcion normal de los miocitos
esqueléticos y cardiacos. En ambos casos, el estrés mecanico parece ser
significativamente importante en la edad de inicio, que depende directamente de la
disfuncion de estos musculos (30, 33).

En los ratones genéticamente modificados, que carecen de distrofina, conocidos
como ratones mdx, se observa distrofia muscular de gravedad media y en tejido el
cardiaco se observan areas de degeneracion y fibrosis que aparecen a partir de la
semana 20 de vida. De manera general se piensa que este tipo de cardiomiopatia
es leve (34). Por su parte, los ratones que carecen de distrofina y utrofina, que es
un homologo autosémico de la distrofina, desarrollan cardiomiopatia que los lleva

a una muerte subita, lo que sugiere que la utrofina puede tener un papel



compensatorio en los ratones, aunque no se ha observado este fendmeno en

humanos (35).

2.1.2 SINTASAS DE OXIDO NiTRICO

El 6xido nitrico es un segundo mensajero con un gran nuamero de funciones
biolégicas, el cual es sintetizado por la enzima sintasa de oxido nitrico, de la cual
existen tres isoformas conocidas; la neuronal, la inducible y la endotelial (36).

En el muasculo estriado y en el masculo liso el éxido nitrico modula una amplia
gama de procesos que incluyen el acople excitacién-contraccion, entrada de
glucosa, homeostasis de calcio y de manera muy importante vasodilatacion (36,
37).

En el musculo estriado la enzima sintasa de Oxido nitrico neuronal (NNOS) se
asocia con el DGC por medio de la sintrofina a1 (38, 39).

Se ha observado que la ausencia del DAPC en DMD vy en ratones deficientes de
distrofina conlleva a una rapida degradacion y desaparicién de la enzima nNOS.
(39, 40).

En musculo esquelético deficiente de distrofina, la nNOS es desplazada de la
membrana plasmatica y esta disociacion es causante de vasoconstricciones
anormales por pérdida de la sintesis de 6xido nitrico (41).

Adicionalmente, se ha observado que en musculo estriado con expresion
deficiente de sintrofina al, la localizacion de la nNOS se pierde provocando una
marcada y mMAas severa vasoconstriccion, confirmandose con esto que la
asociacion de la nNOS con el DAPC es critica para la aparicion del vasoespasmo

(42).



Por otro lado, se ha observado que la nNOS reminiscente en masculo estriado de
DMD permanece inactiva debido a que en esta condicion patoldgica existe una
sobre-expresion de la proteina inhibidora de la nNOS (PIN) (36).

La funcién potencial de la nNOS en DMD y CMD es fundamental para la
culminacion de las rutas de sefalizacion en las que participa el 6xido nitrico,
principalmente en la regulacion del tono vascular.

Cuando la actividad de la nNOS esta reducida, como ocurre en DMD y CMD la
vasoconstriccidn no puede ser regulada o revertida por la vasodilatacién generada
por el 6xido nitrico, lo que conduce a la aparicion de isquemia en musculo
esquelético y cardiaco (43).

Una evidencia clara de la importancia del 6xido nitrico en la fisiologia vascular es
el raton deficiente en nNOS. Este modelo animal no desarrolla distrofia muscular y
el DAPC permanece intacto, pero el raton si desarrolla graves problemas
cardiovasculares (44).

Existen hipoétesis que tratan de aclarar la aparicion de la isquemia derivada de la
disociaciéon del DAPC. Por un lado, debido a que la aparicion de la isquemia, se
relaciona directamente con la deficiencia del DAPC y de la nNOS, esta deficiencia
puede llevar a la muerte celular solo si la deficiencia del DAPC también
incrementa la susceptibilidad del masculo al dafio por estrés oxidativo (45). Por
otro lado, debido a que el 6xido nitrico es un regulador potencial de la apoptosis y
de la muerte celular por necrosis, se sugiere una segunda ruta en la cual las
alteraciones en la nNOS generan un desajuste en la modulacion de estas dos vias

de muerte tisular que de por si ya es susceptible por la carencia del DAPC (46).



2.1.3 COMPLEJO DISTROGLICANO

A la fecha no se han descrito mutaciones que ocurran de manera natural en el gen
distroglicano que lo puedan relacionar con la aparicion de alguna patologia.
Modelos murinos deficientes en el gen distroglicano no son viables por lo cual se
considera que mutaciones en este gen son letales (47).

Existen patologias relacionadas con el complejo distroglicano, en particular un
grupo de distrofias musculares en las que se observan alteraciones en las
modificaciones postraduccionales responsables del patrén de glicosilacion del
distroglicano-o. (48, 49). La glicosilacion alterada del distroglicano-o se ha
implicado con el desarrollo de la distrofia muscular congénita tipo 1C (MDC1C) la
cual es causada por mutaciones en la proteina relacionada a fukutina (FKRP) (50),
la cual se encarga de la glicosilacion del distroglicano-a (51). La MDCI1C esta
caracterizada por la degeneracion muscular grave y cardiomiopatia (51).
Mutaciones alélicas en el gen FKRP también causan una mas comun y menos
grave forma de distrofia muscular llamada LGMD?2I (distrofia muscular de cintura
21) la cual se encuentra frecuentemente asociada con cardiomiopatia dilatada que
aparece generalmente en la adolescencia (52). Es importante sefalar que la
localizacién del CDG no se restringe al musculo esquelético; recientemente se le

ha detectado en musculo liso y otros tejidos como el higado y el rifién (2).



2.1.4 COMPLEJO SARCOGLICANO-SARCOSPAN

Las mutaciones en los genes que codifican para los SG’s a, B, Y Yy & provocan un
tipo de distrofia muscular conocida como distrofia muscular de cintura con un
patron de herencia autosomico recesiva (LGMD2C-F respectivamente). En el caso
de las mutaciones en los SG’s By 8, ademas de desencadenar las LGMD2D y 2F
respectivamente, en algunos casos se ve acompafiada de CMD, la cual cursa con
gravedad provocando la muerte por falla cardiaca a edad temprana (53). Mientras
que para el caso de pacientes con LGMD2C y 2E debida a mutaciones en los
SG’s ay v, respectivamente, la aparicion de CMD es mucho menos frecuente (54).
Existen casos en los que mutaciones en el SG 5 son la causa de cardiomiopatia
dilatada familiar o esporadica que no esta relacionada a alguna enfermedad
muscular (55).

En el caso del SG & una de las primeras mutaciones descritas fue en el hamster
Sirio BIO 14.6 (56). Se trata de una mutacion espontanea que corresponde a una
eliminacion del primer exén del gen, dando como resultado la pérdida total de la
proteina (57). En estos animales se observan caracteristicas histologicas de
distrofia muscular acompafnadas con necrosis progresiva del miocardio, hipertrofia,
dilatacién ventricular y muerte prematura debida a falla cardiaca (58). EI hamster
BIO 14.6 es un excelente modelo para estudiar CMD asociadas con SG’s, pues en
estos animales carentes del SG-5 la incidencia de la cardiomiopatia es del 100%
(59).

Para entender mas los aspectos moleculares de las CMD se han generado varias

sublineas a partir del hamster BIO 14.6 tales como la UMX7.1y la TO-2, las cuales



tienen una eliminaciéon genémica en el extremo 5 del gen para el SG-6 que impide
la sintesis del transcrito y por lo tanto de la proteina (60).

Para tratar de aclarar los mecanismos responsables de la fisiopatologia de la CMD
originada por deficiencia en alguno de los miembros del CSG-SSPN y para
establecer posibles estrategias de tratamientos, se han desarrollado ratones
genéticamente modificados, los cuales son deficientes en los SG's a, B, Yy 9.

Una de las principales caracteristicas de estos ratones es que desarrollan una
patologia de musculo esquelético que se puede homologar a la LGMD en los
humanos (61, 62). Adicionalmente, se ha observado tanto en pacientes como en
los modelos animales, que la deficiencia primaria de un sarcoglicano conduce a
una disminucién secundaria o pérdida total del resto de los miembros del CSG-
SSPN, lo cual concuerda con la demostracion de que la biosintesis y el anclaje en
la membrana de estas proteinas esta estrechamente relacionado entre si (63, 64).

Estos modelos animales han sido usados, entre otros aspectos, para determinar
los efectos de estas mutaciones en el musculo liso vascular (61). EI CSG-SSPN
de musculo liso vascular se encuentra constituido de las subunidades B, 3, € y
SSPN y existe controversia en cuanto a la presencia del SG-y en este tejido.
Recientemente se ha propuesto que el cuarto miembro del CSG-SSPN en
musculo liso vascular es SG-( en sustitucion de SG-y (65, 66)

Se ha observado que el ratén deficiente en el SG-o. muestra desintegracion del
CSG-SSPN en musculo esquelético, sin embargo, el complejo se mantiene intacto
en musculo liso vascular y no presenta CMD. La falta de patologia cardiovascular
en este ratobn mutante puede deberse a que la falta de SG-a se ve compensada

por su homologo, el SG-g en musculo cardiaco y masculo liso vascular (61, 62).



Los ratones deficientes en los SG's By 6 pierden la expresion del CSG-SSPN de
musculo liso vascular lo cual se piensa que conlleva a la generacion de
vasoespasmos en las arterias coronarias, generandose de esta forma lesiones
isquémicas que desarrollan una forma grave de CMD (Figura 4) (61, 62). Lo
anterior podria apoyar la hipétesis de que la pérdida de la expresién del CSG-
SSPN de musculo liso es directamente responsable de la aparicion de la CMD (61,
62).

En algunos casos, en el raton deficiente en SG-y, se ha observado que desarrolla
CMD de manera secundaria, con areas degenerativas cardiacas puntuales, con
pérdida de expresion del CSG-SSPN en el cardiomiocito, pero sin que se vea
alterada la expresion del CSG-SSPN en musculo liso vascular, por lo cual se
postula que la aparicién de la CMD no depende de la pérdida del CSG-SSPN en
musculo liso vascular coronario (63).

Recientemente Wheeler y colaboradores (2004) han propuesto que la aparicion de
vasoespasmos en el ratén deficiente del SG-6 no se relaciona con la pérdida del
CSG-SSPN en musculo liso vascular, ya que la recuperacion de la expresion del
SG-6 especificamente en cardiomiocitos de este ratdn, fue suficiente para corregir
la degeneracion cardiaca y de manera sorprendente también se logré eliminar las
lesiones vasoespasmicas (65, 66)

Tales evidencias sugieren que las lesiones vasoespasmicas son generadas por un
evento extrinseco al musculo liso vascular y se propone que la generacién de
citocinas y radicales libres formados en el cardiomiocito degenerado, son los

responsables de las lesiones vasoespasmicas (65, 66)



Por otra parte, las lesiones vasoespasmicas observadas en las arterias coronarias
de los ratones deficientes en los SG's B, vy y & han logrado revertirse con
tratamiento con el bloqueador de canales de calcio verapamil, que funciona como
un potente anti-vasoespasmico. Este tratamiento disminuye la patologia y mejora
la funcion cardiaca, indicando con esto que independientemente de que se trate
de un efecto extrinseco o intrinseco, el vasoespasmo contribuye de manera

importante con la aparicion de la CMD (63, 67).
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Figura 4. La imagen muestra la cardiomiopatia dilatada en el ratén carente de
SG-3 (A) en comparacion con el corazon del ratén silvestre (B). También se
muestra la presencia de constricciones en las arterias coronarias del raton
carente de SG-5 (C) en comparacion con las coronarias de un ratdn silvestre
(D). Imagen tomada de Coral-Vazquez et al, 1999 Cell, 98, 465-474.



CAPITULO 3.

3.1 ESTUDIO DEL DAPC/UAPC EN ENDOTELIO VASCULAR

Todos los antecedentes del capitulo anterior ponen de manifiesto la importancia
del DAPC en el tejido vascular. Es asi que el estudio del DAPC/UAPC en sistema
vascular se ha enfocado al analisis de miocardiocitos y de musculo liso vascular
(68) y muy poco se sabe en lo concerniente a la expresion y funcion de estas
proteinas en células endoteliales, las cuales son fundamentales en el
funcionamiento vascular.

Estudios recientes realizados por nuestro grupo de trabajo (69), teniendo como
modelo los vasos de cordon umbilical humano, han demostrado en el musculo liso
la presencia de las proteinas distrofina, utrofina, distroglicano-p y de los SG-¢, 3,
y SSPN mientras que para el endotelio se evidencio la presencia de las proteinas
utrofina, distroglicano-p y SG-¢.

Asi mismo, se sugirié que éstas podrian estar formando complejos localizados en
los dominios caveolares de la membrana plasmatica, dada su colocalizacion con la
proteina caveolina-1 (Cav-1). Adicionalmente, de acuerdo a las caracteristicas
bioguimicas de los SGs y del resto de las proteinas del UAPC, y la posible
asociacion con caveolina-1, propusimos la posibilidad de que este complejo de
proteinas pueda participar en el endotelio como proteinas sensoras de fuerzas
mecanicas y a su vez en la transmision de esta sefial mecanica al interior celular.
Tal es el caso de algunos mecanoreceptores endoteliales que se asocian con la

cav-1 como las integrinas (70) y de sus efectores rio abajo como la propia cav-1y



diversas cinasas entre ellas la cinasa de adhesion focal (FAK) que se sabe que

responden de manera directa a los estimulos mecanicos (71).

CAPITULO 4.

4.1 EL ENDOTELIO VASCULAR Y SUS FUNCIONES

Las células endoteliales son uno de los principales componentes celulares de los
vasos sanguineos. Esta monocapa celular se encuentra entre la pared vascular y
el torrente sanguineo, presentando un area vasta de superficie para el intercambio
de materiales entre la sangre y los tejidos, por lo que interactia con diversos
mediadores celulares, quimicos, mecanicos y hormonales provenientes de estos
compartimientos. Es también una barrera selectivamente permeable a diversas
macromoléculas y proporciona una superficie no adhesiva y no trombogénica que
mantiene continua la fluidez de la sangre. Las células endoteliales desempefian un
papel fundamental en la homeostasis vascular, mediante la sintesis y liberacion de
diversas substancias que actuan en forma autdcrina, parécrina e inclusive
intracrina (72). Ademéas participa en la adhesion leucocitaria, la inflamacion, la
regulacién de la coagulacion y del tono vascular, la angiogénesis y el crecimiento
vascular y actia ademas como una barrera para solutos y liquidos del flujo
transvascular. El endotelio, lejos de ser un participante pasivo es un tejido
dinamico, que secreta y modifica una amplia variedad de mediadores
biol6gicamente activos que influencian a su vez el comportamiento de otros tipos
celulares, tales como, musculo liso vascular, monocitos, macréfagos, fibroblastos y
diversas células especificas de cada érgano, al mismo tiempo regula la produccion

y la composicion de la matriz extracelular circundante o adyacente (73).



El endotelio estd expuesto a una gran variedad de estimulos dentro de los que
destacan los hemodinamicos y se sabe que estas fuerzas mecanicas influyen de
manera importante en la funcién endotelial. Sin embargo, los mecanismos que
regulan las respuestas endoteliales al estimulo por fuerzas mecéanicas no han sido
bien descritos.

El que el endotelio pueda responder al estrés mecanico por la activacion de rutas
de sefalizacion bien definidas, indica que estas células poseen sensores capaces
de transmitir eventos mecanicos y convertirlos en sefiales biolégicas que
desencadenan las respuestas efectoras. La identidad de los mecanosensores que

llevan acabo estas respuestas esta siendo investigada (74).

4.2 EL ENDOTELIO Y SUS ESTIMULOS MECANICOS

El endotelio es un tejido multifuncional que responde a una gran variedad de
estimulos, dentro de los estimulos a los que es sometido el endotelio destacan los
mecanicos (75). Este tejido esta sujeto a dos tipos de fuerzas mecanicas
principalmente, el flujo laminar o “shear stress” y el estiramiento. El flujo laminar o
“shear stress” ocurre debido a que el tejido se encuentra en contacto directo con el
flujo sanguineo por el lado del lumen vascular, lo cual implica la aplicacion de una
fuerza de roce unidireccional o turbulenta en la zona apical de la célula (76). Por
su parte el estiramiento ocurre de manera circunferencial a lo largo de todo el vaso
sanguineo y es generado tanto por la presion ejercida por la pared del vaso como
por la presion sanguinea y se da en todos los vasos aunque predominantemente

en vasos pulsantes como los pulmonares y cardiacos (76).



El estiramiento mecanico circunferencial de un vaso puede ser cuantificado por
medio de la Ley de Laplace: T= (Pt) (R)/u donde T corresponde al estiramiento
del vaso, Pt es la presion transmural, R el radio del vaso y u el grosor de la pared
del vaso y usualmente se expresa como dinas/cm?.

El flujo laminar, es generado por el roce del flujo sanguineo sobre la superficie
luminal endotelial cuando circula la sangre. El flujo laminar es tangencial a la
superficie luminal y puede ser expresado por la siguiente ecuacion:

t=4nQ/nr® donde t representa el roce del flujo laminar en dinas/cm?, n es la
viscosidad, Q el flujo y r el radio del vaso (77).

Estas fuerzas mecanicas sobre el endotelio estimulan la secrecién de moléculas
confinadas a regular el tono vascular, tales como la prostaciclina y el 6xido nitrico
(NO), encargadas de dilatar los vasos y la endotelina-1 que se encarga de
contraer el vaso (77).

Las fuerzas mecanicas ejercidas sobre el endotelio también aumentan la
expresion de genes, algunos codifican para proteinas encargadas de reestructurar
y dar soporte mecénico, como moléculas de adhesion y proteinas del
citoesqueleto. Otros codifican para factores de crecimiento y citocinas. Algunas de
estas moléculas son importantes en la fisiologia vascular normal, ya que su
disminucion o incremento puede contribuir al desarrollo de la patologia relacionada
con el sistema vascular (78).

Estas evidencias ponen de manifiesto que el estrés mecanico puede modificar la
expresion de distintos genes, los cuales incluso son fundamentales para la

viabilidad de la estirpe celular.



CAPITULO 5

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Todas las evidencias anteriores proponen que la importancia del DAPC/UAPC no
se remite unicamente a su funcién estructural en musculo estriado, sino que es
sumamente importante su presencia e integridad en el tejido vascular. Sin
embargo y a pesar de la importancia que se ha demostrado que tiene el DAPC en
el desarrollo de la cardiomiopatia, el estudio de este grupo de proteinas se ha
enfocado principalmente a los cardiomiocitos y al musculo liso vascular. A la fecha
hay escaso conocimiento sobre la expresion y funcion de estas proteinas en
células endoteliales, las cuales son de fundamental importancia para la funcion
vascular. En un estudio reciente realizado por nuestro grupo de trabajo en los
vasos del corddén umbilical humano, postulamos la presencia de un UAPC de
células endoteliales conformado por CAV-1, ¢-SG, B-DG y UTR. También
postulamos que este complejo puede estar localizado en las caveolas, que
funcionan como microdominios de sefalizacion en las células endoteliales, debido
a su probable asociacion con la caveolina-1. Estos resultados nos impulsaron a
estudiar a mayor profundidad la probable existencia del UAPC endotelial y
explorar su relevancia fisiolégica en células endoteliales de vena de corddn
umbilical humano (HUVEC). Debido a la importancia de las células endoteliales en
la funcién cardiovascular, nosotros consideramos de gran relevancia analizar el
UAPC en cuanto a su composicion y el posible cambio de ésta en respuesta al

estiramiento mecanico en este tipo celular.



CAPITULO 6.

HIPOTESIS

En las células endoteliales existe un complejo de proteinas asociadas a utrofina
constituido por utrofina, sarcoglicano-g, distroglicano-p, caveolina-1 y eNOS. Este
complejo a su vez cambia su composicion después de que las células endoteliales

son sometidas a estimulo mecanico.



CAPITULO 7

OBJETIVOS.

-Evaluar por inmunoprecipitacion las formas de UAPC presentes en las células
endoteliales cultivadas y su posible interaccién con otras proteinas, ademas de
conocer si bajo el estrés mecanico hay cambios en las posibles asociaciones.
-Evaluar por Western-blot semicuantitativo los niveles de proteinas del UAPC asi
como de proteinas probablemente relacionadas con él, en endotelio en cultivo
sometido a estrés mecanico.

-Evaluar la posible participacién del UAPC en alguna ruta de sefalizaciéon en el

endotelio sometido a estimulo mecanico.



CAPITULO 8

METODOLOGIA

8.1 CONSIDERACIONES ETICAS

El manejo de las muestras biologicas para el desarrollo de este estudio se aprobd
por el comité de ética e investigacion del Hospital de Pediatria del Centro Médico

Nacional Siglo XXI del IMSS.

8.2 MATERIAL BIOLOGICO.

Los cordones umbilicales se proporcionaron por el servicio de ginecobstetricia y
labor y expulsion de la clinica 4 del IMSS (Hospital Luis Castelazo Ayala). Los
cordones umbilicales fueron de nacimientos normales a término colectados
inmediatamente después del parto. Se recuperaron fragmentos de corddn
umbilical de 10 a 15 cm y se colocaron en NaCl 0.9% (SIGMA Chemical Co. San
Luis Missouri USA) adicionado con 1% de mezcla de antibiéticos (penicilina 1000
U/ml, estreptomicina 1g/ml y anfotericina B 25 mg/ml GIBCO-BRL Rockville
Maryland USA) a temperatura de 4°C y se transportaron al laboratorio para que a

partir de ellos se obtuviera el endotelio para los cultivos celulares primarios.



8.3 CULTIVOS CELULARES.

Las células endoteliales de cordon umbilical humano (HUVEC) se aislaron de
varios segmentos de cordon umbilical. Las HUVEC fueron desprendidas del
musculo liso de la vena umbilical por medio de digestion enzimatica de la matriz
extracelular (79). La vena umbilical se canuldé y perfundié con tripsina a una
concentracion de 0.125% disuelta en solucion de Hank adicionado con 1 % de
mezcla de antibidticos hasta alcanzar turgencia, el tejido se incub6 durante 15 min
a 37°C, el volumen total de la solucién de tripsina dentro de la vena umbilical fue
recuperado en un tubo cénico graduado (CORNING Inc. Nueva York USA) y se le
adicion6 0.1 volumenes de suero de bovino fetal (SFB). El endotelio se separ6 de
la solucién por centrifugacion a 2700 rpm/15 min, (1000 x g) y la pastilla se
resuspendié con medio M199 suplementado con SFB al 10%, 2 mM de L-
glutamina, 1% de la mezcla de antibiéticos (todos los reactivos utilizados en este
apartado fueron de GIBCO-BRL) y mitégeno endotelial de cerebro de bovino
5mg/ml (80). Las células endoteliales se sembraron en cajas de cultivo celular de
75 cm® (CORNING) y se incubaron a 37°C en presencia de 5% de CO,. El
endotelio se caracterizd posteriormente por la deteccion del factor de von
Willebrand por medio de inmunofluorescencia y adicionalmente se realizaron
ensayos de citometria de flujo para el marcador endotelial CD31 asi como para
marcadores de células mesenquimales de cordon umbilical para determinar la
predominancia de la poblacion de células endoteliales en nuestros cultivos

celulares.



8.4 INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA.

Se detecto por inmunoflorescencia en los cultivos de células endoteliales después
de tres pasajes proliferativos, la presencia del factor de von Willebrand, proteina
especifica de células endoteliales. Las células se sembraron a una densidad de
150,000 por 0.1 ml sobre un cubre objetos de cristal de 1 cm de diametro cubiertos
con colagena al 0.1% (SIGMA). Las células sembradas sobre el cubreobjetos se
dejaron en reposo toda la noche en incubadora para permitir su adhesion sobre el
cristal. Una vez que las células se adhirieron al cubre-objetos se lavaron con
amortiguador de sales de fosfatos constituido de la siguiente manera: 136 mM de
NaCl, 2.6 mM de KCI, 4.2 mM de Na,HPO,4:7H,O y 1.4 mM de KH,PO, (PBS)
durante 2 min y se fijaron con metanol absoluto durante 10 min a -20°C.
Posteriormente, se lavaron suavemente con PBS 3 veces durante 5 min cada vez.
Se bloquearon los sitios inespecificos con albumina sérica bovina (BSA de
SIGMA) al 5% en PBS y posteriormente se incubaron durante 3 hrs a temperatura
ambiente con 25 pl del anticuerpo primario especifico contra el factor de von
Willebrand (Rabbit anti factor VIII related antigen 08-0018 ZYMED San Francisco
California USA). Transcurrido el tiempo establecido, se lavaron con PBS 3 veces
durante 5 min y se incubaron con el anticuerpo secundario especie-especifico
acoplado a isotiocianato de fluoresceina (FITC) (goat anti-rabbit IgG-FITC) a una
dilucion de 1:200 durante una hora a temperatura ambiente. Finalmente se
hicieron 3 lavados con PBS de 5 min cada uno y se montaron los cubreobjetos en
un portaobjetos con 5 ul de medio de montaje para fluorescencia vecta-shield

(VECTOR Laboratorios, Inc. Burlingame, California USA) y se analizaron las



muestras con el microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse E600 y se capturaron

las imagenes con la cdmara Nikon DN100.

8.5 CITOMETRIA DE FLUJO

Con la finalidad de conocer que en nuestros cultivos celulares primarios existia
predominantemente una poblacion de células endoteliales se realizaron en ellos
ensayos de citometria de flujo para el marcador endotelial CD31 asi como para
diversos marcadores de células mesenquimales de corddén umbilical, tales
marcadores son: CD58, CD90, CD62, CD44, CD54, CD13, CD166 y CD49. Los
ensayos fueron realizados comparativamente en células endoteliales asi como en
las células mesenquimales del cordéon umbilical. Los cultivos de células
endoteliales confluentes en tercer pase proliferativo, asi como las células
mesenquimales se lavaron con PBS adicionado con 10% de SFB (PBS-SFB) y se
desprendieron de la caja de cultivo mediante raspado con gendarme. Se
recuperaron las células y se centrifugaron a 1000 x g durante 5 min,
posteriormente se resuspendid la pastilla con PBS-SFB y se repitio el
procedimiento dos veces mas a partir de la centrifugacién. Posteriormente se
hicieron diluciones 3 x 10° células en 300 ul PBS-SFB y se incubaron durante 1 hr
a 4°C y en oscuridad con los anticuerpos primarios especificos para los
marcadores antes mencionados. Cabe mencionar que los anticuerpos primarios
estan acoplados a fluorocromos. Después del tiempo de incubacion se lavaron las
células con PBS-SFB dos veces y posteriormente se analizaron en el citbmetro de

flujo.



8.6 APLICACION DE LA FUERZA MECANICA A LAS CELULAS EN CULTIVO.

Los cultivos primarios confluentes de células endoteliales sembrados en las cajas
de cultivo de 75 cm® fueron resembrados en un aparato que proporciona
estiramiento equibiaxial radial estatico (Figura 5) (81). Este sistema de
estiramiento contiene insertada una membrana elastica de silicon (Dow Corning
CO. San Diego California USA) recubierta de colagena (SIGMA) al 0.01% sobre la
cual se adhieren las células endoteliales. Una vez cultivadas dentro del sistema de
estiramiento las células se dejaron estabilizar durante 24 hrs en incubadora con
5% de CO, y a 37°C. La membrana elastica de silicon se encuentra sujeta a una
serie de tornillos dentro del sistema los cuales al ser rotados estiran la membrana
de silicon de manera equibiaxial, por lo tanto estirando a su vez a las células
endoteliales adheridas sobre ella. Posterior al tiempo de estabilizacion de las
células dentro del sistema se aplico la fuerza mecénica que de acuerdo a los
parametros que se muestran en la figura 6 que es de aproximadamente 1.4N/cm?.
Las membranas elasticas con los cultivos confluentes de células endoteliales,

fueron estiradas por periodos de 2, 4, 6, 8, 10, 12 y 14hrs.



MEMBRANA PIN
DE SILICON

Figura 5. Sistema de estiramiento equibiaxial para células en cultivo.Lee
A. et al, 1996, Am. J. Physiol. 271, 40:C1400-C1408
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equibiaxial..



8.7 EVALUACION DE LOS TRANSCRITOS POR RT-PCR.

Para conocer el patron de expresion de los transcritos de algunos de los miembros
del UAPC (CSG-SSPN y eNOS) se realizaron ensayos de RT-PCR en células de
endotelio sometidas a diferentes tiempos de estiramiento (2, 4, 6, 8, 10, 12y 14
hrs.) con 1.4 N/cm? de fuerza de estiramiento. Estos tiempos se utilizaron con la
finalidad de conocer en cual de ellos se podia observar el nivel de expresion
menos 0 mas elevado con respecto a las células no estiradas. para de esta forma
trabajar en los posteriores ensayos con el tiempo que mostrd un cambio mas
representativo en cuanto a nivel de expresion. La fuerza de 1.4 N/cm? corresponde
a un nivel de estiramiento que representa rangos fisiolégicos en los que una célula
se estira y se encuentran indicados en reportes bibliograficos (76). Para realizar
los ensayos de RT-PCR se realizO extraccion de RNA total de las células
endoteliales en cultivo en estado basal y sometidas a estiramiento en los
diferentes tiempos utilizando TRIZOL con las recomendaciones del proveedor.
Cada lote de RNA fue sometido a sintesis de cDNA con el uso de la técnica de
hexameros al azar y con MMLYV transcriptasa reversa utilizando 2ug de RNA total
(todos los reactivos mencionados con anterioridad fueron adquiridos de GIBCO-
BRL). El cDNA resultante se someti6 a ensayos de PCR para realizar
coamplificaciones con oligonucledtidos especificos para cada gen del CSG-SSPN,
para el gen de eNOS asi como para el gen de la GAPDH que se utilizé como
control endégeno para la posterior cuantificacion y normalizacion de los valores

de expresion relativa. Como control del experimento se utilizaron RNAs totales



extraidos de células endoteliales cultivadas en la camara de estiramiento que no
fueron sometidas al estimulo mecanico.

Los oligonucleotidos utilizados para las amplificaciones inciden sobre secuencias
codificantes y sus secuencias se muestran a continuacion: B- SG sentido 5—
ATGCGTGAGAGAGCTGTTGA -3, antisentido 5'-TTTGGTCCAATGCGAATC AC-
3, 8-SG sentido 5 -ACACCTAATGTCAGGGCAGAC-3", antisentido 5 -TC
TGTCCTTCTCATCCCTCAC-3’, ¢-SG sentido 5-TCCACCTTACCCAAAACCT G-
3", antisentido 5 -AACGGGAAGTCTTCTGCAGA-3° , SSPN, sentido 5'-
CTAGTCAGGGACACTCCATT-3", antisentido 5 -GGCACTCAGCAGAAAGTA
TAA-3°, eNOS sentido 5-CATGAGGCTCAGCCCCAGAAC-3’, antisentido 5'-
AGTCAATCCCTTTGGTGCTCAC-3'. Como control interno se amplific6 de manera
simultanea con cada componente del CSG-SSPN y eNOS el transcrito de la
GAPDH de humano usando los siguientes oligonucleotidos: sentido 5°-
ATCCCATCCCATCTTCCAG-3" antisentido 5-TGTGGTCATGAGTCC TTCCA-3".
La mezcla de reaccion de PCR consistié en 2.5 ul de cDNA, 10 pmol de cada
oligonucleotido, 200 uM de cada dNTP, 1.5 mM de MgCl,, 50 mM de KCI, 20 mM
de Tris-HCI ph 8.4 y dos unidades de Taqg polimerasa (todos los reactivos
mencionados con antelacion fueron adquiridos de Invitrogen) en un volumen final
de 25 ul. Las condiciones de amplificacion fueron un paso de desnaturalizacion a
95°C por 5 min seguido de 32 ciclos compuestos de 30 seg de desnaturalizacién a
95°C; 30 seg de alineamiento a 62°C para By 6 SG, 59°C para SG-¢ y SSPN; 30
seg de elongacion a 72°C. Finalmente se aplicé un paso de elongacién a 72°C por

7 min. Los productos de PCR se sometieron a corrimiento electroforético en gel de



agarosa al 2% tefido con bromuro de etidio. La intensidad de las bandas fue
cuantificada directamente del gel de agarosa tefiido usando el software para

densitometria y analisis de imagenes Alphaimager 2200 5.0.

8.8 ENSAYOS DE INMUNOELECTROTRANSFERENCIA.

Para determinar las posibles variaciones en el nivel de expresion de las proteinas
utrofina, cav-1, B-DG, &-SG y eNOS en HUVECs sometidas a estiramiento,
comparadas con las mismas proteinas de HUVEC que no fueron estiradas, se
homogenizaron 10’ HUVEC estiradas y por otro lado 10° HUVEC no estiradas con
50 pl de solucion de lisis RIPA compuesto de 1% de Triton X-100, 0.5% de
desoxicolato de sodio, disueltos en PBS 1X con inhibidores de proteasas “Mini
Complet” (Roche Diagnostics, Mannheim Alemania). Los extractos proteicos
totales fueron cuantificados por espectrofotometria utilizando el método de
cuantificacion DC de BIO-RAD. Posteriormente, 40 ug de proteina total fueron
sometidos a electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE) en gradiente de 3-12.5% con 180 Voltios por 75 min en el sistema
“Mini Protean” de BIO-RAD. Las proteinas totales separadas en el gel se
electrotransferieron a membranas de nitrocelulosa (BIO-RAD) con el uso del
sistema de electrotransferencia semi-seco de BIO-RAD durante 47 minutos a 12
voltios. Posteriormente, las membranas de nitrocelulosa fueron tefiidas con rojo de
Ponceu (SIGMA) para corroborar la presencia de las proteinas. Posteriormente las
membranas de nitrocelulosa fueron incubadas con los anticuerpos primarios

especificos para las proteinas de interés y se incubaron con el anticuerpo



secundario especie-especifico acoplado a peroxidasa. La hibridacion fue revelada

por el método colorimétrico de diamino benzidina (DAB de BIO-RAD).

8.9 ENSAYOS DE INMUNOPRECIPITACION.

Resultados preliminares de nuestro grupo (69) han sugerido la potencial
asociacion de algunos de los miembros del UAPC y otras proteinas relacionadas a
él, como caveolina-1 en células endoteliales. El interés de esta metodologia es
confirmar dichas asociaciones, ademas de conocer si las células sometidas a
estrés mecanico presentan cambios en las posibles interacciones de éstas
proteinas. Para ello se realizaron extractos proteicos de las células en cultivo con
solucion de extraccion no desnaturalizante constituido por 0.15 mM de NaCl, 0.5
mM de EDTA y 0.5% de Triton X-100. Los extractos proteicos fueron sometidos a
ensayos de inmunoprecipitacion (82) con un anticuerpo especifico para la region
carboxilo de la proteina caveolina-1. De la misma forma se realizaron los ensayos
con el anticuerpo especifico para la region carboxilo de la utrofina. La proteina
inmunoprecipitada se sometio a un SDS-PAGE, el cual posteriormente fue
transferido a papel de nitrocelulosa y ensayado por Western-blot con anticuerpos
especificos para el SG-g, DG-B, sintrifina-al y para la porcion carboxilo de la
utrofina y la oxido nitrico sintasa endotelial. Como control de los experimentos, se
realizaron extractos de cultivos celulares que no fueron sometidos a estrés

mecanico.



8.10 CUANTIFIACION DE OXIDO NiTRICO.

Los niveles de oOxido nitrico (NO) producidos por las HUVEC, en condiciones
normales y de estrés, se midieron de manera indirecta por el método de Greiss
(83, 84). Usando como fuente de nitrato reductasa la E. coli transgénica ATCC
1775 (ATCC Co. Rockville MD, USA), se pueden convertir los nitratos (que son
resultado de la oxidacion del 6xido nitrico) presentes en el medio a nitritos y con el
uso del reactivo de Greiss, los nitritos son desionizados estequiometricamente
dando como resultado una tonalidad puarpura en la reaccién, la cual puede ser
cuantificada espectrofotometricamente. Las HUVEC fueron cultivadas en el
sistema de estiramiento, con DMEM (Dulbecos Modified Eagles Médium) sin rojo
de fenol (GIBCO-BRL, Rockville MD, USA) en sustitucion del M199. Las HUVEC
cultivadas en el sistema de estiramiento bajo esta condicidén fueron estabilizadas
durante toda la noche a 37°C con 5% de CO; en la incubadora, posteriormente las
células fueron estiradas durante 8 horas. Después del tiempo de estimulo se
recolectaron 250 ul de medio de cultivo de las células estimuladas y por otra parte
se recolectd el mismo volumen de medio de las HUVEC cultivadas en el sistema
de estiramiento pero que no fueron estimuladas. Cada uno de los medios de
cultivo recolectados fue incubado con 200 unidades Opticas de E. coli ATCC 1775
y puestos en agitacion a 100 rpm durante una hora a 37°C. Las bacterias se
separaron de la fase liquida por centrifugacion a 3000 rpm por 5 min.
Subsecuentemente el sobrenadante se recuperd e incubé durante un minuto con
250 ul de sulfanilamida al 1% y 250 ul de N-1-naftil etilendiamina al 0.1%. Como

control positivo de la sintesis de Oxido nitrico en los experimentos utilizamos



HUVEC estimuladas por 30 min con bradicinina (todos los reactivos utilizados para
esta técnica fueron de SIGMA). Finalmente los nitritos fueron cuantificados en un
espectrofotbmetro a una densidad Optica de 554 nm vy los resultados fueron

interpolados en una curva estandar.



CAPITULO 9

RESULTADOS

9.1 CARACTERIZACION DE LAS HUVEC

Una vez que las células endoteliales fueron obtenidas y mantenidas estables en
cultivo (Figura 7A), se caracterizaron por medio de inmunofluorescencia indirecta
con un anticuerpo para el factor de von Willebrand, proteina especifica de las
células endoteliales. Las células endoteliales observadas en un campo 6ptico del
microscopio demuestran que aproximadamente el 99% de las células en la
preparacion presenta tinciéon inmunofluorescente positiva para el factor de von
Willebrand, lo cual nos indica que nuestros cultivos se encuentran constituidos
predominantemente de células endoteliales (Figura 7B).

Una prueba adicional para la caracterizacion del cultivo endotelial primario fue la
citometria de flujo. En este ensayo se utilizaron anticuerpos dirigidos contra
marcadores especificos de células mesenquimales de cordén umbilical tales como
CD44, CD58, CD90, CD62, CD13, CD69 y CD166 asi como para el marcador de
las HUVEC, CD31. Todos los marcadores mencionados se aplicaron sobre ambas
estirpes celulares, con la finalidad de evidenciar que en nuestros cultivos primarios
predomina la presencia de HUVEC, lo cual qued6 demostrado en las graficas de

citometria obtenidas (Figura 8 y 9).



ENDOTELIO VON WILLEBRAND

i3

Figura 7. Caracterizacion de los cultivos celulares primarios. Cultivos celulares
primarios de endotelio derivado de la vena del cordén umbilical (HUVEC).
Fotografia del microscopio de luz blanca (A). Inmunofluorescencias para el
factor de Von Willebrand en las HUVEC, fotografia del microscopio de

fluorescencia (B).
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Figura 8. Caracterizacion de los cultivos celulares primarios. Representacion
gréafica de la citometria de flujo en las poblaciones celulares (HUVEC columna
izquierda y mesenquimales de cordén umbilical columna derecha) marcadas
con diferentes anticuerpos (especificos para endotelio CD31 y para células
mesenquimales CD54, CD13). Los picos hacia la izquierda del recuadro
indican tincion negativa y los picos hacia la derecha representan tincion
positiva.
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Figura 9. Caracterizacion de los cultivos celulares primarios. Representacion
gréfica de la citometria de flujo en las poblaciones celulares (HUVEC columna
izquierda y mesenquimales de cordon umbilical columna derecha) marcadas
con diferentes anticuerpos (especificos para las células mesenquimales de
cordén umbilical CD166, CD49b). Los picos hacia la izquierda del recuadro
indican tincidon negativa y los picos hacia la derecha representan tincién
positiva.



9.2 UTROFINA SG-¢, DG-B, CAV-1 Y eNOS COMPONEN DEL COMPLEJO DE
PROTEINAS ASOCIADAS A UTROFINA DE HUVEC.

En un estudio previo propusimos que en el endotelio de vasos del cordon umbilical
existe un complejo de proteinas asociadas a utrofina que se puede constituir por
utrofina, SG-¢, DG-f y caveolina-1 (69). Para establecer si estas proteinas en
realidad forman un complejo en las HUVEC, se llevaron acabo ensayos de co-
inmunoprecipitacion en extractos de proteina total de HUVEC en cultivo (Figura
10). Los extractos de proteina total (E) y las proteinas coinmunoprecipitadas (IP)
con los anticuerpos anti-caveolina-1 o anti-utrofina fueron analizados por medio de
ensayos de Western blot usando anticuerpos especificos contra las proteinas
utrofina, eNOS, SG-¢, DG- y caveolina-1. Estos resultados confirman que en las
HUVEC existe un UAPC conformado por lo menos de utrofina, eNOS, SG-¢, DG-

y cav-1 (Figura 10).
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Figura 10. Composiciéon del complejo de proteinas
asociadas a utrofina en HUVEC. Ensayos de Western blot
en extractos de proteinas totales (E), asi como de proteinas
co-inmunoprecipitadas (Ip) con anticuerpos anti caveolina-1
(cav-1) o anti-utrofina (UTR). Estos experimentos se
repitieron 5 veces, obteniendose resultados smeejantes a
los mostrados.



9.3 EXPRESION DE ALGUNOS DE LOS TRANSCRITOS DEL UAPC EN
HUVEC.

Debido a que las células endoteliales se encuentran constantemente sometidas a
fuerzas hemodinamicas, en el presente estudio decidimos imitar este estimulo
fisiolégico de los vasos sanguineos con un sistema de estiramiento equibiaxial
(81) donde las HUVEC fueron cultivadas. Esta herramienta mecanica ejerce una
fuerza de estiramiento simultdnea en todas direcciones sobre las células
cultivadas dentro de él.

Las células endoteliales se cultivaron en el sistema de estiramiento y se les dejo
estabilizar dentro del mismo durante 24 hrs. Posteriormente se procedi6 a realizar
RT-PCR a partir de mRNAs obtenidos de las HUVEC estimuladas mecanicamente
durante diferentes tiempos 0 (estado basal), 2, 4, 6, 8, 10, 12 y 14 hrs, aplicando
una fuerza de aproximadamente 1.4 N/cm? Los niveles de estiramiento fueron
elegidos por estar dentro de los intervalos fisiolégicos vasculares (76). Dichas
cinéticas temporales se realizaron con la finalidad de conocer en cual de los
diferentes tiempos de estiramiento se obtiene un cambio mas significativo en el
nivel de expresion de algunos de los miembros del UAPC, comparandolas con las
células no estiradas.

El tiempo de estiramiento que mostré6 un cambio mas drastico en el nivel de
expresion de los transcritos de los SG's (Figuras 11A y 11B) y eNOS (Figura 12A
y 12B) fue de 8 hrs, mostrandose incrementos importantes en los niveles de
expresion de los SG's B,6 y & con aumentos de 1.4, 0.6, 0.8 veces

respectivamente, mientras que el transcrito de SSPN no evidencié cambio en su



nivel de expresion en ninguno de los tiempos (Figuras 11A y 11B). Por su parte el
transcrito de eNOS mostré un importante incremento en su nivel de expresion
siendo este de 1.7 veces mas con respecto al estado basal (Figuras 12A 'y 12B).
Algo importante de mencionar es que se detectaron los transcritos de los SG's B, &
y sarcospan; sin embargo, las proteinas de estos genes no se detectaron en los
ensayos de Western blot (dato no mostrado).

Tomando en cuenta el mayor incremento en el nivel de expresion de algunos de
los transcritos del UAPC a las 8 horas de estimulo mecanico, decidimos realizar

todos los ensayos posteriores con este tiempo de estiramiento.
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Figura 11 Expresion de los transcritos del CSG-SSPN en HUVEC
sometidas y no sometidas a estiramiento. Analisis de la expresiéon por
RT-PCR de algunos miembros del UAPC en HUVEC estimuladas
mecanicamente. Representacion grafica de los niveles de expresion
relativa de los transcritos de los SG’s en diferentes tiempos, con 1.4
N/cm2 de fuerza de estiramiento (A) y corrimiento electroforético en gel
de agarosa de los transcritos de los SG’s y GAPDH (317 pb) a 8 hrs
con 1.4 N/cm2 de fuerza de estiramiento (S) y en estado basal (NS)
(B). Estos experimentos fueron repetidos 8 veces, obteniendose
resultados semejantes.
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Figura 12. Analisis de la expresion por RT-PCR de eNOS en HUVEC
estimuladas mecanicamente. Representacion grafica del nivel de expresion
relativa del transcrito de eNOS durante 8 hrs de estiramiento con 1.4 N/cm2
de fuerza (A) y corrimiento electroforético en gel de agarosa del transcrito
de eNOS 175 pb y GAPDH como control enddégeno 317 pb, bajo las mismas
condiciones de estimulo mecéanico (8 hrs con 1.4 N/cm2 de fuerza de
estiramiento (S) y en estado basal (NS)) (B). Los experimentos fueron
realizados tres veces.



9.4 EL ESTIRAMIENTO SOBRE LAS HUVEC INDUCE UN INCREMENTO EN LA
EXPRESION DE LAS PROTEINAS DEL UAPC.

Debido a la evidente sobre-expresion del transcrito de eNOS y de SG-¢ en
respuesta al estimulo mecanico sobre las HUVEC, decidimos evaluar un posible
incremento en sus productos proteicos, asi como el posible incremento en el nivel
de expresion de algunas otras proteinas pertenecientes al UAPC de HUVEC
sometidas a estiramiento. De tal forma que se analizaron por medio de Western
blot semicuantitativo las proteinas utrofina, eNOS, SG-¢, DG-f y caveolina-1, tanto
en HUVEC estiradas como en no estiradas (Figura 13 A).

Nuestros resultados demuestran que todas las proteinas pertenecientes al UAPC
analizadas presentan incremento en su nivel de expresién en las HUVEC
estiradas con respecto al estado basal. Es asi que la utrofina presenta un
incremento de 0.3 veces, DG- 0.39 veces, caveolina-1 0.8 veces y SG-¢0.8

veces (Figura 13 B).
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Figura 13. El estiramiento sobre las HUVEC induce la sobreexpresion de
las proteinas del UAPC. Western Blot semicuantitativo de &-SG, B-DG,
UTR, cav-1, eNOS y GAPDH en proteinas totales de HUVEC no
estiradas (NS) y estiradas 8-h (S) con 1.4 N/cm2 de fuerza de
estiramiento  (A). Valores densitometricos del Western Dblot
semicuantitativo en HUVEC estiradas (S) y no estiradas (NS)
[(proteina/GAPDH  S)/(proteina/GAPDH NS)] (B).Los experimentos
fueron repetidos 5 veces.



9.5 COMPOSICION DEL COMPLEJO DE PROTEINAS ASOCIADAS A
UTROFINA EN HUVEC SOMETIDAS A ESTIMULO MECANICO

Extractos de proteina total de HUVEC estiradas y no estiradas fueron co-
inmunoprecipitadas con anticuerpos contra caveolina-1 o contra utrofina (Figura
14). Una vez realizadas las co-inmunoprecipitaciones, las proteinas precipitadas
asi como también las proteinas totales se analizaron por medio de Western blot
utilizando anticuerpos dirigidos contra las proteinas utrofina, eNOS, SG-¢, DG- y
caveolina-1. Por medio de estos experimentos se determind que la composiciéon
del UAPC fue la misma entre HUVEC estiradas y no estiradas (Figura 14 paneles
NS y S, carril Ip). Sin embargo, observamos una aparente reduccién en la cantidad
de eNOS inmunoprecipitada de las HUVEC sometidas a estimulo mecanico
(Figura 14 panel S, carril Ip), en comparacion con la cantidad de eNOS detectada
en la fraccion inmunoprecipitada de las HUVEC no estiradas (Figura 14 panel NS,
carril Ip). En el Western blot realizado para la deteccién de eNOS, se utilizé un
anticuerpo que reconoce de manera indistinta la forma fosforilada y no fosforilada
de la enzima y tomando como base el antecedente de que la activacion
(fosforilacion) de la proteina, se relaciona con la liberacion de su anclaje se valor6

esta posibilidad.
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Figura 14. Composicién del complejo de proteinas asociadas a utrofina
en HUVEC no estiradas y estiradas. Western blot para UTR, eNOS, e-
SG, B-DG y caveolina-1 en proteinas totales (E) y co-inmunoprecipitadas
(Ip) con anticuerpos anti cav-1 o anti-utrofina (UTR), de HUVEC no-
estiradas (NS) y estiradas 8 hrs (S) con 1.4 N/cm2 de fuerza . Los
experimentos se realizaron 5 veces.



9.6 ACTIVACION Y LIBERACION DE eNOS DEL UAPC DE HUVEC
SOMETIDAS A ESTIRAMIENTO.

Como se menciono en el apartado anterior, los ensayos de co-inmunoprecipitacion
que demuestran la asociacion de eNOS con el UAPC endotelial fueron realizados
con un anticuerpo que detecta indistintamente la forma fosforilada y no fosforilada
de la proteina; en un estudio posterior, ademas del anticuerpo mencionado,
realizamos el Western blot para la eNOS empleando un anticuerpo que discrimina
entre la forma forsforilada y no fosforilada de la enzima (eNOSP) (Figura 15 Ay 15
B).

Observamos que en los Western blot realizados con ambos anticuerpos,
obtuvimos un incremento en la eNOS de la fraccion del sobrenadante derivada de
las co-inmunoprecipitaciones de las HUVEC sometidas a estimulo mecanico (15 A
y 15 B panel S, carrii SN). De manera paralela, los ensayos de co-
inmunoprecipitacion con el anti cav-1 o con el anti UTR, revelaron que la cantidad
de eNOS asociada al complejo disminuy6é después del estiramiento sobre las
HUVEC, aunque esta diferencia es mas evidente cuando se co-inmunoprecipita
con anti cav-1 (comparativamente carriles Ip de la Figura 15 A y 15 B). Estos
resultados en su conjunto sugieren que el estimulo mecanico aplicado sobre las
HUVEC induce la liberacion de eNOS del UAPC. Adicionalmente la forma
fosforilada de eNOS (eNOSP) se vié incrementada en el sobrenadante (Sn) de las
HUVEC estiradas (S) (Figura 15 A y 15 B panel S carril Sn) con respecto a las
HUVEC no estiradas (Figura 15 A y 15 B panel NS carril Sn). Estos resultados

sugieren que el estimulo mecanico libera y activa la sintasa de oxido nitrico.



De manera adicional, fue de interés para nosotros determinar si el incremento en
la fosforilacion de eNOS conduce a su vez a un incremento en la produccién de
oxido nitrico (ON), segundo mensajero producido por la sintasa, de tal forma que
se midié de forma indirecta, por medio del método de Greiss, la concentracién de
esta molécula en el sobrenadante de las HUVEC en cultivo, antes y después del
estimulo mecanico. Con esta medicién se observd un incremento por arriba de 6
veces en la produccion de ON en las HUVEC sometidas a estimulo mecanico, en
comparacion con los niveles basales determinados en HUVEC que no fueron
sometidas a estiramiento (Figura 16). Como control positivo de estos ensayos se
utilizaron sobrenadantes de HUVEC que fueron estimuladas de manera quimica
con bradicinina; bajo esta condicion se observaron incrementos en los niveles de
ON de 3 veces con respecto a la basal (Figura 16). Estos resultados en su
conjunto demuestran que el estimulo mecanico no solo libera la eNOS del UAPC

sino que también conduce a su activacion.
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Figura 15. Activacion y liberacion de eNOS del UAPC de HUVEC
estiradas. Western blot para eNOS con anticuerpos para la forma
fosforilada y no fosforilada de la enzima y solo para la forma
fosforilada de la misma (eNOSp). Proteinas totales (E), co-
inmunoprecipitadas (Ip) con anti cav-1 (A) o con anti UTR (B) y
sobrenadantes (Sn) de HUVEC no estiradas (NS) y estiradas (S).
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Figura 16. Produccién de o6xido nitrico en HUVEC bajo diferentes
condiciones. Concentracion de 6xido nitrico en HUVEC no estiradas
(NS), estimuladas con bradicinina (BD) y sometidas a estimulo
mecanico (S). Los experimentos se repitieron 5 veces.



CAPITULO 10.

DISCUSION

El DAPC/UAPC es un grupo de proteinas de membrana y de citoesqueleto que
une a la matriz extracelular con el medio intracelular. Este complejo de proteinas
fue descrito originalmente en musculo esquelético, donde se constituye por las
proteinas distrofina o utrofina ademas de sintrofinas, distrobrevinas y los
subcomplejos distroglicano y sarcoglicano-sarcospan (85).

Recientemente, varios estudios han demostrado la importancia del DAPC/UAPC
en la aparicion de la cardiopatia dilatada y en el funcionamiento del tejido vascular
(85, 86, 67); sin embargo, existe un conocimiento muy restringido sobre el
DAPC/UAPC en células endoteliales. Algunos reportes han demostrado la
presencia individual de algunos miembros del complejo como B-DG en células
endoteliales de aorta de bovino (87, 88) y se ha reportado la presencia de utrofina
en células endoteliales de diversos vasos de ratones (4, 5). En un estudio previo
en células endoteliales de vasos de corddn umbilical in situ, propusimos la
presencia de un complejo de proteinas asociadas a utrofina conformado por B-DG,
€-SG y caveolina-1 (69). Para contribuir con el desarrollo del conocimiento de la
funcion del UAPC en tejido vascular humano, en el trabajo aqui presentado se
analizd, mediante co-inmunoprecipitaciones en extractos de proteina total
derivadas de HUVEC, la composicion de dicho complejo.

A partir del estudio se observé que hay una asociacion de utrofina con B-DG, &-SG
y caveolina-1. También demostramos la interaccion, en esta co-

inmunoprecipitacion, de la eNOS en su forma no fosforilada. Este hallazgo es



importante puesto que es la primera vez que se describe un complejo de proteinas
asociadas a utrofina que a su vez se asocia a caveolina-1 y por lo tanto, a
caveolas. En las células endoteliales, la caveolina-1 es la principal proteina de las
caveolas (1, 89) y funciona como un regulador importante de la actividad de una
gran diversidad de moléculas de sefalizacion que incluyen a la eNOS (90).
Diversos estudios han hecho evidente, en el musculo estriado, que la sintasa de
oxido neuronal (nNOS) se encuentra expresada de manera abundante. En este
tejido la NNOS se encuentra asociada con el DAPC/UAPC por medio de su union
con el dominio PDZ de la proteina a-sintrofina. Se ha propuesto que el 6xido
nitrico producido por la nNOS de musculo esquelético sometido a estrés mecanico
regula el flujo sanguineo por medio de su difusion, desde las fibras de musculo
esquelético hasta los microvasos mas proximos donde es responsable de
disminuir la vasoconstriccion (42, 91).

La evidencia anterior respalda de manera importante los resultados de este
trabajo, ya que deja claro la importancia que tiene el DAPC/UAPC en la regulacion
de la actividad de una molécula de sefalizacion tan relevante en la fisiologia
vascular como lo es la eNOS.

Las células endoteliales se encuentran sujetas a deformaciones fisicas por dos
principales tipos de fuerzas mecanicas: “shear stress” o roce laminar y
estiramiento multidireccional (92). Estos estimulos biomecanicos pueden ser
percibidos por la caveola (93). Por lo tanto, para nosotros fue importante
determinar si el UAPC responde a estimulos mecanicos. Para evaluar esta

hipétesis, cultivamos HUVEC bajo condiciones de estiramiento equibiaxial en un



sistema que imita el proceso de estiramiento hemodinamico multidireccional en los
vasos dilatados.

Observamos que este estimulo induce la sobre expresion y la activacion de eNOS,
lo cual se relaciona directamente con la fosforilacion de la serina 1177 y con su
liberacion del UAPC. Estos resultados concuerdan con la informacién de que
eNOS es anclada e inhibida por el dominio de anclaje de la caveolina-1 bajo
condiciones basales (94), regulando de esta manera su actividad enzimatica (95).
Otros reportes indican que cuando las células endoteliales son estimuladas por
medio de flujo laminar, la eNOS se activa por medio de fosforilacion en la serina
1177 y liberada de la caveola (96).

De igual forma, varios reportes recientes han determinado que la sobre expresion
de eNOS después del estimulo mecanico, incrementa la produccion de ON y
mejora la funcion endotelial (97). En este sentido y basado en nuestros resultados,
nosotros postulamos que el UAPC puede poseer la funcion de sensor de
estimulos mecanicos en el endotelio.

Adicionalmente, nosotros creemos que el incremento en la concentracién de 6xido
nitrico en nuestro sistema va de la mano con el incremento en la sintesis de eNOS
a nivel de proteina y con su fosforilacion en el residuo serina1177, contribuyendo
de esta forma a un incremento en la actividad enzimatica de eNOS inducida por el
estimulo mecanico.

También observamos que en respuesta al estimulo mecanico existe un incremento
en relacion uno a uno entre eNOS y cav-1. Esto lo interpretamos como un

incremento en este complejo dual de proteinas y consecuentemente, como la



presencia de mas complejo mecanosensor sobre la membrana endotelial lo cual
conlleva a su vez, a un incremento en la sintesis de 6xido nitrico (Figura 17).

Por mucho tiempo se ha sabido que los cambios agudos en la presion o en el flujo
laminar sobre el endotelio inducen una rapida liberacion de éxido nitrico que da
como resultado la vasodilatacion (98). Adicionalmente, se ha reportado que el
incremento en el flujo laminar y la presién in situ activan rapidamente la eNOS
caveolar con la aparente disociacion de la eNOS de la cav-1 y su asociacién con
calmodulina (99). Esto correlaciona con los resultados del presente trabajo donde
se encuentra un considerable incremento de Oxido nitrico en respuesta al
estiramiento mecanico.

Ademas de la sobre-expresion de eNOS, el estimulo mecanico también induce el
incremento en la sintesis de las proteinas utrofina, B-DG, &-SG y caveolina-1.
Aunque varios reportes indican que la sobre-expresion de caveolina-1 disminuye
marcadamente la actividad enzimatica de eNOS (94, 100), en este estudio
nosotros observamos que la sobre expresion de eNOS y cav-1 se encuentra
acompafada por el aumento en la actividad enzimatica de eNOS.

El incremento en la cantidad de cav-1 en las HUVEC estimuladas mecanicamente
puede estar relacionado al incremento en la densidad de caveolas en la
membrana (93) y con la participacion de la caveolina-1 en el reclutamiento de
diversas moléculas de sefializacion involucradas en respuestas celulares, tales
como integracion de adhesiones focales desencadenadas por el estrés mecanico

(101).



En el caso del B-DG y el e-SG nosotros sugerimos que su incremento puede estar
relacionado con la participacion de estas proteinas en diferentes procesos
celulares y/o diferentes complejos de proteinas. Esto lo sugerimos debido a que
previamente observamos una colocalizacion parcial de estas proteinas con
caveolina-1 (69, Ramirez-Sanchez | datos no publicados).

Algo interesante de mencionar es que se ha reportado en el endotelio que el nivel
de transcripcion de algunos genes se incrementa como consecuencia del aumento
en la concentracion de 6xido nitrico (102) o de Ca?* (103), ambos inducidos por el
estrés mecanico. También observamos que el estrés mecanico promueve un
incremento moderado en el nivel de expresion de los transcritos del B-SG, 5-SG y
¢-SG. Este tipo de activaciones comunmente ocurren en genes cuyos promotores
presentan sitios de union a factores de transcripcion que son activados por el
calcio o por el 6xido nitrico, segundos mensajeros que tienden a incrementar su
concentracion en el interior de la célula endotelial durante procesos de estrés
mecanico (104). Sin embargo, en este contexto no detectamos a nivel de proteina
B-SG y 06-SG, esto sugiere la existencia de un proceso de regulacion
postranscripcional para estos genes. Nuestros resultados confirman las
observaciones previas que indican que los B-SG y 6-SG a nivel de proteina no se
encuentran en células endoteliales (69).

Estos datos en su conjunto indican que el UAPC tiene un papel fundamental en la
mecanopercepcion y en el desencadenamiento de la respuesta intracelular

endotelial mediada por eNOS.



CAPITULO 11

CONCLUSIONES.

Los resultados de este trabajo proporcionan evidencia de la presencia de un
UAPC en HUVEC, conformado por utrofina, B-DG, e-SG eNOS y caveolina-1.
Debido a la asociacion que presenta el UAPC con caveolina-1, nosotros
proponemos que este complejo de proteinas se localiza en los dominios
membranales de sefializacion conocidos como caveolas.

También proponemos que el complejo puede funcionar como un mecanosensor
gue contribuye al proceso de regulacion del tono vascular a través de la liberacion
y activacion de la enzima eNOS (Figura 17).

El entendimiento del control en la produccién de éxido nitrico y algunas de las
funciones reguladas por esta molécula transductora de sefiales en el sistema
vascular por medio de los mecanosensores caveolares, podria dirigir la
implementacion de estrategias terapéuticas farmacologicas y genéticas, para

prevenir el desarrollo de enfermedades cardiovasculares.



NIVELES DE EXPRESION DE LAS PROTEINAS DEL UAPC EN
HUVEC SOMETIDAS A ESTIRAMIENTO
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INCREMENTO EN LAS CAVEOLAS ENDOTELIALES DESPUES DEL
ESTIMULO MECANICO, ACTIVACION Y LIBERACION DE eNOS

Figura 17. Conclusiones. A. Incremento relativo en las proteinas del UAPC.
B. Representacion gréfica del incremento en el numero de caveolas
endoteliales posterior al estimulo mecanico.




CAPITULO 12

PERSPECTIVAS

El analisis de los resultados de las co-inmunoprecipitaciones en HUVEC no
estimuladas demuestra que, cuando el ensayo se realiza utilizando el anticuerpo
contra la caveolina-1, en el Western blot del inmunoprecipitado se logra apreciar
una cantidad disminuida de las proteinas utrofina, ¢-SG y B-DG en comparacion
con lo que se observa en el Western blot del inmunoprecipitado con el anticuerpo
contra utrofina. En este dltimo ensayo se puede observar una cantidad mas
elevada de las proteinas utrofina, e-SG y B-DG y una disminucién en la cantidad
de caveolina-1.

Los contrastes observados en las cantidades de proteinas utrofina, e-SG y B-DG
en las diferentes co-inmunoprecipitaciones nos indican que estas proteinas no
precipitan en su totalidad con la caveolina-1, por lo cual esta evidencia nos sugiere
que utrofina, &-SG y B-DG podrian localizarse en porciones membranales
diferentes a la caveola.

Nosotros hemos comenzado a explorar esta posibilidad, por un lado analizando de
manera independiente el contenido de UAPC en las caveolas y las balsas lipidicas
gue forman parte de los dominios de sefalizacidbn conocidos como DRM'’s
(dominios de membrana resistentes a detergentes), y por otro lado analizando el
contenido de UAPC en fracciones membranales que carecen de DMR’s (Figura
18).

Esta posibilidad nos daria evidencia importante de la participacion del UAPC en la

sefializacion por su presencia en dominios especializados, asi como su parte en la



organizacion estructural por asociacion en matriz-citoesqueleto, en la célula

endotelial.
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Figura 18. Perspectivas. Representacion esquematica de los diversos
UAPC endoteliales A, membranal, B, membrana de caveola, C, membrana
de balsa lipidica, en condiciones basales y de estiramiento.
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1. ABSTRACT

Several studies have emphasized the relevance of
dystrophin-associated protein complex (DAPC) to maintain
the vascular function, Previously we postulated the
presence of an utrophin associated protein complex
(UAPC) in cndothelium from umbilical cord vessels. In the
present work, we demonstrate that utrophin (UTR) indeed
forms a complex, with beta-dystroglycan (DG), epsilon-
sarcoglycan (SG), caveolin-1 (cav-1), and endothelial nitric
oxide synthase (¢éNOS) in human umbilical vein endothelial
cells (HUVEC) by co-immunoprecipitation analysis.
Additionally, we obscrved an increment in the protein
levels of epsilon-SG, beta-DG, UTR and cav-1 after
mechanical stretching. Intercstingly, this stimulus also
induced eNOS up-regulation, activation and release from
the UAPC, and led to a significant increase in nitric oxide
(NO) production. Finally, we propose that UAPC in
HUVECs may play an important role in the regulation of
vascular tone.

1955

2. INTRODUCTION

Cardiomyopathy is a multifactorial diseasc.
Recent cvidence shows that hereditary and acquired forms
of cardiomyopathy can be caused by alterations within the
dystrophin-associated protein complex (DAPC) (1, 2, 3, 4).
Dystrophin gene mutations cause Duchenne- or Becker-
type muscular dystrophy and dilated cardiomyopathy
(DCM) (5, 6). Additionally, it is frequent that patients with
mutations in a-, B-, y- or -G, which cause limb girdle
muscular dystrophy (LGMD 2C-F, respectively), also
present cardiomyopathy. In the case of 5-SG, there are
documented cases of mutations in the sporadic and
hereditary cardiomyopathy-gene related (7).

The DAPC is a multimeric array comprising
membrane and cytoskeletal proteins that link the
extracellular matrix with the cytoskeleton (8). This
complex is composed of dystrophin, the syntrophins, the
DG, the a, B, ¥, 8, & and & SG, and sarcospan (S8PN) (2, 6,
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8). Under certain conditions, dystrophin is substituted in the
protcin complex by utrophin, the autosomal homologue
protein of dystrophin (4); in this case the protein complex
may be denominated the utrophin-associated protein
complex (UAPC). Utrophin presents an  ubiquitous
distribution and is cxpressed in striated and smooth
muscles, as well as in non-muscular tissues such as nervous
system and endothelial cells (4).

Null mice models for p- and 5-SG develop
muscular  dystrophy accompanied by dilated
cardiomyopathy, and it has been observed that these mice
have coronary microvasculature constrictions, apparently
caused by the SG-SSPN loss in coronary vascular smooth
muscle (9, 10).

Despite of the importance of the DAPC in
cardiomyopathy development, the study of this complex
has been mainly focused on cardiomyocytes and vascular
smooth muscle, There is a modest knowledge on the
expression and function of thesc proteins in endothelial
cells, which play a fundamental role in the vascular
function. In a recent study performed by our research
group in human umbilical cord vessels, we postulated
the presence in endothelial cells of an UAPC,
constituted by €-5G, p-DG and UTR (11). We also
postulated that this complex could be localized in
endothelial caveolar transduction domains because of its
probable association with cav-1 (11). These results
prompted us to study the putative endothelial UAPC in
greater detail and to explore its physiological relevance
in human umbilical vein endothelial cells (HUVECs).
Due to the importance of endothelial cells in
cardiovascular function, we consider of high
significance to analyze the composition and possible
change in response to stretching of this protein complex
in this tissue type.

Our results confirmed the association of utrophin
with £-SG, p-DG and cav-1, as well as its association with
eNOS,

Additionally, we obscrved that undcr the
equibiaxial stretching stimulus that rescmbles physiologic
mechanical forces, UAPC components modified their
expression pattern in HUVECs. Interestingly, the
mechanical stimulus also induced the activation and release
of eNOS from the complex, suggesting an active role of the
UAPC in endothelial mechanoreception.

3. MATERIALS AND METHODS

The study was approved by the Institutional
Research and FEthics Committees of the Hospital de
Pediatria, Centro Medico Nacional Siglo XXI-IMSS.

3.1. Tissues

Umbilical cords of mature newborns from normal
fullterm pregnancies were obtained immediately after
birth, and 10-15 c¢m of tissue were placed in 0.9% NaCl
plus 2% antibiotic-antimycotic mixture (Gibco-BRL
Rockville MD, USA).

1956

3.2. Cell Culture

HUVECs were isolated from several umbilical
cord segments. Endothelial cells were separated from the
umbilical vein by enzymatic digestion of the extraccllular
matrix (12). Briefly, the umbilical vein was cannulated and
perfused until turgent with 0.125% trypsin i Hank’s
solution (Gibeo-BRL Rockville MD, USA). The tissue was
incubated 15 min at 37°C; the total volume of the trypsin
solution inside the umbilical vein was recovered, and a 0.1
volumes fetal bovine serum (FBS) was edded. Cells were
harvested and centrifuged at 2700 rpm/15 min (1000 x g),
and the pellet was resuspended in M199 supplemented with
10% FBS, 2mM L-glutamine, 1% antibiotic-antimycotic
mixturc (all reagents werc obtained from Gibco-BRL
Rockville MD, USA), 1% heparin (Sigma Chemical Co. St.
Louis, MO, USA) and 5 mg/ml brain bovine endothelial
mitogen (13). Endothelial cells were incubated at 37°C and
5% CO,, the latter characterized by von Willebrand factor
cxpression (anti-Von Willebrand factor from Sta. Cruz
Biotechnologies, Sta Cruz CA, USA), >99% of cells being
positive for this endothelial marker.

3.3. Mechanical Stress on HUVECs

An cquibiaxial strain device was used to stretch
HUVECs as described by Lee et al. (14). Cells were first
cultured onto collagen-coated silicon membranes (Dow
Coming Co. SD CA, USA), previously treated with 0.01%
rat tail-collagen type 1 (Sigma Chemical Co. St. Louis,
MO, USA). After a 24-h stabilization period in culture,
HUVECs were subjected to a mechanical stimulus of
approximately 1.4 N/cm?, which was obtained after turning
the nut of the device 540°. This force represents an increase
of 9% in the cellular size from basal conditions, HUVECs
were stretched for 0 (basal), and 8 b.

3.4. Immunoblot Assays

To determine variations of the protein expression
levels of utrophin, cav-1, p-DG, €-5G, and eNOS in
stretched HUVECs compared to control non-stretched
HUVECs, 107 non-stretched and stretched cclls, were
homogenized in 50 pl RIPA buffer (1% triton X-100, 0.5%
sodium deoxycholate, all in PBS 1X with mini complete
protease  inhibitors (Roche Diagnostics, Mannheim
Germany), supplemented with 1mM PMSF, 2 mM Na; VO,
and 1mM NaF. Homogenates were centrifuged for 10 min
at 10,000 x g to pellet debris. Total protein content was
measured in the supernatant with the DC assay kit (Bio-
Rad Laboratories, Hercules CA, USA). A total of 40-60 g
of proteins were applied to a 3-12.5% SDS-PAGE
gradient, electrotransferred to nitrocellulose membranes
(Bio-Rad Laboratories, Hercules CA, USA), incubated 1 h
at 37°C in blocking buffer (5% nonfat dry milk in PBS plus
0.1% Tween 20 [PBS-T]) and then incubated 3 h at room
temperature  with the following different primary
antibodics: £-5G (C-17), Cav-1 (C-97), Utrophin (H300),
B-DG (C-20), endothelial nitric_oxide synthase (cNOS)
(NOS3 N -20), and eNOS pSer''”’ (eNOSP ALX-804-396).
Membranes were simultancously incubated with anti-
GAPDH (V-19) as the internal control used to normalize
the densitometric analysis. All the primary antibodics were
purchase from Santa Cruz Biotechnologies (Sta. Cruz, CA,
USA), except eNOSP ALX-804-396 which was obtained
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from Alexis Biochemicals (Carlsbad CA, USA). All
primary antibodies were diluted 1:100 in PBS-T.
Membranes were washed three times during 5 min in PBS-
T and incubated 1 h al room temperature in the presence of
horscradish peroxidase-conjugated secondary antibodies
diluted 1:1000 in PBS-T. Membranes were washed three
times in PBS-T and then the immunoblots were developed
with a diamine benzidine (DAB) colorimetric method (Bio-
Rad Laboratorics, Hercules CA, USA). Band intensity was
dircctly quantified from nitrocellulose membranc using
Labworks software and the EpiChemic Darkroom image
analyzer (UVP Bioimaging Systems, Upland CA, USA).

3.5. Coimmunoprecipitaton Assays

107 stretched and non-stretched control HUVECs,
respectively, were lysated with 50 pl of non-deneturing
extraction buffer composed of 0.15 mM NaCl, 0.5 mM
EDTA, 0.5% Triton X-100, 0.1%, 1 mM PMSF, 2 mM
Na;VO,, | mM NaF (all these reagents were obtaincd from
Sigma Chemical Co St. Louis, MO, USA.) and mini-
complete protease inhibitor (Roche Diagnostics, Mannheim
Germany) all diluted in PBS 1X (15). The homogenate was
incubated 3 min on ice, and passed 5 times through an
insulin syringe. Then, the homogenate was incubated on ice
for additional 10 min, and the protein concentration was
measured by the DC protein assay (Bio-Rad Laboratories,
Hercules CA, USA). A total of 0.5-1 mg protcin was
incubated for 3 h at 4°C, under mild orbital agitation with 3
pg of immunoprecipitating antibody (anti Cav-1 H-97 or
anti utrophin H-300 Santa Cruz Biotechnologies, Sta. Cruz
CA, USA). Next, 20 pl of protein G-sepharosc (Sigma
Chemical Co $t. Louis, MO, USA.) were added and the
mixture was incubated overnight at 4°C. The
immunoprecipitation reaction was centrifuged for 15 min at
12000 x g, and the supernatant was recovered and stored at
4°C. The pellet, containing the immunoprecipitated
proteins, was washed three times with extraction buffer 15
min at 12000 x g. Finally, the proteins immunoprecipitated
in the pellet and those remaining in the supernatant were
applicd to a 3-12.5% SDS-PAGE gradient. Co-
immunoprecipitation was performed at least three times
with each immunoprecipitating antibody for confirmation
of results. Western blots were performed according to the
previously described procedurc (15).

3.6. Nitric Oxide Quantification

Evaluation of the nitric oxide (NO) levels
produced by HUVECs, under non-stretched and stretched
conditions, was measured indircctly by the Greiss method
(16, 17) using transgenic E. coli ATCC 1775 (ATCC Co.
Rockville MD, USA) as nitrate reductase source. Briefly,
HUVECs were cultured in the stretch device, changing
M199 by DMEM without phenol red (Gibco BRL,
Rockville MD, USA), then HUVECs in culture were
stabilized overnight at 37°C with 5% CO,, and subsequently
stretched as described previously. After the stimulus, 250
pl of cell culture medium from basal and stretched
HUVECs were recovered and incubated for 1 h at 37°C
with 200 optic units of E. coli ATCC 1775 (ATCC Co.
Rockville MD, USA) under shaking conditions at 100 rpm.
The bacteria were separated from the liquid by
centrifugation at 3000 rpm for 5 min, subsequently the
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supernatant was recovered and incubated 1 min with 250 pl
of 1% sullanilamide and 250 pl of 0.1% N-(l-naftil)
ethylendiamine. We utilized HUVECs stimulated for 30
min with 6 uM bradykinin (Sigma Chemical Co St. Louis,
MO, USA.), as positive control of oxide nitric synthesis.
Finally, nitritcs were measured in a spectrophotometer at
554 nm optical density (0.D.) interpolating with a standard
curve.

4. RESULTS

4.1. Composition of the HUVEC utrophin associated
proteins complex and

In a previous work, we postulated the presence,
in endothelium derived from umbilical cord vessels, an
urophin associated protein complex that may be
constituted by utrophin, £-8G, Cav-1 and B-DG (11). To
establish whether these protcins do in reality form a
complex in HUVEC, we carried out immunoprecipitation
assays with total protein extracts obtained from cultured
cells (Figure 1). Total extracts (E) and the co-
immunoprecipitated (Ip) proteins with anti-cav-1 or anti-
utrophin antibodics were analyzed by Western blot assays
using antibodies against B-DG, e-5G, utrophin, eNOS, and
cav-1 proteins. These results confirmed that there is a
UAPC conformed at least by p-DG, e-SG, utrophin, ¢NOS,
and Cav-1 (Figure 1, panels NS, lane Ip) in HUVEC.

42. HUVEC-eNOS Becomes
Mechanical Stimulus

Because endothelial cells are usually subjected to
hemodynamic forces, we decided to mimic the physiologic
mechanical stimulus of blood vessels on HUVECs with an
equibiaxial stretching device (14). This tool exerts a
simultancous equivalent stretching force in cells in all
directions. Total protein extracts of non-stretched (NS) and
stretched (S) HUVECs werc co-immunoprecipitated with
anti-cav-1 or anti-utrophin, while total extracts and
precipitated proteins were analyzed by Western blot
(Figure 1). By means of these studies, we observed that
UAPC composition was the same between NS and S cells
(Figure 1, lane Ip). Nonetheless, we observed an apparent
reduction in the amount of eNOS immunoprecipitated from
the cells submitted to the mechanical stimulus (Figure 1
panels S, lane Ip), as comparcd with eNOS detected in the
immunoprecipitated fraction from NS cells (Figure 1 panels
NS lane Ip). Since these experiments were conducted using
an antibody that recognized both the phosphorylated and
non-phosphorylated form of the protein, and with the
knowledge that phosphorylation and release of eNOS from
the membrane is associated with enzyme activation (18),
we further analyzed e¢NOS employing the previously
mentioned antibody and one that discriminates the
phosphorylated form of the protein (Figure 2A and 2B).

Activated Under

Interestingly, with both antibodies we observed
an eNOS increase in the supernatant fraction derived from
the immunoprecipitated proteins of stretched HUVECs
carried on with anti-cav-1 or anti-UTR (Figure 2A and 2B,
panels S, lanes Sn). In parallel, immunoprecipitation assyas
both with anti-cav-1 or anti-UTR revealed that the amount
of eNOS associated to the complex is decreased afler
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Figure 1, Composition of UAPC in stretched and control
untreated HUVECs. Immunoprecipitation (Ip) and total
protein extracts (E) analysis derived from non-stretched
(NS) and 8-h equibiaxially stretched (S) HUVECs., Total
proteins were immunoprecipitated with anti-CAV-1 or anti-
utrophin (UTR) antibodies. Total extracts (E), and co-
immunoprecipitated proteins (Ip) were analyzed by
Western blot using antibodics against utrophin (UTR),
epsilon sarcoglycan and beta dystroglycan (e-SG, B-DG),
caveolin-1 (cav-1), or cndothelial nitric oxide synthase
(cNOS) that recognized the phosphorylated and no
phosphorylated forms of the protein.

streatching, although this difference is more evident when
immunoprecipitaing cav-1 (compare IP lanes in Figure 2A
and 2B). All this information suggested that the mechanical
stimulus induced ¢NOS release from the UAPC.
Additionally, the phosphorylated form of eNOS (eNOS®)
was higher in the supemnatant (Sn) of stretched (8)
HUVECs (Figure 2A and 2B, panels S, lane Sn), as
compared with the result obtained with the NS cells (Figure
2A and 2B, panels NS, lanes Sn). These results suggest that
the stimulus liberates and activates the synthase, To
determine whether the increase in eNOS” drives to an
increment in NO production, we indirectly measured its
concentration in the supernatant of the culturc cells, by
Greiss method before and afier mechanijcal stimulus. An
increase of up to six-fold was observed in NO production in
stretched HUVECs in comparison with basal levels
determined in NS cells (Figure 2C). Bradykinin-positive
control of eNOS activation only increased NO levels up to
three fold over basal levels (Figure 2C). Taken together
these results suggested that mechanical stimulus not only
liberates eNOS from utrophin complexes but also leads to
its activation.

4.3. Over-Expression of HUEVEC eNOS During
Mechanical Stimulus

Western blot analysis of eNOS in total extracts in
Figure 2 A suggest a possible increase in the total
endothelial content of this enzyme following stretching. To
verify whether there was an increment in the amount of
eNOS, we performed relative quantitation of the enzyme
band obtained in protein immunobloting of proteins from
non-stretched (NS), stretched (S), and bradykinin (BD)
stimulated cells (Figure 3A). Band intensity analysis
showed that the mechanical stimulus induced a two-fold
increase of the enzyme, as compared with the basal level
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obtained with the NS and bradykinin-treated cells (Figure
3B). GAPDH was used as internal control for densitometric
value normalization.

4.4. Mechanical Stress Induces Overexpression of
UAPC Members

Due to the overexpression of eNOS in response
to streatching, a component of the evidenced UAPC present
in HUVECs, it was relevant to evaluate a possible
increment in the expression of the remaining components
of this complex. Expression of -DG, utrophin, cav-1 and
€-SG proteins was analyzed by semiquantitative Western
blot in non-stretched and stretched HUVECs (Figure 4A).
Our results demonstrate that in contrast with the increase in
eNOS, mechanical stress induces a more modest up-
regulation in B-DG, utrophin, cav-1, and £-8G to 0.39-, 0.3-
, 0.8 and 0.79-fold respectively (Figure 4B). This result
correlated with the £-5G mRNA level increase (0.8 fold)
exhibited by semicuantitative RT-PCR assays performed in
total RNA from stretched HUVECs (unpublished data).

5. DISCUSSION

In skeletal muscle, utrophin and dystrophin serve
as anchors for the DAPC , which is composed of isoforms
of synirophin, dystrobrevin, and dystroglycan, and
sarcoglycan-sarcospan sub-complex (19). On the other
hand, genetic defects of SGs and/or dystrophin may result
in the development of cardiomyopathy and/or muscular
dystrophies (20). Recently, scveral studies have shown the
importance of the SG complex in the vascular smooth
muscle function, notwithstanding this, there is a very
restricted knowledge on DAPC in endothelial cells. Some
reports have shown the presence of individual members of
the complex such as utrophin and B-DG in endothelial cells
from different sources (21, 22). In a previous study in
endothelial cells from umbilical cord vessels in situ, we
postulated the presence of an utrophin-associated protein
complex conformed by B-DG, e-SG, and cav-1 (12). To
demonstrate the presence of this complex in endothelial
cells, we analyzed total protein extracts from HUVECs by
immunoprecipitation;  this  analysis  confirmed  the
association of utrophin with B-DG, €-SG, and cav-1.
Interestingly, we also found the interaction of the
unphosphorylated form of eNOS with the UAPC. To the
best of our knowledge, this is the first time that an
utrophin-nssociated protein complex in endothelial
asgociated to caveolae has been described.

In endothelial cells, caveolin-1 is a principal
protein of caveolae (1, 2, 23), and scrves as an impottant
regulator of the activity of many signaling molecules,
including ¢eNOS. Furthcrmore, endothelial cells are subject
to physical deformations by two major types of mechanical
forces: shcar stress and mechanical strain  (24),
biomechanical stimuli that can be sense through caveolae
(25). Therefore, it was interesting to determine whether the
UAPC could respond to a mechanical stimulus. To evaluate
this hypothesis, we cultured HUVECs under cquibiaxial
streching conditions utilizing a device (14) that mimics
multidirectional hemodynamic stretching process in dilated
vesscls. Interestingly, this stimulus induced <NOS
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Figure 2. Release and activation of eNOS from UAPC in
stretched HUVECs. Immunoprecipitation analysis of total
protein extracts derived from non-stretched (NS) and 8-h
equibiaxially stretched (S) HUVEC. Total extracts proteins
were immunoprecipitated with anti-cav-1 (A) or anti-UTR
(B) antibodies. Total extracts (E), co-immunoprecipitated
proteins (Ip) and the supernatants (Sn) were analyzed by
Western blot ugsing antibodies against ¢NOS that
discriminate between the phosphorylated (€NQSF) and non-
phosphorylated (eNOS) forms of the enzyme. (C) NO
amount in basal conditions (NS) or after 30 min stimulation
with 6 uM bradikynin (BD) or after 8 h of equibiaxiall
stretched (S) HUVECs.

overexpression and activation of the enzyme, which was
directly related with Ser1177 phosphorylation of and
release from the UAPC. These results are in agreement
with the information that ¢eNOS is anchored and inhibited
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by cav-1's scaffolding domain in endothelial cells under
basal conditions (26), thus regulating its enzymatic activity
(27). Other reports have shown that during flow shear
stress, eNOS is activated by Ser1177 phosphorylation and
released from the caveolae (28). Likewise in the recent
past, several reports have determined that up-regulation of
eNOS gene expression after mechanical stimulus, enhanced
NO production and improved endothelial function (29). In
this sense and based on our results, we postulate that the
UAPC might possess a function as a mechanical stimulus
sensor in endothelial cells.

Additionally, we believe that NO concentration increase
goes hand in hand with the increase in eNOS protein
synthesis and the phosphorylation of residuc Ser1177,
coptributing in a collaborative way to an enhanced
cnzymatic activity induced by the mechanical stimulus.
Since in response to stretching we observe a one to one
increase both in eNOS and cav-1, we interpret this as more
of the protein complex, and consequently, more
mechanosensor complex on the endothelial membrane
which leads to a higher increase in eNOS enzymatic
activity.

In addition to eNOS overexpression, the
mechanical stimulus also induced the increase of f-DG, &-
§G, and cav-1 and UTR proteins. Although several reports
indicate that cav-l1 overexpression, markedly attenuates
eNOS enzymatic activity (26, 30), in this study we
observed that eNOS and cav-1 overexpression is
accompanied by ¢nhancement of eNOS enzyme activity.
The increase of cav-1 in stretched HUVECs may be closer
related to the increment of the caveolae density (25) and
with the protein participation in the recruitment of several
signaling molccules involved in cellular responses, such as
the integration of focal adhesions triggered by mechanical
stress (31).

In the case of P-DG and £-SG, we suggested that
their increase may be related with the participation of these
proteins in a different cellular process and/or protein
complex, since we had previously observed incomplete co-
localization of these proteins with cav-1 in endothelial cells
(11; Ramfrez-Sénchez I, unpublished observations). On the
other hand, the transcription-level of some genes bas been
reported to increase as consequence of augmented NO (32)
or intracellular Ca®* (33), induced by the mechanical stress.
In this regard, it was also observed that the mechanical
stress promoted a moderate increment in the expression
level of PB-, 8- and ¢-8G mRNA (Ramirez-Sdnchez I,
unpublished observation). Nonetheless, in this context we
have not been able to detect the p-, 5-SG proteins. These
results confirm our previous observation that these two
sarcoglycans are not present in endothelial cclls (11), and
suggest the existence of a post-transcriptional regulation
process of their genes.

In summary, our results provide evidence for the
presence of an UAP complex in HUVECs, comprising
utrophin, B-DG, e-SG, eNOS and cav-1. Furthermore, we
propose that this complex may function as a
mechanosensor that can contribute to the vasodilation




Utrophin associated protein complex in endothclial cells

B NS BD s

Figure 3. Mechanical stretch induces overexpression of eNOS in HUVECs. Effect of the mechanical strain on eNOS protein
content in stretched HUVECs. (A) eNOS analyzed by Western blot of protein extracts obtained from HUVECs treated as
follows: under basal conditions (NS); after 30 min stimulation with 6 uM bradikynin (BD), and after 8 h of equibiaxially
stretched (8) HUVECs. eNOS relative protcin amount was calculated by the ratio of eNOS densitometric units/ GAPDH
densitometric units. Densitometric analysis was performed using bands obtained in the Western blot assay (A).
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Figure 4. Equibiaxial strain induces overexpression of UAPC proteins. (A) UAPC was analyzed by Western blot using total
protein cell lysates from non-stretched (NS) and 8 h equibiaxially stretched (S) HUVECs, and antibodies against e-5G, B-DG,
UTR, cav-1 and GAPDH. Immunodetection of GAPDH (35 kDa) was employed as internal control to evaluate amounts of the
other proteins. (B) Effect of HUVEC equibiaxial stretching (9% form basal condition) on protein expression level of the
members of UAPC. The graph shows densitometric values [(protcin/GAPDH stretched cells)/(protein/GAPDH control cells)]
from semi quantitative Western blot assays 1 represcnts basal values.
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process through release and activation of the enzyme
eNOS, Understanding these mechanosensors responses
could address the implementation of potential genetic and
pharmacologic therapeutic strategies, to prevent the
development of cardiovascular diseascs.
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Abstract

Rocently, participation of the sarcoglycan (SG)-sarco-
span {SSPN) complex in the development of cardiomy-
opathy in patients with limb-girdie muscular dystrophy
has bean shown, and presence of the complex in smooth
muscle may be important for the contraction/dilation pro-
cass of vessels, However, thare are few studies determin-
ing the SG-SSPN complex in vascular smooth muscle
and endothelial cells of vessels. In this study, we analyzed
by revarse transcriptase-polymerase chain reaction and
immunofluorascence the axpression of differant compo-
nants of the complex in vein/artery smooth muscle and
endothalial cells of the human umbilical cord. By RNA
analysis, we observed expression of a-, B-, y-, 8-, €8G,
and $SPN in smooth muscle cells. In endothelial cells,
RNA expresgion was restricted to B-, b-, -SG, and SSPN.
At protein leval, we observed in smooth muscle the pres-
ence of B-, &, e-8G, and SSPN. In endothslial cells, im-
munostaining only evidencad the prasence of ¢-5G and
SSPN. Howevaer, colocalization of SGs and SSPN with
dystrophin and utrophin was noted. These results, inter-
astingly, suggest that the SG-SSPN complex may elther

form with dystrophin or utrophin in smooth muscle calls,
and with utrophin in endothelial cells, Additionally, we
also observed in same smooth muscle regions the colo-
calization of the SG-SSPN complex with caveolin, with
colocalization being more pronounced between e-SG-
SSPN and cavealin in endothelial cells.

- Copyright ® 2005 5. Kerger AG, Basel

Introduction

The dystrophin-associated glycoprotein complex
(DAGC)is a multimeric array of membrane and cytoskel-
etal proteins that links extracellular matrix to the cyto-
skeleton [1]. DAGC components include dystroglycans,
dystrophin, syntrophins, dystrobrevin, sarcoglycans
(SGs), and sarcospan (SP). Disruption of the complex as
a result of the deficiency in one of its components pro-
motes muscle degeneration, as is the case in diverse mus-
cular dystrophies [2]. The SG-SSPN complex is recog-
nized as a subcomplex of DAGC and is composed of the
subunits o-, B-, ¥-, 8-, €, and [-SGs as well as SSPN [3,
4]. SGs are glycoproteins with a transmembrane domain,
that have high homology between their sequences and
structure, and SSPN is a tetraspan protein that associates
biochemically with SGs [5]. Mutations in o-, B-, ¥-,
and 8-SGs genes lead to limb-girdle muscular dystrophy
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type 2 [6-10]. First described in skeletal muscle, the SG-
SSPN complex is also present in smooth and cardiac mus-
cles, although its composition varies according to the
muscle type. In striated muscle (skeletal and cardiac mus-
cle), there exist at least two types of complexes, both con-
taining B-, y-, and 8-SGs; mutually exclusive components
are o- and €-SGs [11, 12]. In smooth muscles, the SG-
SSPN complex is similar to that described in skeletal
muscles in the presence of €-SG. In a recent study, {-8G
was described as part of the SG-SSPN complex [4]; how-
ever, its association with a- and e-SGs remains to be elu-
cidated, B-, 8-, and €-SGs have broad expression, e.g. in
the brain, lung, kidney, liver, and other organs, but a- and
v-SGs are mainly expressed in striated muscle.

In addition to the role of the SG-SSPN complex in
limb-girdle muscular dystrophies, the complex plays an
important role in smooth and cardiac muscles. SG-SSPN
complex disruption leads to dilated cardiomyopathy in
limb-girdle muscular dystrophy type 2 patients (13-17]
as well as in SG-deficient models [18-20]. In either case,
the primary deficiency in any SG results in the secondary
loss of the SG-SSPN complex [19, 21, 22]. The 8-5G null
mouse model presented muscular dystrophy character-
ized by the complete loss of the SG-SSPN complex in
skeletal and cardiac membranes [19]. Closer analysis of
the dilated myopathic heart of this mouse showed irregu-
larities in the coronary vasculature, confirming the im-
portance of the SG-SSPN complex in blood vessels. Fow
studieson DAGC in vascular endothclial cells and smooth
muscles have shed more light on its composition and pos-
sible functions of its components in these tissues. Most
of these studies were performed in animal models and in
human coronary arteries. Due to the difficulty to obtain
vascular human tissues and since results obtained in ani-
mal models are not always transferable to humans, we
decided to evaluatc the transcriptional expression and
protein distribution of the SG-SSPN complex as well as
its coexpression with other DAGC components in veins
and arteries of the human umbilical cord, a tissue that
can easily be obtained without further stressful conse-
quences for the patients.

Materlals and Methods

The study was approved by the Hospital Ethics Research Com-
mittee.

Tissues
Umbilical cords of mature newborns from full-term pregnancies
were obtained within 15 min after birth, and 10 cm of tigsue was
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placed in 0.9% NaCl. Then, the vein and arteries were dissected
and cut to expose the vascular lumen. Vessels were incubated sep-
aratelv in 0.9% NaCl containing a mixture of collagenase types I
and 1V (0.75 mg/ml each; Invitrogen™) for 30 min at 4°C. Endo-
thelial cells were scraped off from the vascular lumen using a sy-
ringe plunger and centrifuged at 3,500 rpm for 10 min at 4°C. Cells
were resuspended in 0.9% NaCl and centrifuged once more. The
pellet was recovered and processed for RNA extraction. The endo-
thelium-free vein and artery werc also processed for RNA extrac-
tion.

RNA Isolation and Reverse Transcriptase-Polymerase Chain

Reaction

Total RNA was extracted using Trizol (Invitrogen) according to
the manufacturer’s instructions. To analyze mRNA expression of
SG-SSPN complex components, total RNA from the endothelium
and endothelium-free artery and vein smooth muscles was assayed
by semiquantitative reverse transcriptase-polymerase chain reac-
tion (RT-PCR). cDNA synthesis was performed from 2 pg total
RNA by reverse transcription with MMLV (Invitrogen) and ran-
dom primers, cDNAs wer¢ PCR amplified with specific primers for
each SG: o-SG, sense 5'-GCAATTGGTGAGCAGAGCAGCA-
GAT-%, antisense 5-GGTGCAATTGACCCTGGTGGATAA-
3" B-SG sense 5-ATGCGTGAGAGAGCTGTTGA-J', antisense
5" TTTGGTCCAATGCGAATCAC-3,y-8Gsense 5'-TACTCAT-
CATCCTCGTTGTG-Y, antisense 5-TACAGTCACATTCTGG-
GTTG-3', 5-SG sense 5'-ACACCTAATGTCAGGGCAGACG-¥,
antisense  5-TCTGTCCTTCTCATCCCTCAC-3, «S8G sense
5" TCCACCTTACCCAAAACCTG-3', antisense 5'-AACGGGA-
AGTCTTCTGCAGA-3', and SSPN, sense 5'-CTAGTCAGGGA-
CACTCCATT-3, antisense 5-GGCACTCAGCAGAAAGTA-
TAA -3'. As internal control, human GAPDH ¢cDNA was simulta-
neously coamplified with each component of the SG-SSPN complex
using the following primers: sense 5'-ATCCCATCCCATCTTC-
CAG-3' and antisense 5-TGTGGTCATGAGTCCTTCCA-3'.
The PCR reaction mixture consisted of 2.5 wl of cDNA, 10 pmol
of each primer, 200 wM of each dNTP, 1.5 mM of MgCly, 50 mM
KCl, 20 mAf Tris-HCl, pH 8.4, and two units of Taq polymerase
(Invitrogen) in a final volume of 25 pl. Amplification conditions
were one denaturing step at 95°C for 5 min followed by 32 cycles
with denaturing for 30 s at 95°C; annealing for 30 s at 59°C for f-
and 8-5G at 62°C for e-, ¥-SG, and SSPN, and 30 s at 72°C for
«-SG; elongation for 30 5 at 72*C, and a final elongation step at
72°C for 7 min. PCR. products were electrophoretically separated
on 2% agarose gel stained with ethidium bromide. Band intensities
were quantified directly from stained agarose gel using video imag-
ing and a densitometry software system (Alphalmager 2200 5.0
software).

Immunofluorescence

Vein and artery from fresh umbilical cords were dissected and
cut into fragments of 1 ¢m in length, Each vessel fragment was re-
filled with Jung tissue freezing medium (Leica Instruments, Ger-
many) and frozen in liquid nitrogen- isopentane. Cryosections
(7 wm in thickness) from each vessel were permeabilized for 3 min
with 0.3% Triton X-100. After incubation with blocking solution
(5% bovine serum albumin in phosphate-buffered solution, PBS)
for 1 h at room temperature, cryosections were incubated for 3 h
with one primary antibody (single staining) or two primary anti-
bodies (double staining) at room temperature. After several washes
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with PBS, sections were incubated with the adequate secondary
antibody for 1 h at room temperature. After rinsing with PBS, sec-
tions were mounted on Vectashield mounting medium with DAPI
(Vector Laboratories, Burlingame, Calif., USA) [23] and observed
under an Olympus BX60 fluorescence microscope.

Antibodies

Mouse primary monoclonal antibodies were used against «-SG
(1:200; NCL-a-SARC, Novocastra), B-SG (1:200; NCL-b-5ARC,
Novocastra), v-8G (1:200, NCL-g-SARC, Novocastra), -5G
{1:200; NCL-d-SARC, Novocastra), and N-terminal (1:200; NCL-
DYS3. Novocastra) and C-terminal dystrophin (1:200; NCL-
DYS?2, Novocastra), Goat primary polyclonal antibodics were nsed
against e-SG (1:100; C-17 Santa Cruz), N-terminal utrophin (1:100;
N-19, Santa Cruz), and B-dystroglycan (1:100; C-20, Santa Cruz),
rabbit primary polyclonal antibodies were used against caveolin-1
(1:100; H-97, Santa Cruz) and C-terminal utrophin (1:100; H-300,
Santa Cruz). Rabbit polyclonal antibody was used against SSPN
(1:100; C-20, Santa Cruz). As secondary antibodies, we used Cy3-
goat anti-mouse (Jackson), FITC-goat anti-rabbit (Santa Cruz),
FITC-mouse anti-goat (Jackson), and FITC-rabbit anti-goat (Santa
Cruz).

Results

RNA expression of the SG-SSPN complex in smooth
muscle and endothelial cells of human umbilical cord ves-
sels was evaluated by semiquantitative RT-PCR. For this
purpose, total RNA was purified from different portions
of artery and vein (proximal to the placenta, in the middle
portion of the umbilical cord and near the abdominal
wall) obtained from female and male newborns, Since the
cxpression level of each gene was the same independent-
ly of the gender of the newborn and the umbilical cord
portion, only results obtained in endothelial and smooth
muscle cells from one portion of the vein and artery are
shown in figure 1. In smooth muscles of both vessels, we
detected mRNA expression of all components of the SG-
SSPN complex, although y-8G was expressed at a very
low level, Besides, in endothelial cells there was only evi-
dent expression of -, &, €-SG, and SSPN.

To explore the expression of the SG-SSPN complex at
protein level, human umbilical cord vein and artery cryo-
sections were analyzed by indirect immunofluorescence.
Because the staining pattern was the same for artery and
vein sections, we only show results obtained in artery sec-
tions (fig. 2, 3). In contrast to the mRNA expression ob-
served, in smooth muscles only evident protein ¢xpres-
sion of B-, 8-, &-SG, and SSPN, but not of o-, and ¥-SG
proteins, was evident (fig. 2). In endothelial cells, immu-
nostaining for e-SG and SSPN was exclusively apparent.
To assess colocalization of SGs and SSPN in tissue, dou-
ble immunofluorescence staining was assayed using dif-

SG-3SPN Expression in the Umbilical
Cord

a-5G

B-SG

vSG

8-5G
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Fig. 1. RT-PCR analysis ol the SG-SSPN complex in umbilical cord
vessels. Total RNAs obtained from smooth muscle (SM) and endo-
thelial (E) cells of umbilical cord vein (V) and artery (A) were RT-
PCR amplified using specific primers for a-SG (fragment 680 bp),
B-SG (fragment 221 bp), v-SG (fragment 212 bp), 8-8G (fragment
203 bp), €-SG (fragment 261 bp), and SSPN (fragment 147 bp). All
reactions were analyzed in the exponential phase of amplification.
The RNA amplification of GAPDH (fragment of 317 bp) was used
as an internal control.

ferent antibody combinations (fig. 2). Results showed that
B-SG and 8-SG colocalize exclusively in smooth muscles
(fig. 2a—c). B- and 8-SG seem to form a complex with
SSPN, as can be deduced from partial colocalization of
8-SG and SSPN (fig. 2d-f). However, it is clear that in
smooth muscles there is another complex composed of
¢-SG/SSPN, which is the only one present in endothelial
cells (fig. 2g-1).

Because the SG-SSPN complex is a component of
DAGC [24], and taking into account that rabbit small
arteries contain long forms of both utrophin and dystro-
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Fig. 2. Immunofluorescence analysis of the $G-SSPN complex in
human umbilical cord vein, Transverse cryosections of the vessel
were double stained with antibodies against B-SG/8-SG, 8-8G/
SSPN and e-SG/SSPN. Distinct panels show images obtained to
B-SG (a), 5-5SG (b, d), merge B-SG/8-SG (c), SSPN (e, h), merge 8-
SG/SSPN (), e-SQ (@), and merge -SG/SSPN (1). SM = Smooth
muscle cell layer; E = endothelial cell layer. The white scale bar
represents 25 wm.

phin while small veins contained only the long form of
utrophin [25], we assayed double staining of these pro-
teins with SGs (fig. 3). Interestingly, antibodies that rec-
ognized the amino- (data not shown) and carboxytermi-
nal portion of dystrophin only labeled smooth muscle

4 J Vasc Res 2005;42:1-7

cells (fig. 3b, h); on the other hand, utrophin was detected
in smooth muscle and endothelial cells (fig. 3¢, k). Double
staining in smooth muscle cells revealed partial staining
of e-SG and B-SG with dystrophin (fig. 3c, 1) and utrophin
(fig. 3f,1). In contrast, endothelial cells showed only strong
colocalization of €-SG utrophin (fig. 3d-f).

It was reported that dystrophin was specifically lo-
calized in the caveola-rich domains of smooth muscle
sarcolemma [26]; thus, we decided to analyze whether
components of the SG-SSPN complex colocalized with
caveolin-1 in smooth muscle and endothelial cells. In
smooth muscles, -SG and B-SG presented a partial co-
localization with caveolin-1 (fig. 3m-r). In endothelium,
e-SG also showed colocalization areas with caveolin
(fig. 3m-o0).

The staining pattern of 8-SG/dystrophin, §-SG/utro-
phin and 5-SG/caveolin was the same in all cases as that
obtained with B-SG, while the staining pattern of SSPN/
dystrophin, SSPN/utrophin and SSPN/caveolin was the
same as that observed for e-SG (data not shown).

Dlacussion

In the recent past, scveral studies have shown the im-
portance of the SG complex in vascular smooth muscle
function [19, 20, 27]. To contribute to the knowledge of
this complex in human vascular tissue, the aim of this
work was to analyze the expression of the SG-SSPN com-
plex in the artery and vein of human umbilical cord and
to evaluate their possible association with other compo-
nents of the dystrophin/utrophin complex. Results of the
study showed that in smooth muscle cells of both vessels
there was RNA expression for all $Gs and SSPN, al-
though levels of y-SG were low. In contrast, there was only
evident protein expression for B-, 8-, €-SG and SSPN.
Furthermore, in case of endothelial cells, the RT-PCR
assay demonstrated RNA expression of 8-, -, e-SG, and
SSPN, but immunohistochemically only €-SG and SSPN
were detected.

According to our data, it can be suggested that in
smooth muscles of human umbilical cord vessels the SG-
SSPN complex could be composed of 3, 8-, €-SG, and
SSPN. A previous study has also reported that -, 6-, €
SG, and SSPN were components of the SG-SSPN com-
plex [11]in visceral and vascular smooth muscles of mice
and hamster. Recently, the same group [28] evidenced by
biochemical assays that y-SG was also an integral com-
ponent of the B-, 8-, and e-SG complex in human coronary
artery smooth muscles, In contrast, McNally’s group [28]
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Fig. 3. Colocalization of 3-5G, and ¢-SG with dystrophin, utrophin,
and caveolin in the umbilical cord vein. Transversal cryosections
of the vessels were double stained with antibodies against e-5G/dys-
trophin, e-S8G/utrophin, €-SG/caveolin, B-SG/dystrophin, B-SG/
utrophin, and P-SG/caveolin. Different panels show images ob-
tained with €-SG (a, d, m), B-SG (g. J. p), dystrophin (b, h), utrophin

observed that {-SG, not y-SG, is the fourth component of
the B-, 8-, and €SG complex in mouse coronary artery
smooth muscles. The same group argues that contradic-
tory results may be due to the high degree of similarity
between y-SG and [-SG [11], so antibodies directed
against y-SG may crossreact with {-8G [29].

SG-SSPN Expression in the Umbilical
Cord

(m, k), caveolin (n, q), merge e-8G/dystrophin (b), merge €-8G/utro-
phin (e), merge e-SG/caveolin (o), merge B-SG/dystrophin (i),
merge B-SG/ utrophin (), and merge B-5G/caveolin (r). SM =
Smooth muscle cell layer; E = endothelial cell layer. The white scale
bar represents 25 pm.

Liv and Engvall [12] mentioned unpublished observa-
tions in which individual SG were also expressed in non-
muscle tissues, including endothelial cells. However, by
immunofluorescence analysis we merely evidenced the
expression of €-SG and SSPN in endothelial cells, with
immunostaining being negative for other 8G. This result
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is in agreement with observations that €-SG was present
in arterioles and capillaries [30]. On the other hand.
strong colocalization observed between €-8G and SSPN
indicated that the complex in the endothelial layer of the
human umbilical cord vein and artery may solely be com-
poscd of these two proteins.

Surprisingly, the colocalization of the SG-SSPN com-
plex with other components of the dystrophin/utrophin
complex suggested that in vascular smooth muscles there
were two complexes: one comprised -, 8- and e-5G, and
SSPN associated with dystrophin, and the other formed
by e-SG and SSPN associated with utrophin, With respect
to endothelial cells, results showed only the presence of
the latter. These complexes may have mechanical and
structural roles, and may participate in the maintenance
of cells through signaling functions. In this regard, Rivier
et al. [25], working with arterics and veins from rabbits,
proposed that utrophin may play an important role in the
correct assembly of muscle membrane proteins and may
also have an architectural function in this structure;
meanwhile, dystrophin has a mechanical role in the mus-
cle membrane. On the other hand, there is evidence that
DAGC may be associated with signal transduction path-
ways [31].

Weir et al. [31] demonstrated the presence of two iso-
forms of utrophin: utrophin A, which is expressed in stri-
ated muscle, peripheral nerves, and vascular smooth
muscles, and utrophin B, present only in endothelial cells.
According to these results, it may be suggested that in
vascular smooth muscles the SG-SSPN complex may be
associated with utrophin A, and that in vascular endothe-
lium €-SG and SSPN could be interacting with utrophin
B. Additionally, our results (data not shown) and those of
other studies disclosed in endothelial cells the presence
of dystroglycans, a-dystrobrevin, and syntrophins [33-
37]. Combining all this information, it may be hypothe-
sized that in endothelial cells €-SG and SSPN as well as
dystroglycans, a-dystrobrevin, and syntrophins are com-
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