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Albert Einstein 
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ABREVIATURAS. 
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CAV-3                   caveolina-3 

CD                        cluster of diferentiation 
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dNTPs                 dinucleótidos trifosfato 

E                          extractos de proteína total 

eNOS                  sintasa de óxido nítrico endotelial 

eNOSp                 sintasa de óxido nítrico endotelial fosforilada 

FAK                     cinasa de adhesión focal 
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FITC                    isotiocianato de fluoresceina 

FKRP                  proteína relacionada a fukutina 

GAPDH               gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa 

hr                         horas 

HUVEC                células endoteliales de vena de cordón umbilical humano 

IP                         inmunoprecipitación 

kDa                      kilodaltones 

LGMD                  distrofia muscular de cintura 

MDC                    distrofia muscular congénita 

µg                        microgramos 

min                      minutos 

ml                        mililitros  

µl                         mocrolitros 

N/cm2                  Newtons/centímetro cuadrado 

nNOS                  sintasa de óxido nítrico neuronal 

NO                      óxido nítrico 

NS                       no estiradas 

pb                        pares de bases   

PBS                     amortiguador de sales de fosfatos 

PIN                      proteína inhibidora de la sintasa de óxido nítrico 

pmol                    picomol 

RNA                    ácido ribonucleico 

r.p.m.                  revoluciones por minuto 
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SDS-PAGE        electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio 

SG                      sarcoglicano 

SG-ε                   sarcoglicano epsilón 

Sn                      sobrenadante 

SSPN                 sarcospán                  

UAPC                 complejo de proteínas asociadas a utrofina 
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SG-ε sentido 5´-TCCACCTTACCCAAAACCTG-3´ 

antisentido    5´-AACGGGAAGTCTTCTGCAGA-3´
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antisentido 5´-GGCACTCAGCAGAAAGTATAA-3´ 
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antisentido5’-AGTCAATCCCTTTGGTGCTCAC-3’ 
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RESUMEN.  

En un estudio previo propusimos la presencia, en el endotelio de los vasos del 

cordón umbilical humano, de un complejo de proteínas asociadas a utrofina 

(UAPC) análogo al complejo de proteínas asociadas a distrofina (DAPC) que se 

encuentra en músculo estriado y liso. En vista da la importancia que este grupo de 

proteínas tiene en el funcionamiento vascular y en el desarrollo de la 

cardiomiopatía dilatada en algunos tipos de distrofia muscular.  Por lo mismo, en el 

presente estudio nos enfocamos a caracterizar más detalladamente estos 

complejos. Con los resultados obtenidos demostramos, por ensayos de co-

inmunoprecipitación, que la utrofina (UTR) se asocia con beta distroglicano (β-

DG), epsilón sarcoglicano (ε-SG), caveolina-1 (cav-1) y la sintasa de oxido nítrico 

endotelial (eNOS) en las células  endoteliales de la vena del cordón umbilical 

humano (HUVEC). Asimismo, los análisis de Western blot semi-cuantitativo 

demostraron un incremento en los niveles de las proteínas ε-SG, β-DG, UTR y 

CAV-1 después de la aplicación del estimulo de estiramiento mecánico a las 

HUVEC. Este estímulo también propició el aumento de la eNOS, así como su 

activación y liberación del UAPC conduciendo a un incremento significativo en la 

producción de óxido nítrico (NO). A partir de estos datos se propone que el UAPC 

endotelial  podría tener una función relevante en la regulación del tono vascular.  
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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. 
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CAPITULO 1. 

INTRODUCCIÓN 

1.1 EL COMPLEJO DE PROTEÍNAS ASOCIADAS A DISTROFINA/UTROFINA 

El complejo de proteínas asociadas a distrofina (DAPC) esta conformado por la 

interacción de múltiples proteínas que se asocian estrechamente con la distrofina, 

que es la proteína central y de donde el complejo adquiere su nombre. El complejo 

sarcoglicano-sarcospán (CSG-SSPN) y el complejo distroglicano (CDG) son 

componentes esenciales del DAPC; adicionalmente se asocian otras proteínas 

como las sintrofinas, las distrobrevinas; y eventualmente se asocian en el músculo 

estriado un diverso grupo de moléculas de señalización como la sintasa de óxido 

nítrico neuronal (nNOS), la calmodulina y la caveolina-3 (Cav-3) (1) (Figura 1).  

El DAPC fue originalmente descrito en el músculo estriado; sin embargo 

recientemente se ha puesto de manifiesto su presencia en otros tipos celulares 

como músculos lisos vasculares y no vasculares, y tejidos no musculares (2). 

El DAPC se encuentra unido por la parte externa de la célula a diversas proteínas 

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 así que, a través de su interacción con la matriz extracelular y el citoesqueleto, 

se ha propuesto que el DAPC proporciona una unión mecanosensitiva entre el 

medio extracelular y el intracelular, proporcionando así estabilidad a la célula 

durante procesos de estrés mecánico (4).  

La proteína utrofina que es homólogo autosómico de la distrofina, se asocia con la 

mayoría de las proteínas que conforman el DAPC excepto con la propia distrofina, 
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formando de esta manera un complejo independiente de distrofina conocido como 

complejo de proteínas asociadas a utrofina (UAPC) (5).  

Adicionalmente, la interacción del DAPC/UAPC con el medio intra y extracelular, 

es importante para el establecimiento de la transducción bioquímica de señales al 

interior celular.  

Gran parte de la importancia de este grupo de proteínas radica en que la 

disrupción del DAPC, como resultado de la deficiencia en alguno de sus 

componentes, desestabiliza el puente de unión entre la matriz extracelular y el 

citoesqueleto, promoviendo de esta forma la degeneración muscular. Esto es lo 

que ocurre en las diversas distrofias musculares que frecuentemente se relacionan 

con la aparición de cardiomiopatía (CDM) (6). 
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Figura 1. Complejo de proteínas asociadas a distrofina/utrofina (DAPC/UAPC).
Organización del  DAPC/UAPC en el cual se pueden identificar algunos 
subcomplejos como el complejo distroglicano y el complejo sarcoglicano-
sarcospán, así mismo se localizan algunas moléculas de señalización como las 
sintrofinas y la nNOS. 
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1.2 CARACTERISTICAS Y DISTRIBUCIÓN CELULAR Y TISULAR DEL 

DAPC/UAPC  

El DAPC/UAPC puede dividirse de manera general en al menos tres subgrupos de 

proteínas de acuerdo a su ubicación celular. 

 

1.2.1 PROTEÍNAS CITOPLASMÁTICAS Y PERIFÉRICAS A LA MEMBRANA 

El primero de estos subgrupos es un componente citoplasmático que consiste de 

una serie de proteínas periféricas a la membrana celular. 

La distrofina y la utrofina, con un peso molecular de 427 y 397 kDa 

respectivamente, son proteínas muy similares, ambas poseen cuatro diferentes 

regiones: la región amino terminal con homología 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 región amino 

terminal de la utrofina es más corta con respecto a la de la distrofina y sin 

embargo a pesar de este pequeño acortamiento, la utrofina puede unirse a los 

filamentos de actina del citoesqueleto. Adicionalmente, ambas cuentan con una 

región central en forma de varilla que se compone de repetidos similares a 

espectrina; una región adyacente rica en cisteínas y finalmente la región carboxilo 

terminal (7). 

La región carboxilo terminal y la región rica en cisteínas contienen varios sitios de 

unión a proteínas. El carboxilo terminal incluye un domino altamente conservado 

de residuos de triptofano conocido como dominio WW, un dominio putativo de 

unión a calcio y un pequeño dominio rico en cisteínas conocido como hand-EF, 

además de un dominio similar a un dedo de zinc (8). 
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La distrofina tiene un patrón de expresión que no se restringe a músculo estriado, 

ya que recientemente se le ha detectado en músculos lisos y tejidos no 

musculares como sistema nervioso. 

La utrofina tiene una distribución más ubicua, de tal manera que además de 

encontrarse en músculo estriado, predominantemente en la unión neuromuscular, 

también se encuentra en músculo liso y en tejidos no musculares como el 

endotelio y sistema nervioso (9).  

Proteínas adicionales que también se encuentran en la región citoplasmática de 

las células musculares son las sintrofinas alfa 1, beta 1 y beta 2, las tres con un 

peso molecular de 58 kDa. Las sintrofínas se expresan en el músculo estriado, 

encontrándose la sintrofina alfa 1 mayoritariamente concentrada en las uniones 

neuromusculares, similar a lo que se observa con la distribución de utrofina. 

Adicionalmente, las tres sintrofinas se expresan en músculo liso así como en una 

gran variedad de tejidos no musculares (10). 

Localizada también en la región citoplasmática de las células musculares se 

encuentra la enzima sintasa de óxido nítrico neuronal (nNOS) la cual se encarga 

de modular vías de señalización a partir de la producción del segundo mensajero 

óxido nítrico (1). Se piensa que esta proteína se une al DAPC/UAPC mediante la 

interacción de su dominio homodimérico PDZ y el dominio PDZ de la proteína alfa 

1 sintrofina (11). 

Por otro lado, se piensa que la interacción entre la nNOS y el DAPC/UAPC en el 

músculo estriado puede estar dada por la proteína caveolina-3 que se ha 

observado que puede formar parte de DAPC/UAPC alternativos (12).           
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DISTROFINA

UTROFINA

DOMINIO 
DE UNIÓN 
A ACTINA DOMINIO CENTRAL

SITIOS DE UNIÓN

Figura 2. El esquema representa la organización molecular de las 
proteínas distrofina y utrofina, se muestran algunos de sus dominios mas 
relevantes.

Neevia docConverter 5.1



1.2.2 EL COMPLEJO DISTROGLICANO (CDG). 

El complejo distroglicano esta codificado por un solo gen, el cual genera una 

proteína precursora de aproximadamente 115 KDa, que es posteriormente 

procesada por un corte proteolítico el cual genera dos péptidos, uno de 72 KDa y 

otro de 43 KDa (Figura 3). El producto de 72 KDa corresponde al distroglicano-α el 

cual se modifica de manera postraduccional incorporándose en él una gran 

cantidad de carbohidratos hasta alcanzar un peso de 156 KDa para el caso del 

músculo esquéletico y 140 KDa para el caso del músculo cardiaco (13). El péptido 

resultante de 43 KDa corresponde al distroglicano-β que es una proteína 

transmembranal que se une en su porción citoplasmática a la distrofina/utrofina y 

en su porción extracelular al distroglicano-α (14). El distroglicano-α es una proteína 

extracelular que se une a una gran cantidad de proteínas que forman parte integral 

de la matriz extracelular, entre las que destacan la laminina α2, la agrina y el 

perlecano (15, 16). 

Existen numerosas evidencias que sugieren que el complejo distroglicano participa 

en transducción de señales, como lo indica la presencia de dominios de unión SH2 

y SH3, en el dominio citoplasmático del distroglicano-β, estructuras que 

comúnmente encontradas en proteínas cinasas de tirosina,. De hecho se ha 

demostrado que la fosforilación de la tirosina 892 del distroglicano-β es requerida 

para reclutar proteínas que contienen dominios SH2 (17, 18).  

La expresión del complejo distroglicano se ha descrito en todos los tipos 

musculares; sin embargo, existen algunos datos que sugieren que estas proteínas 

se encuentran en tejidos no musculares como el endotelio (19). 
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Figura 3. Organización moleculard de los dominios 
presentes en  los distroglicanos. 

amino terminal
dominio 
mucina

carboxilo 
terminal

SP: peptido señal
TM: dominio transmembranal
PPXY: dominio de unión a distrofina/utrofina
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1.2.3 COMPLEJO SARCOGLICANO-SARCOSPÁN 

El subcomplejo sarcoglicano-sarcospán (CSG-SSPN) es un complejo de glico- 

proteínas transmembranales que forman parte del DAPC/UAPC, este subcomplejo 

esta constituido de proteínas transmembranales llamadas SG`s α,   β,   γ,   δ,   ε y ζ, 

además del SSPN. Los SG´s α y ε son proteínas transmembranales tipo 1 y 

presentan sitios putativos de fosforilación en la porción citoplasmática, con lo cual 

se sugiere que participan en transducción de señales (20). 

Por su parte los SG´s β, γ, δ y ζ son proteínas transmembranales tipo 2 (20) con 

dominios ricos en cisteínas en la porción extracelular, por lo que se piensa que 

pueden funcionar como moléculas receptoras (21). 

El CSG-SSPN originalmente fue descrito en músculo esquelético, sin embargo 

posteriormente se descubrió su presencia en músculo cardiaco y muy 

recientemente en músculo liso, aunque su composición varía dependiendo del tipo 

muscular. Adicionalmente, se ha reportado su presencia en otros tipos de tejidos 

no musculares como el endotelio, el sistema nervioso, el hígado y el riñón (22).  

Los componentes del CSG-SSPN se expresan diferencialmente en un patrón 

espacio temporal definido para cada uno de ellos. El SG alfa se expresa 

exclusivamente en músculo estriado (23) mientras que la expresión del SG gama 

ocurre en músculo estriado y en músculo liso (24). Por su parte los SGs beta y 

delta además de observarse en todos los tipos musculares, se han observado 

aunque en bajos niveles, en tejidos no musculares tales como la retina y el 

cerebro (25, 2). La expresión del SG epsilón se ha observado en todos los tejidos 

en los que se ha estudiado por lo que se considera de expresión ubicua (26). 
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CAPITULO 2. 

2.1 PATOLOGÍAS 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 patologías 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) 

que es una forma alélica menos grave de la DMD. Ambos tipos de distrofia están 

continuamente acompañadas de cardiomiopatía 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 rápidamente y conlleva de manera 

común 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 últimos desarrollan patologías de músculo esquelético muy 

leves, sin mostrar disminución marcada de distrofina en este tipo muscular, al 

parecer por la activación de promotores alternos encontrados en músculo 

esquelético y no activos en músculo cardiaco (30). 
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Los defectos en el gen de la distrofina asociados con la CMDLX se han agrupado 

principalmente en la región del extremo amino terminal de la proteína, lo cual 

afecta su asociación 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 fisiología muscular, causadas por alteraciones en el soporte estructural del 

sarcolema. Adicionalmente, las mutaciones en distrofina afectan de manera 

secundaria la estabilidad de las proteínas que interactúan con esta proteína como 

el caso de los filamentos de actina del citoesqueleto, de los sarcoglicanos en la 

membrana, e incluso de proteínas extracelulares como el distroglicano α lo que a 

su vez desestabiliza la interacción con la matriz extracelular (32). De manera 

similar a lo que ocurre en humanos, estos modelos animales desarrollan distrofia 

muscular con o sin la aparición de CMD, apoyando la idea de que este grupo de 

proteínas son de importancia fundamental para la función normal de los miocitos 

esqueléticos y cardiacos. En ambos casos, el estrés mecánico parece ser 

significativamente importante en la edad de inicio, que depende directamente de la 

disfunción de estos músculos (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 áreas de degeneración y fibrosis que aparecen a partir de la 

semana 20 de vida. De manera general se piensa que este tipo de cardiomiopatía 

es leve (34). Por su parte, los ratones que carecen de distrofina y utrofina, que es 

un homólogo autosómico de la distrofina, desarrollan cardiomiopatía que los lleva 

a una muerte súbita, lo que sugiere que la utrofina puede tener un papel 
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compensatorio en los ratones, aunque no se ha observado este fenómeno en 

humanos (35). 

 

2.1.2 SINTASAS DE OXIDO NÍTRICO 

El óxido nítrico es un segundo mensajero con un gran número de funciones 

biológicas, el cual es sintetizado por la enzima sintasa de oxido nítrico, de la cual 

existen tres isoformas conocidas; la neuronal, la inducible y la endotelial (36). 

En el músculo estriado y en el músculo liso el óxido nítrico modula una amplia 

gama de procesos que incluyen el acople excitación-contracción, entrada de 

glucosa, homeostasis de calcio y de manera muy importante vasodilatación (36, 

37). 

En el músculo estriado la enzima sintasa de óxido nítrico neuronal (nNOS) se 

asocia con el DGC por medio de la sintrofina α1 (38, 39). 

Se ha observado que la ausencia del DAPC en DMD y en ratones deficientes de 

distrofina conlleva a una rápida degradación y desaparición de la enzima nNOS. 

(39, 40). 

En músculo esquelético deficiente de distrofina, la nNOS es desplazada de la 

membrana plasmática y esta disociación es causante de vasoconstricciones 

anormales por pérdida de la síntesis de óxido nítrico (41). 

Adicionalmente, se ha observado que en músculo estriado con expresión 

deficiente de sintrofina α1, la localización de la nNOS se pierde provocando una 

marcada y más severa vasoconstricción, confirmándose con esto que la 

asociación de la nNOS con el DAPC es crítica para la aparición del vasoespasmo 

(42). 

Neevia docConverter 5.1



Por otro lado, se ha observado que la nNOS reminiscente en músculo estriado de 

DMD permanece inactiva debido a que en esta condición patológica existe  una 

sobre-expresión de la proteína inhibidora de la nNOS (PIN) (36). 

La función potencial de la nNOS en DMD y CMD es fundamental para la 

culminación de las rutas de señalización en las que participa el óxido nítrico, 

principalmente en la regulación del tono vascular. 

Cuando la actividad de la nNOS está reducida, como ocurre en DMD y CMD la 

vasoconstricción no puede ser regulada o revertida por la vasodilatación generada 

por el óxido nítrico, lo que conduce a la aparición de isquemia en músculo 

esquelético y cardiaco (43). 

Una evidencia clara de la importancia del óxido nítrico en la fisiología vascular es 

el ratón deficiente en nNOS. Este modelo animal no desarrolla distrofia muscular y 

el DAPC permanece intacto, pero el ratón si desarrolla graves problemas 

cardiovasculares (44). 

Existen hipótesis que tratan de aclarar la aparición de la isquemia derivada de la 

disociación del DAPC. Por un lado, debido a que la aparición 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 músculo al daño por estrés oxidativo (45). Por 

otro lado, debido a que el óxido nítrico 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 modulación de estas dos vías 

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

Modelos murinos deficientes en el gen distroglicano no son viables por lo cual se 

considera que mutaciones en este gen son letales (47). 

Existen patologías relacionadas con el complejo distroglicano, en particular un 

grupo de distrofias musculares en las que se observan alteraciones en las 

modificaciones postraduccionales responsables del patrón de glicosilación del 

distroglicano-α (48, 49). La glicosilación alterada del distroglicano-α se ha 

implicado con el desarrollo de la distrofia muscular congénita tipo 1C (MDC1C) la 

cual es causada por mutaciones en la proteína relacionada a fukutina (FKRP) (50), 

la cual se encarga de la glicosilación del distroglicano-α (51). La MDC1C esta 

caracterizada por la degeneración muscular grave y cardiomiopatía (51). 

Mutaciones alélicas en el gen FKRP también causan una más común y menos 

grave forma de distrofia muscular llamada LGMD2I (distrofia muscular de cintura 

2I) la cual se encuentra frecuentemente asociada con cardiomiopatía dilatada que 

aparece generalmente en la adolescencia (52). Es importante señalar que la 

localización del CDG no se restringe al músculo esquelético; recientemente se le 

ha detectado en músculo liso y otros tejidos como el hígado y el riñón (2). 
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2.1.4 COMPLEJO SARCOGLICANO-SARCOSPÁN 

Las mutaciones en los genes que codifican para los SG´s α, β, γ y δ provocan un 

tipo de distrofia muscular conocida como distrofia muscular de cintura con un 

patrón de herencia autosómico recesiva (LGMD2C-F respectivamente). En el caso 

de las mutaciones en los SG´s β y δ, además de desencadenar las LGMD2D y 2F 

respectivamente, en algunos casos se ve acompañada 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 α y γ, respectivamente, la aparición de CMD es mucho menos frecuente (54). 

Existen casos en los que mutaciones en el SG δ son la causa de cardiomiopatía 

dilatada familiar o esporádica que no está relacionada a alguna enfermedad 

muscular (55). 

En el caso del SG δ una de las primeras mutaciones descritas fue en el hámster 

Sirio BIO 14.6 (56). Se trata de una mutación espontánea que corresponde a una 

eliminación del primer exón del gen, dando como resultado la pérdida total de la 

proteína (57). En estos animales se observan características histológicas de 

distrofia muscular acompañadas con necrosis progresiva del miocardio, hipertrofia, 

dilatación ventricular y muerte prematura debida a falla cardiaca (58). El hamster 

BIO 14.6 es un excelente modelo para estudiar CMD asociadas con SG´s, pues en 

estos animales carentes del SG-δ la incidencia de la cardiomiopatía es del 100% 

(59). 

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

sublíneas a partir del hamster BIO 14.6 tales como la UMX7.1 y la TO-2, las cuales 
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tienen una eliminación genómica en el extremo 5´ del gen para el SG-δ que impide 

la síntesis del transcrito y por lo tanto de la proteína (60). 

Para tratar de aclarar los mecanismos responsables de la fisiopatología 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 α, β, γ y δ. 

Una de las principales características de estos ratones es que desarrollan una 

patología de músculo 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 disminución secundaria o pérdida total del resto de los miembros del CSG-

SSPN, lo cual concuerda con la demostración de que la biosíntesis y el anclaje en 

la membrana de estas proteínas está estrechamente relacionado entre si (63, 64). 

Estos modelos animales han sido usados, entre otros aspectos, para determinar 

los efectos de estas mutaciones en el músculo liso vascular (61). El CSG-SSPN 

de músculo liso vascular se encuentra constituido de las subunidades β, δ, ε y 

SSPN y existe controversia en cuanto a la presencia del SG-γ en este tejido. 

Recientemente se ha propuesto que el cuarto miembro del CSG-SSPN en 

músculo liso vascular es SG-ζ en sustitución de SG-γ (65, 66) 

Se ha observado que el ratón deficiente en el SG-α muestra desintegración del 

CSG-SSPN en músculo esquelético, sin embargo, el complejo se mantiene intacto 

en músculo liso vascular y no presenta CMD. La falta de patología cardiovascular 

en este ratón mutante puede deberse a que la falta de SG-α se ve compensada 

por su homólogo, el SG-ε en músculo cardiaco y músculo liso vascular (61, 62). 
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Los ratones deficientes en los SG´s β y δ pierden la expresión del CSG-SSPN de 

músculo liso vascular lo cual se piensa que conlleva a la generación de 

vasoespásmos en las arterias coronarias, generándose de esta forma lesiones 

isquémicas que desarrollan una forma grave de CMD (Figura 4) (61, 62). Lo 

anterior podría apoyar la hipótesis de que la pérdida de  la expresión del CSG-

SSPN de músculo liso es directamente responsable de la aparición de la CMD (61, 

62). 

En algunos casos, en el ratón deficiente en SG-γ, se ha observado que desarrolla 

CMD de manera secundaría, con áreas degenerativas cardiacas puntuales, con 

pérdida de expresión del CSG-SSPN en el cardiomiocito, pero sin que se vea 

alterada la expresión del CSG-SSPN en músculo liso vascular, por lo cual se 

postula que la aparición de la CMD no depende de la pérdida del CSG-SSPN en 

músculo liso vascular coronario (63). 

Recientemente Wheeler y colaboradores (2004) han propuesto que la aparición de 

vasoespásmos en el ratón deficiente del SG-δ no se relaciona con la pérdida del 

CSG-SSPN en músculo liso vascular, ya que la recuperación de la expresión del 

SG-δ específicamente en cardiomiocitos de este ratón, fue suficiente para corregir 

la degeneración cardiaca y de manera sorprendente también se logró eliminar las 

lesiones vasoespásmicas (65, 66) 

Tales evidencias sugieren que las lesiones vasoespásmicas son generadas por un 

evento extrínseco al músculo liso vascular y se propone que la generación de 

citocinas y radicales libres formados en el cardiomiocito degenerado, son los 

responsables de las lesiones vasoespásmicas (65, 66) 
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Por otra parte, las lesiones vasoespásmicas observadas en las arterias coronarias 

de los ratones deficientes en los SG´s β, γ y δ han logrado revertirse con 

tratamiento con el bloqueador de canales de calcio verapamil, que funciona como 

un potente anti-vasoespásmico. Este tratamiento disminuye la patología y mejora 

la función cardiaca, indicando con esto que independientemente de que se trate 

de un efecto extrínseco o intrínseco, el vasoespasmo contribuye de manera 

importante con la aparición de la CMD (63, 67). 
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CARDIOMIOPATÍA DILATADA EN RATÓN SG-δ NULO

ISQUEMIA EN ARTERÍAS CORONARÍAS DE RATÓN SG-δ NULO

CONSTRICCIONES

Figura 4. La imagen muestra la cardiomiopatía dilatada en el ratón carente de 
SG-δ (A) en comparación con el corazón del ratón silvestre  (B). También se 
muestra la presencia de constricciones en  las arterias coronarias del ratón 
carente de SG-δ (C) en comparación con las coronarias de un ratón silvestre 
(D). Imagen tomada de Coral-Vázquez et al, 1999 Cell, 98, 465-474.

A B

C

D
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CAPITULO 3. 

3.1 ESTUDIO DEL DAPC/UAPC EN ENDOTELIO VASCULAR 

Todos los antecedentes del capítulo anterior ponen de manifiesto la importancia 

del DAPC en el tejido vascular. Es así que el estudio del DAPC/UAPC en sistema 

vascular se ha enfocado al análisis de miocardiocitos y de músculo liso  vascular 

(68) y muy poco se sabe en lo concerniente a la expresión y función de estas 

proteínas 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 cordón umbilical humano, han demostrado en el músculo liso 

la presencia de las proteínas distrofina, utrofina, distroglicano-β y de  los SG-ε, δ, β 

y SSPN mientras que para el endotelio se evidenció la presencia de las proteínas 

utrofina, distroglicano-β y SG-ε.  

Así mismo, se sugirió que éstas podrían estar formando complejos localizados en 

los dominios caveolares de la membrana plasmática, dada su colocalización con la 

proteína caveolina-1 (Cav-1). Adicionalmente, de acuerdo a las características 

bioquímicas de los SGs y del resto de las proteínas del UAPC, y la posible 

asociación con caveolina-1, propusimos la posibilidad de que este complejo de 

proteínas pueda participar en el endotelio como proteínas sensoras de fuerzas 

mecánicas y a su vez en la transmisión de esta señal mecánica 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 río abajo como la propia cav-1 y 
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diversas cinasas entre ellas la cinasa de adhesión focal (FAK) que se sabe que 

responden de manera directa a los estímulos mecánicos (71).  

 

CAPITULO 4. 

4.1  EL ENDOTELIO VASCULAR Y SUS FUNCIONES 

Las células endoteliales son uno de los principales componentes celulares de los 

vasos sanguíneos. Esta monocapa  celular se encuentra entre la pared vascular y 

el torrente sanguíneo, presentando un área vasta de superficie para el intercambio 

de materiales entre la sangre y los tejidos, por lo que interactúa con diversos 

mediadores celulares, químicos, mecánicos 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 desempeñan un 

papel fundamental en la homeostasis vascular, mediante la síntesis y liberación de 

diversas substancias que actúan en forma autócrina, parácrina e inclusive 

intrácrina (72). Además participa en la adhesión leucocitaria, la inflamación, la 

regulación de la coagulación y del tono vascular, la angiogénesis y el crecimiento 

vascular y actúa además como una barrera para solutos y líquidos del flujo 

transvascular. El endotelio, lejos de ser un participante pasivo es un tejido 

dinámico, que secreta y modifica una amplia variedad de mediadores 

biológicamente activos que influencian a su vez el comportamiento de otros tipos 

celulares, tales como, músculo liso vascular, monocitos, macrófagos, fibroblastos y 

diversas células específicas de cada órgano, al mismo tiempo regula la producción 

y la composición de la matriz extracelular circundante o adyacente (73).   
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El endotelio está expuesto a una gran variedad de estímulos dentro de los que 

destacan los hemodinámicos y se sabe que estas fuerzas mecánicas influyen de 

manera importante en la función endotelial. Sin embargo, los mecanismos que 

regulan las respuestas endoteliales al estímulo por fuerzas mecánicas no han sido 

bien descritos.  

El que el endotelio pueda responder al estrés mecánico por la activación de rutas 

de señalización bien definidas, indica que estas células poseen sensores capaces 

de transmitir eventos mecánicos y convertirlos en señales biológicas que 

desencadenan las respuestas efectoras. La identidad de los mecanosensores que 

llevan acabo estas respuestas está siendo investigada (74). 

 

4.2 EL ENDOTELIO Y SUS ESTIMULOS MECÁNICOS 

El endotelio es un tejido multifuncional que responde a una gran variedad de 

estímulos, dentro de los estímulos a los que es sometido el endotelio destacan los 

mecánicos (75). Este tejido está sujeto a dos tipos de fuerzas mecánicas 

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 sanguíneo por el lado del lumen vascular, lo cual implica la aplicación 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 

sanguíneo y es generado tanto por la presión ejercida por la pared del vaso como 

por la presión sanguínea y se da en todos los vasos aunque predominantemente 

en vasos pulsantes como los pulmonares y cardiacos (76).  
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El estiramiento mecánico circunferencial de un vaso puede ser cuantificado por 

medio de la Ley de Laplace: T= (Pt) (R)/µ  donde T corresponde al estiramiento 

del vaso, Pt es la presión transmural, R el radio del vaso y µ el grosor de la pared 

del vaso y usualmente se expresa como dinas/cm2. 

El flujo laminar, es generado por el roce del flujo sanguíneo 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 ecuación:  

t=4ηQ/πr3 donde t representa el roce del flujo laminar en dinas/cm2,  η es la 

viscosidad, Q el flujo y r  el radio del vaso (77). 

Estas fuerzas mecánicas sobre el endotelio estimulan la secreción de moléculas 

confinadas a regular el tono vascular, tales como la prostaciclina y el óxido nítrico 

(NO), encargadas de dilatar los vasos y la endotelina-1 que se encarga de 

contraer el vaso (77). 

Las fuerzas mecánicas ejercidas sobre el endotelio también aumentan la 

expresión de genes, algunos codifican para proteínas encargadas de reestructurar 

y dar soporte mecánico, como moléculas de adhesión y proteínas del 

citoesqueleto. Otros codifican para factores de crecimiento y citocinas. Algunas de 

estas moléculas son importantes en la fisiología vascular normal, ya que su 

disminución o incremento puede contribuir al desarrollo de la patología relacionada 

con el sistema vascular (78). 

Estas evidencias ponen de manifiesto que el estrés mecánico puede modificar la 

expresión de distintos genes, los cuales incluso son fundamentales para la 

viabilidad de la estirpe celular. 
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CAPITULO 5 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Todas las evidencias anteriores proponen que la importancia del DAPC/UAPC no 

se remite únicamente a su función estructural en músculo 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 cardiomiopatía, el estudio de este grupo de proteínas se ha 

enfocado principalmente a los cardiomiocitos y al músculo liso vascular. A la fecha 

hay escaso conocimiento sobre la expresión y función de estas proteínas en 

células endoteliales, las cuales son de fundamental importancia para la función 

vascular. En un estudio reciente realizado por nuestro grupo de trabajo en los 

vasos del cordón umbilical humano, postulamos la presencia de un UAPC de 

células endoteliales conformado por CAV-1, ε-SG, β-DG y UTR. También 

postulamos que este complejo puede estar localizado en las caveolas, que 

funcionan como microdominios de señalización en las células endoteliales, debido 

a su probable asociación con la caveolina-1. Estos resultados nos impulsaron a 

estudiar a mayor profundidad la probable existencia del UAPC endotelial y 

explorar su relevancia fisiológica en células endoteliales de vena de cordón 

umbilical humano (HUVEC). Debido a la importancia de las células endoteliales en 

la función cardiovascular, nosotros consideramos de gran relevancia analizar el 

UAPC en cuanto a su composición y el posible cambio de ésta en respuesta al 

estiramiento mecánico en este tipo celular.          
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CAPITULO 6. 

HIPÓTESIS 

En las células endoteliales existe un complejo de proteínas asociadas a utrofina 

constituido por utrofina, sarcoglicano-ε, distroglicano-β, caveolina-1 y eNOS. Este 

complejo a su vez cambia su composición después de que las células endoteliales 

son sometidas a estímulo mecánico. 
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CAPITULO 7 

OBJETIVOS.  

-Evaluar por inmunoprecipitación las formas de UAPC presentes en las células 

endoteliales cultivadas y su posible interacción con otras proteínas, además de 

conocer si bajo el estrés mecánico hay cambios en las posibles asociaciones. 

-Evaluar por Western-blot semicuantitativo los niveles de proteínas del UAPC así 

como de proteínas probablemente relacionadas con él, en  endotelio en cultivo 

sometido a estrés mecánico. 

-Evaluar la posible participación del UAPC en alguna ruta de señalización en el 

endotelio sometido a estimulo mecánico.  
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CAPITULO 8 

METODOLOGÍA 

8.1 CONSIDERACIONES ÉTICAS  

El manejo de las muestras biológicas para el desarrollo de este estudio se aprobó 

por el comité de ética e investigación del Hospital de Pediatría del Centro Médico 

Nacional Siglo XXI del IMSS. 

 

8.2 MATERIAL BIOLÓGICO.  

Los cordones umbilicales se proporcionaron por el servicio de ginecobstetricia y 

labor y expulsión de la clínica 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 cordón 

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 antibióticos (penicilina 1000 

U/ml, estreptomicina 1g/ml y anfotericina B 25 mg/ml GIBCO-BRL Rockville 

Maryland USA) a temperatura de 4ºC y se transportaron al laboratorio para que a 

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

Las células endoteliales de cordón umbilical humano (HUVEC) se aislaron de 

varios segmentos de cordón umbilical. Las HUVEC fueron desprendidas del 

músculo liso de la vena umbilical por medio de digestión enzimática de la matriz 

extracelular (79). La vena umbilical se canuló y perfundió con tripsina a una 

concentración de 0.125% disuelta en solución de Hank adicionado con 1 % de 

mezcla de antibióticos hasta alcanzar turgencia, el tejido se incubó durante 15 min 

a 37oC, el volumen total de la solución de tripsina dentro de la vena umbilical fue 

recuperado en un tubo cónico graduado (CORNING Inc. Nueva York USA) y se le 

adicionó 0.1 volúmenes de suero de bovino fetal (SFB). El endotelio se separó de 

la solución por centrifugación a 2700 rpm/15 min, (1000 x g) y la pastilla se 

resuspendió con medio M199 suplementado con SFB al 10%, 2 mM de L-

glutamina, 1% de la mezcla de antibióticos (todos los reactivos utilizados en este 

apartado fueron de GIBCO-BRL) y mitógeno endotelial de cerebro de bovino 

5mg/ml (80). Las células endoteliales se sembraron en cajas de cultivo celular de 

75 cm3 (CORNING) y se incubaron a 37°C en presencia de 5% de CO2.  El 

endotelio se caracterizó posteriormente por la detección del factor de von 

Willebrand por medio de inmunofluorescencia y adicionalmente se realizaron 

ensayos de citometría de flujo para el marcador endotelial CD31 así como para 

marcadores de células mesenquimales de cordón umbilical para determinar la 

predominancia de la población de células endoteliales en nuestros cultivos 

celulares. 
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8.4 INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA.  

Se detectó por inmunoflorescencia en los cultivos de células endoteliales después 

de tres pasajes proliferativos, la presencia del factor de von Willebrand, proteína 

específica 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 diámetro cubiertos 

con colágena al 0.1% (SIGMA). Las células sembradas sobre el cubreobjetos se 

dejaron en reposo toda la noche en incubadora para permitir su adhesión 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 KCl, 4.2 mM de Na2HPO4·7H2O y 1.4 mM de KH2PO4 (PBS) 

durante 2 min y se fijaron con metanol absoluto durante 10 min a -20ºC. 

Posteriormente, se lavaron suavemente con PBS  3 veces durante 5 min cada vez. 

Se bloquearon los sitios inespecíficos con albúmina sérica bovina (BSA de 

SIGMA) al 5% en PBS y posteriormente se incubaron durante 3 hrs a temperatura 

ambiente con 25 µl del anticuerpo primario específico 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 fluoresceína (FITC) (goat anti-rabbit IgG-FITC) a una 

dilución 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 µl de medio de montaje para fluorescencia vecta-shield 

(VECTOR Laboratorios, Inc. Burlingame, California USA) y se analizaron las 
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muestras con el microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse E600 y se capturaron 

las imágenes con la cámara Nikon DN100.    

 

8.5 CITOMETRÍA DE FLUJO 

Con la finalidad de conocer que en nuestros cultivos celulares primarios existía 

predominantemente una población de células endoteliales se realizaron en ellos 

ensayos de citometría de flujo para el marcador endotelial CD31 así como para 

diversos marcadores de células mesenquimales de cordón umbilical, tales 

marcadores son: CD58, CD90, CD62, CD44, CD54, CD13, CD166 y CD49. Los 

ensayos fueron realizados comparativamente en células endoteliales así como en 

las células mesenquimales del cordón umbilical. Los cultivos de células 

endoteliales confluentes en tercer pase proliferativo, así 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 resuspendió la pastilla con PBS-SFB y se repitió el 

procedimiento dos veces más a partir de la centrifugación. Posteriormente se 

hicieron diluciones 3 x 105 células en 300 µl  PBS-SFB y se incubaron durante 1 hr 

a 4ºC y en oscuridad con los anticuerpos primarios específicos para los 

marcadores antes mencionados. Cabe mencionar que los anticuerpos primarios 

están acoplados a fluorocromos. Después del tiempo de incubación se lavaron las 

células  con PBS-SFB dos veces y posteriormente se analizaron en el citómetro de 

flujo. 
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8.6 APLICACIÓN DE LA FUERZA MECÁNICA A LAS CÉLULAS EN CULTIVO.  

Los cultivos primarios confluentes de células endoteliales sembrados en las cajas 

de cultivo de 75 cm3 fueron resembrados en un aparato que proporciona 

estiramiento equibiaxial radial estático  (Figura 5) (81). Este sistema de 

estiramiento contiene insertada una membrana elástica de silicón (Dow Corning 

CO. San Diego California USA) recubierta de colágena (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 CO2 y a 37ºC. La membrana elástica de silicón se encuentra sujeta a una 

serie de tornillos dentro del sistema los cuales al ser rotados estiran la membrana 

de silicón de manera equibiaxial, por lo tanto estirando a su vez a las células 

endoteliales adheridas sobre ella. Posterior al tiempo de estabilización de las 

células dentro del sistema se aplicó la fuerza mecánica que de acuerdo a los 

parámetros que se muestran en la figura 6 que es de aproximadamente 1.4N/cm2. 

Las membranas elásticas con los cultivos confluentes de células endoteliales, 

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

σ=(E) (ε)

Figura 6. Calculo de la fuerza aplicada en el sistema de estiramiento 
equibiaxial..
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540o de 
rotació
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tornillo
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2cm
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1

σ=(0.88MN/m2)(1.6X10-4)=1.4X10-4MN/m2=140N/m2 1.4N/cm2

Rangos fisiológicos 120mmHg=1.6N/cm2 80mmHg=1.06N/cm2

E= fuerza de elasticidad de biomateriales (valor de Young). Valor 
de Young para la membrana de silicón es 0.88 MN/m2 (Corning). 

ε=∆L
Lo

∆L=diferencia en longitudes

Lo=longitud inicial

ε=∆L
Lo

(ε =estiramiento, incremento en longitud)

σ= estrés en unidades de fuerza/área
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8.7 EVALUACIÓN DE LOS TRANSCRITOS POR RT-PCR. 

Para conocer el patrón de expresión 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, 12 y 14 

hrs.) con 1.4 N/cm2 de fuerza de estiramiento. Estos tiempos se utilizaron con la 

finalidad de conocer en cual de ellos se podía observar el nivel de expresión 

menos o más elevado con respecto a las células no estiradas. para de esta forma 

trabajar en los posteriores ensayos con el tiempo que mostró un cambio más 

representativo en cuanto a nivel de expresión. La fuerza de 1.4 N/cm2 corresponde 

a un nivel de estiramiento que representa rangos fisiológicos en los que una célula 

se estira y se encuentran indicados en reportes bibliográficos (76). Para realizar 

los ensayos de RT-PCR se realizó extracción 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 síntesis de cDNA con el uso de la técnica de 

hexámeros al azar y con MMLV transcriptasa reversa utilizando 2µg de RNA total 

(todos los reactivos mencionados con anterioridad fueron adquiridos de GIBCO-

BRL). El cDNA resultante se sometió a ensayos de PCR para realizar 

coamplificaciones con oligonucleótidos específicos para cada gen del CSG-SSPN, 

para el gen de eNOS así como para el gen de la GAPDH que se utilizó como 

control endógeno para la posterior cuantificación y normalización  de los valores 

de expresión relativa. Como control del experimento se utilizaron RNAs totales 
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extraídos de células endoteliales cultivadas en la cámara de estiramiento que no 

fueron sometidas al estímulo mecánico.  

Los oligonucleotidos utilizados para las amplificaciones inciden sobre secuencias 

codificantes y sus secuencias se muestran a continuación: β- SG sentido 5´–

ATGCGTGAGAGAGCTGTTGA -´3, antisentido 5´-TTTGGTCCAATGCGAATC AC-

3´, δ-SG sentido 5´-ACACCTAATGTCAGGGCAGAC-3´, antisentido 5´ -TC 

TGTCCTTCTCATCCCTCAC-3´, ε-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 amplificó de manera 

simultánea 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 reacción de PCR consistió en 2.5 µl de cDNA, 10 pmol de cada 

oligonucleotido, 200 µM de cada dNTP, 1.5 mM de MgCl2, 50 mM de KCl, 20 mM 

de Tris-HCl ph 8.4 y dos unidades de Taq polimerasa (todos los reactivos 

mencionados con antelación fueron adquiridos de Invitrogen) en un volumen final 

de 25 µl. Las condiciones de amplificación fueron un paso de desnaturalización a 

95ºC por 5 min seguido de 32 ciclos compuestos de 30 seg de desnaturalización a 

95ºC; 30 seg de alineamiento a 62ºC para β y δ SG, 59ºC para SG-ε y SSPN; 30 

seg de elongación  a 72ºC. Finalmente se aplicó un paso de elongación a 72ºC por 

7 min. Los productos de PCR se sometieron a corrimiento electroforético en gel de 
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agarosa al 2%  teñido con bromuro de etidio. La intensidad de las bandas fue 

cuantificada directamente del gel de agarosa teñido usando el software para 

densitometría y análisis de imágenes Alphaimager 2200 5.0. 

 

8.8 ENSAYOS DE INMUNOELECTROTRANSFERENCIA.  

Para determinar las posibles variaciones en el nivel de expresión de las proteínas 

utrofina, cav-1, β-DG, ε-SG y eNOS en HUVECs sometidas a estiramiento, 

comparadas con las mismas proteínas de HUVEC que no fueron estiradas, se 

homogenizaron 107 HUVEC estiradas y por otro lado 107 HUVEC no estiradas con 

50 µl de solución de lisis RIPA compuesto de 1% de Tritón 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 espectrofotometría utilizando el método de 

cuantificación DC de BIO-RAD. Posteriormente, 40 µg de proteína 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 proteínas 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 teñidas con rojo de 

Ponceu (SIGMA) para corroborar la presencia de las proteínas. Posteriormente las 

membranas de nitrocelulosa fueron incubadas con los anticuerpos primarios 

específicos para las proteínas de interés y se incubaron con el anticuerpo 
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secundario especie-específico acoplado a peroxidasa. La hibridación fue revelada 

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

 

8.9 ENSAYOS DE INMUNOPRECIPITACIÓN. 

Resultados preliminares de nuestro grupo (69) han sugerido la potencial 

asociación de algunos de los miembros del UAPC y otras proteínas relacionadas a   

él, como caveolina-1 en células endoteliales. El interés de esta metodología es 

confirmar dichas asociaciones, además de conocer si las células sometidas a 

estrés mecánico presentan cambios en las posibles interacciones de éstas 

proteínas. Para ello se realizaron extractos proteicos de las células en cultivo con 

solución de extracción no desnaturalizante constituido por 0.15 mM de NaCl, 0.5 

mM de EDTA y 0.5% de Tritón X-100. Los extractos proteicos fueron sometidos a 

ensayos de inmunoprecipitación (82) con un anticuerpo específico para la región 

carboxilo de la proteína caveolina-1. De la misma forma se realizaron los ensayos 

con el anticuerpo específico para la región carboxilo de la utrofina. La proteína 

inmunoprecipitada se sometió a un SDS-PAGE, el cual posteriormente fue 

transferido a papel de nitrocelulosa y ensayado por Western-blot con anticuerpos 

específicos para el SG-ε, DG-β, sintrifina-α1 y para la porción carboxilo de la 

utrofina y la oxido nítrico sintasa endotelial. Como control de los experimentos, se 

realizaron extractos de cultivos celulares que no fueron sometidos a estrés 

mecánico. 
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8.10 CUANTIFIACIÓN DE OXIDO NÍTRICO. 

Los niveles de óxido nítrico (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 oxidación del óxido nítrico) presentes en el medio a nitritos y con el 

uso del reactivo de Greiss, los nitritos son desionizados estequiometricamente 

dando como resultado una tonalidad púrpura en la reacción, la cual puede ser 

cuantificada espectrofotómetricamente. 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 sustitución del M199. Las HUVEC 

cultivadas en el sistema de estiramiento bajo esta condición fueron estabilizadas 

durante toda la noche a 37ºC con 5% de CO2 en la incubadora, posteriormente las 

células fueron estiradas durante 8 horas. Después del tiempo de estímulo se 

recolectaron 250 µl de medio de cultivo de las células estimuladas y por otra parte 

se recolectó 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 ópticas de E. coli ATCC 1775 

y puestos en agitación a 100 rpm durante una hora a 37ºC. Las bacterias se 

separaron de la fase líquida por centrifugación a 3000 rpm por 5 min. 

Subsecuentemente el sobrenadante se recuperó e incubó durante un minuto con 

250 µl de sulfanilamida al 1% y 250 µl de N-1-naftil etilendiamina al 0.1%. Como 

control positivo de la síntesis de óxido nítrico en los experimentos utilizamos 
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HUVEC estimuladas por 30 min con bradicinina (todos los reactivos utilizados para 

esta técnica fueron de SIGMA). Finalmente los nitritos fueron cuantificados en un 

espectrofotómetro a una densidad óptica de 554 nm y los resultados fueron 

interpolados en una curva estándar.  
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CAPITULO 9 

RESULTADOS 

9.1 CARACTERIZACIÓN 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, proteína específica de las 

células endoteliales. Las células endoteliales observadas en un campo óptico del 

microscopio demuestran que aproximadamente el 99% de las células en la 

preparación presenta tinción 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 caracterización del cultivo endotelial primario fue la 

citometría de flujo. En este ensayo se utilizaron anticuerpos dirigidos contra 

marcadores específicos de células mesenquimales de cordón umbilical tales como 

CD44, CD58, CD90, CD62, CD13, CD69 y CD166 así 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 quedó demostrado en las gráficas de 

citometría obtenidas (Figura 8 y 9).  
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ENDOTELIO VON WILLEBRAND

50µm 50µm

A B

Figura 7. Caracterización de los cultivos celulares primarios. Cultivos celulares 
primarios de endotelio derivado de la vena del cordón umbilical (HUVEC). 
Fotografía del microscopio de luz blanca (A). Inmunofluorescencias para el 
factor de Von Willebrand en las HUVEC, fotografía del microscopio de 
fluorescencia (B).
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ENDOTELIO MESENQUIMALES

CD 54CD 54

CD31 CD31

CD 13 CD 13

Figura 8. Caracterización de los cultivos celulares primarios. Representación 
gráfica de la citometría de flujo en las poblaciones celulares (HUVEC columna 
izquierda y mesenquimales de cordón umbilical columna derecha) marcadas 
con diferentes anticuerpos (específicos para endotelio CD31 y para células 
mesenquimales CD54, CD13). Los picos hacia la izquierda del recuadro 
indican tinción negativa y los picos hacia la derecha representan tinción 
positiva.
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ENDOTELIO MESENQUIMALES

Figura 9. Caracterización de los cultivos celulares primarios. Representación 
gráfica de la citometría de flujo en las poblaciones celulares (HUVEC columna 
izquierda y mesenquimales de cordón umbilical columna derecha) marcadas 
con diferentes anticuerpos (específicos para las células mesenquimales de 
cordón umbilical CD166, CD49b). Los picos hacia la izquierda del recuadro 
indican tinción negativa y los picos hacia la derecha representan tinción 
positiva.
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9.2 UTROFINA SG-ε, DG-β, CAV-1 Y eNOS COMPONEN DEL COMPLEJO DE 

PROTEÍNAS ASOCIADAS A UTROFINA DE HUVEC. 

En un estudio previo propusimos que en el endotelio de vasos del cordón umbilical 

existe un complejo de proteínas asociadas a utrofina que se puede constituir por 

utrofina, SG-ε, DG-β y caveolina-1 (69). Para establecer si estas proteínas en 

realidad forman un complejo en las HUVEC, se llevaron acabo ensayos de co-

inmunoprecipitación en extractos de proteína total de HUVEC en cultivo (Figura 

10). Los extractos de proteína total (E) y las proteínas coinmunoprecipitadas (IP) 

con los anticuerpos anti-caveolina-1 o anti-utrofina fueron analizados por medio de 

ensayos de Western blot usando anticuerpos específicos contra las proteínas 

utrofina, eNOS, SG-ε, DG-β y caveolina-1. Estos resultados confirman que en las 

HUVEC existe un UAPC conformado por lo menos de utrofina, eNOS, SG-ε, DG-β 

y cav-1 (Figura 10). 
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Figura 10. Composición del complejo de proteínas
asociadas a utrofina en HUVEC. Ensayos de Western blot
en extractos de proteínas totales (E), así como de proteínas 
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.
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9.3 EXPRESION DE ALGUNOS DE LOS TRANSCRITOS DEL UAPC EN 

HUVEC.  

Debido a que las células endoteliales se encuentran constantemente sometidas a 

fuerzas hemodinámicas, en el presente estudio decidimos imitar este estimulo 

fisiológico de los vasos sanguíneos con un sistema de estiramiento equibiaxial 

(81) donde las HUVEC fueron cultivadas. Esta herramienta mecánica ejerce una 

fuerza de estiramiento simultánea 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 procedió a realizar 

RT-PCR a partir de mRNAs obtenidos de las HUVEC estimuladas mecánicamente 

durante diferentes tiempos 0 (estado basal), 2, 4, 6, 8, 10, 12 y 14 hrs, aplicando 

una fuerza de aproximadamente 1.4 N/cm2. Los niveles de estiramiento fueron 

elegidos por estar dentro de los intervalos fisiológicos vasculares (76). Dichas 

cinéticas temporales se realizaron con la finalidad de conocer en cual de los 

diferentes tiempos de estiramiento se obtiene un cambio más significativo en el 

nivel de expresión de algunos de los miembros del UAPC, comparándolas con las 

células no estiradas.  

El tiempo de estiramiento que mostró un cambio más drástico en el nivel de 

expresión de los transcritos de los SG´s (Figuras 11A y 11B) y eNOS (Figura 12A 

y 12B) fue de 8 hrs, mostrándose incrementos importantes en los niveles de 

expresión de los SG´s β, δ y ε con aumentos de 1.4, 0.6, 0.8 veces 

respectivamente, mientras que el transcrito de SSPN no evidenció cambio en su 
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nivel de expresión en ninguno de los tiempos (Figuras 11A y 11B). Por su parte el 

transcrito de eNOS mostró un importante incremento en su nivel de expresión 

siendo este de 1.7 veces más con respecto al estado basal (Figuras 12A y 12B). 

Algo importante de mencionar es que se detectaron los transcritos de los SG´s β, δ 

y sarcospan; sin embargo, las proteínas 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 expresión de algunos de 

los transcritos del UAPC a las 8 horas de estímulo mecánico, decidimos realizar 

todos los ensayos posteriores con este tiempo de estiramiento.  
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Figura 11 Expresión de los transcritos del CSG-SSPN en HUVEC 
sometidas y no sometidas a estiramiento. Análisis de la expresión por 
RT-PCR de algunos miembros del UAPC en HUVEC estimuladas 
mecánicamente. Representación gráfica de los niveles de expresión 
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. Analísis de la expresión por RT-PCR de eNOS en HUVEC 
estimuladas mecánicamente. Representación gráfica del nivel de expresión 
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 endógeno 317 pb, bajo las mismas 
condiciones de estimulo mecánico (8 hrs con 1.4 N/cm2 de fuerza de 
estiramiento (S) y en estado basal (NS)) (B). Los experimentos fueron 
realizados tres veces.
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9.4 EL ESTIRAMIENTO SOBRE LAS HUVEC INDUCE UN INCREMENTO EN LA 

EXPRESIÓN DE LAS PROTEÍNAS DEL UAPC. 

Debido a la evidente sobre-expresión del transcrito de eNOS y de SG-ε en 

respuesta al estimulo mecánico sobre las HUVEC, decidimos evaluar un posible 

incremento en sus productos proteícos, así como el posible incremento en el nivel 

de expresión de algunas otras proteínas pertenecientes al UAPC de HUVEC 

sometidas a estiramiento. De tal forma que se analizaron por medio de Western 

blot semicuantitativo las proteínas utrofina, eNOS, SG-ε, DG-β y caveolina-1, tanto 

en HUVEC estiradas como en no estiradas (Figura 13 A). 

Nuestros resultados demuestran que todas las proteínas pertenecientes al UAPC 

analizadas presentan incremento en su nivel de expresión en las HUVEC 

estiradas con respecto al estado basal. Es así que la utrofina presenta un 

incremento de 0.3 veces, DG-β 0.39 veces, caveolina-1 0.8 veces y SG-ε 0.8 

veces (Figura 13 B). 
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Figura 13. El estiramiento sobre las HUVEC induce la sobreexpresión de 
las proteínas del UAPC. Western Blot semicuantitativo de ε-SG, β-DG, 
UTR, cav-1, eNOS y GAPDH en proteínas 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 blot  
semicuantitativo en HUVEC estiradas (S) y no estiradas (NS) 
[(proteina/GAPDH S)/(proteina/GAPDH NS)] (B).Los experimentos
fueron repetidos 5 veces.
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9.5 COMPOSICIÓN DEL COMPLEJO DE PROTEINAS ASOCIADAS A 

UTROFINA EN HUVEC SOMETIDAS A ESTIMULO MECÁNICO 

Extractos de proteína 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 proteínas precipitadas 

así como también las proteínas totales se analizaron por medio de Western blot  

utilizando anticuerpos dirigidos contra las proteínas utrofina, eNOS, SG-ε, DG-β y 

caveolina-1. Por medio de estos experimentos se determinó que la composición 

del UAPC fue la misma entre HUVEC estiradas y no estiradas (Figura 14 paneles 

NS y S, carril Ip). Sin embargo, observamos una aparente reducción en la cantidad 

de eNOS inmunoprecipitada de las HUVEC sometidas a estímulo mecánico 

(Figura 14 panel S, carril Ip), en comparación con la cantidad de eNOS detectada 

en la fracción inmunoprecipitada de las HUVEC no estiradas (Figura 14 panel NS, 

carril Ip). En el Western blot realizado para la detección de eNOS, se utilizó 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 activación 

(fosforilación) de la proteína, se relaciona con la liberación de su anclaje se valoró 

esta posibilidad. 
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Figura 14. Composición del complejo de proteínas asociadas a utrofina
en HUVEC no estiradas y estiradas. Western blot para UTR, eNOS, ε-
SG, β-DG y caveolina-1 en proteínas 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.
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9.6 ACTIVACIÓN Y LIBERACIÓN DE eNOS DEL UAPC DE HUVEC 

SOMETIDAS A ESTIRAMIENTO. 

Como se mencionó en el apartado anterior, los ensayos de co-inmunoprecipitación 

que demuestran la asociación de eNOS con el UAPC endotelial fueron realizados 

con un anticuerpo que detecta indistintamente la forma fosforilada y no fosforilada 

de la proteína; en un estudio posterior, además 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 A y 15 

B).  

Observamos que en los Western blot realizados con ambos anticuerpos, 

obtuvimos un incremento en la eNOS de la fracción del sobrenadante derivada de 

las co-inmunoprecipitaciones de las HUVEC sometidas a estímulo mecánico (15 A 

y 15 B panel S, carril SN). De manera paralela, los ensayos de co-

inmunoprecipitación con el anti cav-1 o con el anti UTR, revelaron que la cantidad 

de eNOS asociada al complejo disminuyó después del estiramiento sobre las 

HUVEC, aunque esta diferencia es más 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 estímulo mecánico aplicado sobre las 

HUVEC induce la liberación de eNOS del UAPC. Adicionalmente la forma 

fosforilada de eNOS (eNOSp) se vió 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 mecánico libera y activa la sintasa de óxido nítrico.  
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De manera adicional, fue de interés para nosotros determinar si el incremento en 

la fosforilación de eNOS conduce a su vez a un incremento en la producción de 

óxido nítrico (ON), segundo mensajero producido por la sintasa, de tal forma que 

se midió de forma indirecta, por medio del método de Greiss, la concentración de 

esta molécula en el sobrenadante de las HUVEC en cultivo, antes y después del 

estimulo mecánico. Con esta medición se observó un incremento por arriba de 6 

veces en la producción de ON en las HUVEC sometidas a estimulo mecánico, en 

comparación 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 química 

con bradicinina; bajo esta condición 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 estímulo mecánico no solo libera la eNOS del UAPC 

sino que también conduce a su activación. 
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Figura 15. Activación y liberación 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). Proteínas 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. Producción de óxido nítrico en HUVEC bajo diferentes 
condiciones. Concentración de óxido nítrico en HUVEC no estiradas 
(NS), estimuladas con bradicinina (BD) y sometidas a estimulo 
mecánico (S). Los experimentos se repitieron 5 veces.
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CAPITULO 10. 

DISCUSIÓN 

El DAPC/UAPC es un grupo de proteínas de membrana y de citoesqueleto que 

une a la matriz extracelular con el medio intracelular. Este complejo de proteínas 

fue descrito originalmente en músculo esquelético, donde se constituye por las 

proteínas distrofina o utrofina además de sintrofinas, distrobrevinas y los 

subcomplejos distroglicano y sarcoglicano-sarcospan (85).    

Recientemente, varios estudios han demostrado la importancia del DAPC/UAPC 

en la aparición de la cardiopatía 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 β-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 cordón umbilical in situ, propusimos la 

presencia de un complejo de proteínas asociadas a utrofina conformado por β-DG, 

ε-SG y caveolina-1 (69). Para contribuir con el desarrollo del conocimiento de la 

función del UAPC en tejido vascular humano, en el trabajo aquí presentado se 

analizó, mediante co-inmunoprecipitaciones en extractos de proteína total 

derivadas de HUVEC, la composición de dicho complejo.  

A partir del estudio se observó que hay una asociación de utrofina con β-DG, ε-SG 

y caveolina-1. También demostramos la interacción, en esta co-

inmunoprecipitación, de la eNOS en su forma no fosforilada. Este hallazgo es 
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importante puesto que es la primera vez que se describe un complejo de proteínas 

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 proteína de las 

caveolas (1, 89) y funciona como un regulador importante de la actividad de una 

gran diversidad de moléculas de señalización que incluyen a la eNOS (90). 

Diversos estudios han hecho evidente, en el músculo 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 unión 

con el dominio PDZ de la proteína α-sintrofina. Se ha propuesto que el óxido 

nítrico producido por la nNOS de músculo esquelético sometido a estrés mecánico 

regula el flujo sanguíneo por medio de su difusión, desde las fibras de músculo 

esquelético hasta los microvasos más próximos donde es responsable de 

disminuir la vasoconstricción (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 regulación 

de la actividad de una molécula de señalización tan relevante en la fisiología 

vascular como lo es la eNOS.  

Las células endoteliales se encuentran sujetas a deformaciones físicas por dos 

principales tipos de fuerzas mecánicas: “shear stress” o roce laminar y 

estiramiento multidireccional (92). Estos estímulos biomecánicos pueden ser 

percibidos por la caveola (93). Por lo tanto, para nosotros fue importante 

determinar si el UAPC responde a estímulos mecánicos. Para evaluar esta 

hipótesis, cultivamos HUVEC bajo condiciones de estiramiento equibiaxial en un 
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sistema que imita el proceso de estiramiento hemodinámico multidireccional en los 

vasos dilatados.  

Observamos que este estímulo induce la sobre expresión y la activación de eNOS, 

lo cual se relaciona directamente con la fosforilación de la serina 1177 y con su 

liberación del UAPC. Estos resultados concuerdan con la información 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 enzimática (95). 

Otros reportes indican que cuando las células endoteliales son estimuladas por 

medio de flujo laminar, la eNOS se activa por medio de fosforilación en la serina 

1177 y liberada de la caveola (96). 

De igual forma, varios reportes recientes han determinado que la sobre expresión 

de eNOS después del estimulo mecánico, incrementa la producción de ON y 

mejora la función endotelial (97). En este sentido y basado en nuestros resultados, 

nosotros postulamos que el UAPC puede poseer la función de sensor de 

estímulos mecánicos en el endotelio. 

Adicionalmente, nosotros creemos que el incremento en la concentración de óxido 

nítrico en nuestro sistema va de la mano con el incremento en la síntesis de eNOS 

a nivel de proteína y con su fosforilación en el residuo serina1177, contribuyendo 

de esta forma a un incremento en la actividad enzimática de eNOS inducida por el 

estímulo mecánico.  

También observamos que en respuesta al estímulo mecánico existe un incremento 

en relación uno a uno entre eNOS y cav-1. Esto lo interpretamos como un 

incremento en este complejo dual de proteínas y consecuentemente, como la 
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presencia de más complejo mecanosensor sobre la membrana endotelial lo cual 

conlleva a su vez, a un incremento en la síntesis de óxido nítrico (Figura 17).  

Por mucho tiempo se ha sabido que los cambios agudos en la presión o en el flujo 

laminar sobre el endotelio inducen una rápida liberación de óxido nítrico que da 

como resultado la vasodilatación (98). Adicionalmente, se ha reportado que el 

incremento en el flujo laminar y la presión in situ activan rápidamente la eNOS 

caveolar con la aparente disociación de la eNOS de la cav-1 y su asociación con 

calmodulina (99). Esto correlaciona con los resultados del presente trabajo donde 

se encuentra un considerable incremento de óxido nítrico en respuesta al 

estiramiento mecánico. 

Además de la sobre-expresión de eNOS, el estimulo mecánico también induce el 

incremento en la síntesis de las proteínas utrofina, β-DG, ε-SG y caveolina-1. 

Aunque varios reportes indican que la sobre-expresión de caveolina-1 disminuye 

marcadamente la actividad enzimática de eNOS (94, 100), en este estudio 

nosotros observamos que la sobre expresión de eNOS y cav-1 se encuentra 

acompañada por el aumento en la actividad enzimática de eNOS. 

El incremento en la cantidad de cav-1 en las HUVEC estimuladas mecánicamente 

puede estar relacionado al incremento en la densidad de caveolas en la 

membrana (93) y con la participación de la caveolina-1 en el reclutamiento de 

diversas moléculas de señalización involucradas en respuestas celulares, tales 

como integración de adhesiones focales desencadenadas por el estrés mecánico 

(101). 
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En el caso del β-DG y el ε-SG  nosotros sugerimos que su incremento puede estar 

relacionado con la participación de estas proteínas en diferentes procesos 

celulares y/o diferentes complejos de proteínas. Esto lo sugerimos debido a que 

previamente observamos una colocalización parcial de estas proteínas con 

caveolina-1 (69, Ramírez-Sánchez I datos no publicados).  

Algo interesante de mencionar es que se ha reportado en el endotelio que el nivel 

de transcripción de algunos genes se incrementa como consecuencia del aumento 

en la concentración de óxido nítrico (102) o de Ca2+ (103), ambos inducidos por el 

estrés mecánico. También observamos que el estrés mecánico promueve un 

incremento moderado en el nivel de expresión de los transcritos del β-SG, δ-SG y 

ε-SG. Este tipo de activaciones comúnmente ocurren en genes cuyos promotores 

presentan sitios de unión a factores de transcripción que son activados por el 

calcio o por el óxido nítrico, segundos mensajeros que tienden a incrementar su 

concentración en el interior de la célula endotelial durante procesos de estrés 

mecánico (104).  Sin embargo, en este contexto no detectamos a nivel de proteína 

β-SG y δ-SG, esto sugiere la existencia de un  proceso de regulación 

postranscripcional para estos genes. Nuestros resultados confirman las 

observaciones previas que indican que los β-SG y δ-SG a nivel de proteína no se 

encuentran en células endoteliales (69).   

Estos datos en su conjunto indican que el UAPC tiene un papel fundamental en la 

mecanopercepción y en el desencadenamiento de la respuesta intracelular 

endotelial mediada por eNOS. 
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CAPITULO 11 

CONCLUSIONES. 

Los resultados de este trabajo proporcionan evidencia de la presencia de un 

UAPC en HUVEC, conformado por utrofina, β-DG, ε-SG  eNOS y caveolina-1.  

Debido a la asociación que presenta el UAPC con caveolina-1, nosotros 

proponemos que este complejo de proteínas se localiza en los dominios 

membranales de señalización conocidos como caveolas. 

También proponemos que el complejo puede funcionar como un mecanosensor 

que contribuye al proceso de regulación del tono vascular a través de la liberación 

y activación de la enzima eNOS (Figura 17). 

El entendimiento del control en la producción de óxido nítrico y algunas de las 

funciones reguladas por esta molécula transductora de señales en el sistema 

vascular por medio de los mecanosensores caveolares, podría dirigir la 

implementación de estrategias terapéuticas farmacológicas y genéticas, para 

prevenir el desarrollo de enfermedades cardiovasculares. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Neevia docConverter 5.1



NIVELES DE EXPRESIÓN DE LAS PROTEINAS DEL UAPC EN 
HUVEC SOMETIDAS A ESTIRAMIENTO
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INCREMENTO EN LAS CAVEOLAS ENDOTELIALES DESPUES DEL 
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Figura 17. Conclusiones. A. Incremento relativo en las proteínas del UAPC. 
B. Representación gráfica del incremento en el numero de caveolas
endoteliales posterior al estimulo mecánico.
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CAPITULO 12 

PERSPECTIVAS 

El análisis 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 proteínas utrofina, ε-SG y β-DG en comparación 

con lo que se observa en el Western blot del inmunoprecipitado con el anticuerpo 

contra utrofina. En este último ensayo se puede observar una cantidad más 

elevada de las proteínas utrofina, ε-SG y β-DG y una disminución en la cantidad 

de caveolina-1.  

Los contrastes observados en las cantidades de proteínas utrofina, ε-SG y β-DG 

en las diferentes co-inmunoprecipitaciones nos indican que estas proteínas no 

precipitan en su totalidad con la caveolina-1, por lo cual esta evidencia nos sugiere 

que utrofina, ε-SG y β-DG podrían 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 lipídicas 

que forman parte de los dominios de señalización 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 daría evidencia importante de la participación del UAPC en la 

señalización por su presencia en dominios especializados, así como su parte en la 
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organización estructural por asociación en matriz-citoesqueleto, en la célula 

endotelial.  
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t
r. ABSTRACT

Several studies have cmphasized the rclcvance of
dystrophin-associated protcin complex (DAPC) to maintain
the vascular function, Previously wc postulated thc
prcscnce of an utophin associatcd protein complex
(UAPC) in endothelium from umbilical cord vcssels' In the
prescnt work, we demonstuate that utophin (UTR) indccd

forms s complex, with b€ta-dystroglycan (DG), cpsilon-

sarcoglycan (SG), caveolin-l (cav'l), snd endothclial nitric
oxide synthasc (cNOS) in human umbilical vcin endothelial
cells (HUVEC) by co-immunoprecipitation analysis.
Additionally, we obscrved an incrcmcnt in the protcin

levels of epsilon-SG, beta-DG, UTR and cav-l aftcr
mechurical strctching. Intercstingly, this stimulus also
induced eNOS upregulation, activation and rclease from
the UAPC, and lcd to a significant increasc in nitric oxide
(NO) production. Finally, we proposc that UAPC in

HLIVECs may play an important rolc in the regulation of

vascular tone.

2.INTRODUCTION

Cardiomyopathy is a multifactorial diseasc.
Recent cvidence shows rhat heredita¡y and acquired forms

of cardiomyopathy can be causod by alterations within the

dyshophin-associated protein complex (DAPC) (l' 2' 3' 4)'
Dysrophin gene mutations c&use Duchenne- or Bccker-
typc muscular dystrophy and dilated cardiomyopathy
(DCM) (5, ó). Additionally, lt is frequent thar patients with

mutations in a-, p-, 1' or 6-5O, which causc limb girdle

muscular dystrophy (LCMD 2C'F, rcspcctively), also

prcscnt cardiomyopathy. ln thc case of ñ-SG' there are

documented casÉs of mutations in thc sporadic and
hereditary cardiomyopathy'gene relatcd (7).

The DAPC is a multimcric array comprising
mcmbrane and cytoskeletal protcins that link the

cxtacelluler matrix with üc cytoskeleton (8). This
complex is composed of dyshophin, the syntophins, the

DG, the fl, P, Y, 6, s and ( SG, and sarcospan (SSPI'I) (2' 6'

f,
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E). Under certain conditions, dystrophin is substituted in the

protein complex by utrophin, thc autosomal homologuc

protcin of dystrophin (4); in this case thc protein complex

may be rlenominatctl thc utrophin-associlted protein

complex (UAPC). Utrophin prescnts an ubiquitous

distribution and is cxpressed in striated and smooth

muscles, as well as in non-muscula¡ tissues such as ncrvous

system and cndothelial cells (4).

Null micc models for F- and 6-SC dcvelop

muscula¡ dysbophy accompanicd by dilated

cardiomyopathy, and it has been obscrved that üese mice

havc corona¡y microvasculature constrictions, apparcntly

causcd by the SG-SSPN loss in coronary vascular smooth

muscle (9, l0).

Despite of thc importance of thc DAPC in

cardiomyopathy devclopment, üc study of this complex

has been mainly focused on cardiomyocytes and vascular

smooth muscle. There is E modest knowledgc on thc

exprcssion and function of thesc proteins in cndothclial

ceils, which play a fundamental rolc in thc vascular

function. In a rcccnt study performcd by our research

group in human umbilical cord vessels, we postulated

th* 
-prtt"tt.* 

in endothclial cells of an UAPC'

constitutcd by u-SG, p-DO and UTR (l l). Wc also

postulatÉd that this complcx could bc localized in

Lndothclial caveolar transduction domains because of its

probable association with cav-l (ll). Thesc results

promptcd us to study thc putative cndothelial UAPC in

grcatcr detBil and to cxplore its physiological relevance

in hu*"n umbilical vcin endothelial cells (HUVECs)'

Due to thc importence of endothclial cclls in

cardiovascular function, we consider of high

significance to analyzc the composition and possible

change in rcsponse to stretching of this protein complex

in this tissuc tYPe.

Our results confirmcd the association of utrophin

with e-SG, F-DO and cav-|, as well as its association with

eNOS,

Additionally, we obscrved that undcr the

equibiaxial stretching stimulus that rcscmbles physiologic

mtchanical forces, UAPC components modified their

expression pattem in HUVECs- Interestingly, the

michanical stimulus also induced thc activation and relcase

of cNOS from the complcx, suggcsting an Bctive role of the

UAPC in endothelial mcchanorcccption'

3. MATERIALS AND MET}IODS

Thc srudy was approvcd by t]tc Inst¡tutional

Rcsearch and Ethics Committces of the Hospital de

Pediatria, Centro Mcdico Nacional Siglo XXI-IMSS'

3.1. Tls¡uer
Umbilical cords of maturc ncwboms from normal

full-tcrm prcgnancies were obtained immediately ufter

birth, and 10-15 cm of tissuc were placcd in 0,9"/' NaCl

plus 2% antibiotic'antimycotic mixture (Gibco-BRL

Rockvillc MD, USA).

3.2. Cell  Culture
HUVECs wcrc isolated from sevcral umbilical

cord segmcnts. Endothclial cells were separated from the

umbilical vcin by cnzymatic digcstion of the extraccllular

matrix (12). Briefly, the umbilical vein wag cannulated and

perfuscd until turgent with 0.125% trypsin in Hank's

solution (Gibc+'BRL. Rockville MD' USA)' Thc tissue was

incubated l5 min at 37oC; thc total volumc of the trypsin

solution insidc the umbilical vcin was recovcred, and a 0'I

volumes fctal bovine serum (FBS) was added. Cells were

harvested and ccnrifuged at 2700 rpm/15 min (1000 x g),

and the pellcr was resuspended in Ml99 supplcmented wiü

l0% FBS, 2mM L-glutamine, lÓlo antibiotic-antimycotic
mixturc (all reagcnts werc obtaincd from Gibco-BRL

Rockvillc MD, USA), l% hcporin (Sigma Chemical Co' St'

tnuis, MO, USA) and 5 mgiml brain bovinc cndothelial

mitogen (13), Endothclial cells wcre incubatcd at 37oC and

5V"COz, thc latter character¡zcd by von Willebrand factor

cxpression (urti-Von Willebrand factor from Sta' Cruz

Biotechnologies, St¡ Crue CA, USA), >997o of cclls being

positivc for this cndothelial marker-

3-3. Mcchrnic¡l Strcs¡ on HUVECg
An cquibiaxial shain dcvice was uscd to strctch

HUVECs as dcscribcd by tee ct al. (la)' Cells wcrc frrst

cultured onto collagcn'coated silicon mcmbrancs (Dow

Coming Co. SD CA, USA), previously reated with 0'0lo/o

rat tail-collagen type I (Sigma Chemicel Co, St' Louis,

MO, USA). Aftcr a 24-h stabilization period in culturc,

HUVECs werc subjcctcd to a mechanical stimulw of

approximately 1.4 N/cmz, which was obtaincd after tuming

thi nut ofthc devicc 540o. This force reprcsents an increase

of 97o in the cellular size from basal conditions. HUVECg

were strctched for 0 (basal)' and I h-

3,4, Immunoblot Asssyr
To dcterminc variations of the protein exprcssion

levcls of utrophin, cav'I, p-DG, e-SO, and eNOS in

strctched HUVECs compared to control non-stctched

HLIVECs. 107 non-stretchcd and shÉtched cclls, worc

homogenizcd in 50 pl RIPA buffcr (l% triton X-100' 0'5%

sodium deoxycholate, all in PBS lX with mini complete

protc8rc inhibitors (Roche Diagnostics, I\tfannhcim

b"rmany¡, supplementcd with lmM PMSF, 2 mM Na3VOa

and lmM NaF, HomogenatÉs were cÉnfrifugcd for l0 min

at 10,000 x g to pellct debris, Total protcin contcnt wes

measurcd in the supcrnatant with thc DC assay kit @io-
Rad Laboratories. Hc¡cules CA, USA) A total of 40-ó0 ¡tg
of proteins werc applicd to a 3'12.5% SDS-PACE

gradicnt, electrobansfercd to nitrocellulosc membrancs

fuio-nta Laboratories, Hercules CA, USA)' incubatcd I h

at 37oC in blocking buffcr (5% nonfat dry milk in PBS plus

0.1olo Twecn 20 tPBS'Tl) and then incubated 3 h at room

tÉmperflturc with the following dlfferent primary

antibodics: u-SG (C'l?), Cav'l (C-97), Utrophin (H300)'

p-DG (C-20), cndothclial nific-oxide synthase (cNOS)

ir'ros: ll -zri¡, ana cNos pscrrrz (eNoSe ALX-E04'396).
Membrancs were simultancously incubated with anti-

GAPDH (V-19) as the intemal conFol used to normalizc

thc dcnsitomctic onalysis. All thc primary antibodies wcre

purchase from Santa Cruz Biotcchnologics (Sta Cruz, CA,

ÚSe¡, **tcpt eNOSp AIX-804'396 which wss obttined

1956
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from Alcxis Biochemicals (Carlsbad CA' [JSA). All

primary antibodies were diluted l:100 in PBS-T'-ltulembra¡cs 
were washed thrce times during 5 min in PBS'

T and incubatcd I h at room tcmperaturc in the prescnce of

horscradish pcroxidase-conjugated sccondery Entibodies

diluted l:1000 in PBS-T. Membranes werc washed thrcc

times in PBS-T and thÉn the immunoblots wcre developcd

with a diamine benzidine (DAB) colorimetric method (Bio'

Rad Laboratorics, Hercules CA, USA). Band intensity was

dircctly quantificd from nitrocellulosc membranc using

Labworks software and the EpiChcmic Darkroom imagc

analyzcr (UVP Bioimaging Systcms, Upland CA' USA)'

3,5, Coimmunoprecipitr ton AsraYs
107 stretched and non-strctchcd control HUVECs'

rcspectively, wcre lysatÉd with 50 ¡rl of non-dcnaturing
cxtraction buffer composed of 0. 15 mM NaCl, 0.5 mM

EDTA.0.5% Triton X-100, 0.1%, I mM PMSF, ? mM

Na3VOa, I mM NaF (all thcsc rÉagents wcre obtaincd from

Sigmn Chemical Co St. t¡uis, MO, USA') and mini-

completc protease inhibitor (Rochc Diagnostics, Muuüeim

Gcrmany) all diluted in PBS lX (15) The homogcnate was

incubated 3 min on icc, and passcd 5 times through an

insulin syringe. Thcn, the homogcnate was incubated on ice

for additional l0 min, and the protein concentration was

measurcd by thc DC protein assay (Bio-Rad l,eboratories,

Hercules CA, USA). A total of 0'5-l mg protcin was

incubated fo¡ 3 h at 4oC, undcr mild orbital agitation with 3

¡rg of immunoprccipitating antibody (anti Cav-l H'97 or

anti utrophin H.300 Sa¡ta Cruz Biotech¡ologies, Sta. Cruz

CA, USA). Ncxt, 20 ¡.rl of protein G'sepharosc (Sigma

Chemical Co St. t ouis, MO, USA.) were addcd and thc

mixture was incubated overnight at 4oC. Thc

immunoprecipitation rcÉction was centrifugcd for l5 min at

12000 x g, Bnd thc supemfltant was recovered and stored at

4oC. The pellct, containing the immunoprecipitated
proteins, was washed thrce times with extraction buffer l5

min at 12000 x g. Finally, the protcins immunoprtcipitatcd
in the pcllet and tlosc remaining in the supematant wcrc

applied to a i-ll.5%o SDS-FACE gradient, Co'

immunoprecipitÉtion was pcrformed at least thrcÉ times

with each immunoprecipitáting antibody for confirmation
of results. Westem blots were pcrformed according to the

previously describcd procedure (15)'

3.6, Nltrlc oxidc Quantificrtlon
Evaluation of thc nitric oxide (NO) levels

produced by HUVECs, r¡ndel non-strÉtched and stretched

conditions, was mcasutcd indircctly by the Greiss method
(16, l7) using transgcnic E. coli ATCC 1775 (ATCC Co'

Rockville MD, USA) as nitrate reductase sourcc. Briefly,

HUVECs wcrc cultured in the stretch devicc, churging

Ml99 by DMEM without phcnol red (Gibco BRI'

Rockvillc MD, USA), then HUVECs in culture wc¡c

stabilizcd overnight at 37oC with 5o/rC01,and subsequcntly

strctched as desc¡ibcd previously. Aftcr the stimulus, 250

ul of cell culturc medium from bas¿l and strctched

HUVECg werc rccovered and incubatcd for I h at 3?oC

with 200 optic units of E' colt ATCC 1775 (ATCC Co'

Rockville MD, USA) undcr ehaking conditions at 100 rpm'

The bacteria wcrc separatcd from thc liquid by

centrifugation at 3000 rpm for 5 min, subsequently thc

supcrnatant was recovercd and incubated I m¡n with 250 Fl
of l9'o sulfani lamidc and 250 ul of 0-t% N-(l-naft i l )

ethylendiamine. We utilizcd HUVECs stimulated for 30

min with 6 pM bradykinin (Sigma Chemical Co St. I¡uis,

MO, USA.), as positive conrol of oxidc nitric synthÉsis-

Finally, nitrites were mcasured in a spcctrophotomctel et

::il1 
optical density (4.D.) interpolating with a sta¡dard

4. RESUI,TS

4,1. Composit ion of the HUVEC utrophln r¡¡oci¡tcd
protclns complcx and

ln a prcvious work, we postulatcd the prcscncc,

in cndothetium derived from umbilical cotd vesscls, an

utophin associated protein complex that may bc

constituted by utuophin, e-SG, Cav-l and p-DG (ll). To

cstsblish whether these protcins do in rcality form a

complcx in HUVEC, we ca¡ricd out ¡mmunoprecipitation
assays with total protein cxtracts obtaincd from cultured

cclls (Figurc l). Total exüacts (E) and the co-

immunoprccipitated (Ip) proteins with anti-cav-l or anti-

utrophin urtibodics were analyzed by Wcstern blot assays

using antibodics ageinst p-DG, e-SG, utrophiq eNOS, and

cav-l proteins. These results confirmcd thst thcrc is a

UAPC conformed at least by p'DG, e-SO, utuophin, cNOS,

urd Cav-l (Figüc l, panels NS, lure Ip) in HUVEC'

4.2. HUVEC-oNOS Becomcs Activ¡tcd Undcr

Machnnlcrl  Stimulus
Becausc endothelisl cclls are usually subjcctÉd to

hemodynamic forccs, wo decidcd to mimic thc physiologic

mcchanical stimulus of blood vessels on HIIVECs with an

cquibiaxial stretching device (14). This tool cxerts a

simultancous equivalent strctching forcc in cells in all

directions. Total protcin extracts ofnon-stretchcd (NS) and

stretchÉd (S) HUVECs werc co'immunoprccipihtcd with

anti-cav-l or anti-utrophin, while total extracts and

precipitated proteins wcre analyzcd by Western blot

(Figure l). By means of thesc studics, wc obscrved that

UAPC composition was the samc betwecn NS and S cclls

(Figurc l, lanc Ip). Nonethclcss, we obscrved an apparent

rcduction in thc amount of cNOS immunoprecipitated from

the cells submitted to the mechanicsl stimulus (Figurc I

panels S, lane Ip), as comparcd with eNOS detectcd in the

immunoprccipitated fraction from NS cclls (Figurc I panols

NS lanc lp). Sincc these expcrlments werc conductcd using

an Entibody that recognizcd both the phosphorylatcd atrd

non'phosphorylated form of the protein, a¡d with the

knowledgc that phosphorylation and release of cNOS from

the mcmbrane is associated üth enzyme activation (18),

wc furlher Enalyzed cNOS employing the prcviously

mentioned antibody and onc that discriminatÉs the

phosphorylatcd form ofthc protein (Flgure 24 and 2B).

Interestingly, with both antibodies wc observcd

a¡ eNOS increase in the supcmatmt fraction derivcd from

thc immunoprecipitated protcins of shctched HUVECs

carricd on with anti-cav-l or anti'UTR (Figure 2,4 and 2B'

ponels S, lancs Sn). In parallel, immunoprecípitÉtlon sssyas

both with anti-cav-l or arti-UTR rcvealed that the amount

of cNOS associated to the complex is dccreascd Éfler
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r-SG

trDG

cAv-l

UTR

cNO$

eSG

trDC

cAv-l

Figurc l. Composition of UAPC in stretched and control

r¡ntreated HUVECs. Immunoprccipitation (lp) and total

protein cxtrects (E) analysis dcrived from non-stretchcd
(NS) a¡d 8-h equibiaxially strctched (S) HUVECs-. Totnl

protcins were immunoprccipitated with anti-CAV-l o¡ anti-

utrophin (UTR) antibodies. Total cxtrflcts (E)' and co-

immunoprecipitatcd prote¡ns (lp) werc analyzcd by

Western blot using antibodics against utrophin (UTR)'

epsilon sarcoglycan and bcta dystroglycan (e-SC' F-DG)'
cavcolin-l (cav-l), or cndothelial nitric oxide synthase
(cNOS) that rccognizcd the phosphorylated and no

phosphorylated forms of the protein.

strcatching¡ although this differenc¿ is more evidcnt when

immunoprecipitaing cav-l (comparc IP lanes in Figure 2A

and 2B). All this information suggc$tÉd that thc mechanical

stimulus induc¿d cNOS rolcase from the UAPC'

Additionally, the phosphorylatcd form of cNOS (eNO$p)

was higher in thc supematsnt (Sn) of stretchcd (S)

HUVECs (Figurc 2A and 28, panels S, lane Sn), as

compared with thc result obtained with the NS cells (Figure

2,4' and 28, panels NS, lanes Sn). Thcse results suggest üBt

the stimulus liberatcs end activates the synthase, To

detcrmine whethcr the incrcase in eNOSp drives to ur

increment in NO production, we indirectly mcasured its

concenfrtion in the supematant of the culturc cells, by

Greiss mcthod beforc urd after mechanical stimulus' An

incrcasc of up to six'fold was observed in NO production in

strctchcd HLIVECs in comparison with basal levels

dctcrmined in NS cells (Figure 2C). Bradykinin'positive
control of cNOS activation only incrcased NO lcvels up to

th¡ee fold over basal levels (Figure 2C), Taken togcücr
ücse results suggested that mechanical stimulus not only

liberatcs cNOS from utrophin complexes but also leads to

its activation.

4.3. Over-Exprcsslon of HUEVEC cNOS Durlng

Mcchanlcel Stimulus
Westcrn blot analysis of eNOS in totsl cxtacts in

Figurc 2 A suggest fl possible incrcase in thc total

cndothelial contcnt of this Énzyme following strctching' To

verifo whcthcr there was an incrcment in thc amount of

eNOS, wc ptrformcd relative quantitation of the enzyme

band obtained in protcin immunobloting of proteins from

non-strctched (NS), stretchcd (S), and bradykinin (BD)

stimulated cells (Figure 3A). Band intensity analysis
showed that the mechanical stimulus induccd a two-fold

incresse of thc eneymc, as comparcd with thc basal level

obtained with the NS and bradykinin-treatcd cclls (Figurc

3B) GAFDH was used as intcrnal control for densitometric
value normalization.

4.4. Mechrnicsl Strtss Induce¡ Overexprcsslon of

UAPC Mcmbcrs
Due to the ovcrexpression of eNOS in response

to streatching, a componcnt ofthe cvidenced UAPC present

in HLIVECs, it was relevant to evaluatc a possiblc

increment in the exprcssion of thc remaining components

of this complcx. Exprcssion of B-DG, utrophin, cav-l and

u-SG proteins was analyzcd by semiquantitative Wcatern

blot in non*stretched and stretchcd HUVECs (Figure 4A)'

Our rcsults demonstste that in contrast with the incrcasc in

eNOS, mechanictl strcss induces a more modcst up-

regulation in p-D{i, utrophin, cav-I, and e'SG to 0'39" 0'3-

, 0.8 and 0.79.fold rcspcctively (Figure 4B)- This result

conclated with the e-SG mRNA levcl increase (0.8 fold)

cxhibited by semicuantitative RT-PCR assays pcrformed in

total RNA from strctched HUVECS (unpubllshed data).

5, DISCUSSION

In skeletal muscle, utrophin urd dysrophin scrvc

ss anchors for thc DAfC , which is composcd of isoforms
of syntrophin, dystrobrcvin, and dystroglycan, and

sarcoglycan.sarcospan sub-complcx (19), On the othc¡

hand, gcnetic defects of SGs a¡d/ot dystrophin may result

in thc developrnent of cardiomyopathy and/or muscular

dystrophies (20). Rccently, scvcral studics have shown the

importrnce of thc SG complcx in thc vascular smooth

muscle function; notwithstmding this, there is a very

restricted knowlcdge on DAPC in endothelial cells. Some

rcports havc shown thc presence of individual mcmbers of

the complex such as utrophin and p-DG in endothelial cells

from diffcrcnt sourccs (21, 22)' In a previous study in

endothclial cells from umbilical cord vcssels In situ, we

postulated thc presenco of an utrophin'associated protein

complcx conformcd by p-DG, e-SG, and cav-l (12)' To

dcmonstratc üc presencc of this complex in cndothelial
cclls, we analyzed total protein cxtstcts from HUVECs by

immunoprccipitation; this analysis conflrmed the

association of utrophin with F-DG, e-SG, and cav-l'

Interestingly, we also found the interaction of üe

unphosphorylatcd form of GNOS with thc UAPC, To the

bcst of our knowledge, this is thc first time that an

utrophin-associeted protein complex in endothelial

associated to cavcolae has bccn describcd.

In endothelial cclls, cavoolin'l is a principal

protcin of caveolae (1, 2, 23), and scrvcs 8.e en important

regulator of thc activity of many signaling molecules,

including cNOS. Furthcrmore, endothelial cells are subject

to physical dcformations by two major typos of mcchanical

forces: shcar strtss and mcchmicel shain (24)'

biomcchanical stimuli that can bc sense through caveolac
(25). Thereforc, it was intercsting to dctcrmine whcther the

UAPC could rcspond to a mcchanical shmulus' To cvaluate

üis hypothcsis, we culturcd HIIVECs under cquibiaxial
sheching conditions utillzing a dcvicc (14) that mimics

multidircctional hemodynamic strctching proccss in dilated

vesscls. Interestingly, this stlmulus induced cNOS
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N S S

E I p l p E

Ceip UTR

-*m
"no'tm

1958

Neevia docConverter 5.1



i
Utrophln rssocirted prote¡n complcx in endothcl iul cel ls
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by cav-l's scaffolding domain in endothclial cells undcr

basal conditions (2ó), thus rcgulating its cnzymutic activity
(27). Other rcpons havc shown that during flow shear

stress, eNOS is activated by SerllTT phosphorylation and

¡eleased from the cavcolae (2E). Likewise in thc recent

past, several rcports have dctcrmined that upregulation of

eNOS gene exprcssion aftcr mechsnical stimulus, enhanced

NO production and improvcd endothclial function (29). ln

this sense and based on our results, we postulatc that the

UAPC might possess a function as a mechanical stimulus

sensor in endothelial cclls.

Additionally, wc believe that NO conccntration increase
goes hand in hand with the incrcase in eNOS protein

synthesis and the phosphorylation of rcsiduc SerllTT'

contibuting in a collaborativc way to an enhanccd
cnzymatic activity induccd by the mcchurical stimulus.
Since in rcsponse to snctching wc observe a onÉ to one

increasc both in eNQS and cav-|, wc interprct this as more

of the protcin complcx, and conscquently, more

mcchanosensor complex on the endothclial membrsne
which leads to a higher incrcasc in eNOS cnzymatic

activity.

In addition to eNOS overexpression, the

mcchanical stimulus also induced the increase of B'DG' e-

SG, and cav-l and UTR proteins. Although sevcral reports

indicatc that cav-l ovcrexpressioq markedly tttenuates

eNOS cnzymatic activity (26, 30), in this study we

obscrved that cNOS and cav-l ovcrexpression is

accompanied by cnhancemcnt of eNOS cnzyme activity.
The increasc of cav-l in stuetched HUVECs may bc closer

related to lhe incrcmcnt of the cavcolae density (25) and
with thc protein participation in the recruiEncnt of several

signaling molcculcs involvcd in cellula¡ rcsponses, such as

the integration of focal adhesions rrggcred by rncchanical

strcss (31).

In thc case of B-DG snd e-SG, we suggestcd thst

their increase may bc related with the participation of thcsc
protcins in a different ccllulax proccss and./or protÉin

complex, sincc we had prcviously obscrvcd incomplctc co-

localization of these prctcins with cav'l in endothclial cells
(ll; Ramfrez-Sánchcz I, unpublishcd observations). On the

othcr hand, t¡c transcriptionlcvcl of somc gcnes has bccn
reported to incrÉese as conscquenco of augmented NO (32)

oi intacellular Ca2* 133¡, induccd by the mcchanlcal strcss.
In this rcgard, it was also observed that the mcchanical
stress promoted a modcrate incremcnt in thc cxpression

level of B-, S- and e'SG mRNA (Ramlrez-Sánchez I,

unpublished obscrvation). Nonethcless, in this context we

heve not bccn sble to dÉtect üe F-, E'SG proteins. These

results confirm our prcvious obscrvation that these two

sarcoglycans are not prÉsent in endothelial cells (ll)' and

suggest the cxistcnce of a post'transcriptional regulation
proc.ess of thcir gcnes.

In summa¡y, ou¡ tesults provlde evidencc for the

prEscncÉ of an UAP complex in HIIVECs, comprising

utrophin, p-DG, e-SG, cNOS and cav'I. Futhcrmore' we

proposc that this complex may frmction as a

mcchanosensor that cur contribute to thc vasodilation

eNosffiffi

CNOSD

A

ENOS

NS

eNOSP

B

C N S B D S
Flgure 2. Release and activation of cNOS from UAPC in

shctched HI.JVECs. Immunoprccipitation analysis of total

protein cxttcts derived from non-sFctched (NS) and 8-h

equibiaxially stretched (S) HUVEC. Total extracts proteins

werc immunoprecipitated with anti'cav-l (A) or anti-UTR
(B) antibodies. Total extracts (E), co-immunoprecipitated
proteins (Ip) and the supemetflnts (Sn) were analyzed by

Westcm blot using antibodics against cNOS that

discriminate betwecn the phosphoryleted (eNOSD urd non-
phosphorylated (cNOS) forms of the cnzyme' (C) NO

amount in basal conditions (NS) or after 30 min stimulation

with 6 ¡rM bradilcynin (BD) o¡ after E h of equibiaxiall

shetched (S) HUVECs.

overexprcssion and activation of thc enzyme, which was

directly related with SerllTT phosphorylation of and

rclcase from thc UA-PC. Thcsc results arc in agrccment
with the information that cNOS is anchored and inhibited
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Flgurc J. Mcchanical shctch induccs overexprcssion of eNOS in HLIVECs. Effect of the mechanical strain on cNOS protcin

content in stretched HUVECs. (A) cNOS analyzcd by Wcnern blot of protein cxtacts obtaincd from IIUVECs treatcd as

follows: under basal conditions (NS); after 30 min stimulation with 6 ¡rM bradikynin (BD), and after E h of equibiaxially-

etretched (S) HUVECs. eNOS rclative protcin amount was calculatcd by the ratio of eNOS densitomctric units/GAPDH

densitomcric units- Densitometric analysis was perforrncd using bands obtained in thc Western blot assay (A)'
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Flgure 4. Equibiaxial srrain induccs overexprcssion of UAPC proteins. (A) UAPC was uralyzcd by Westcrn blot using total

protein ccll Lysates from non-stretchcd (NS) and I h equibiaxially stretched (S) HUVECs, and antibodies against e-SO, ftDG,

iJTR, car.l *¿ CnpnH. Immunodetection of GAPDÉ (3J kDa) was cmployed as internal contuol to evaluate amounts of the

othci proteins. (B) Eftect of HUVEC equibiaxial strctching (9% form basal condition) on protcin oxprcssion levcl of the

-.-b** of UApC. The graph shows dcnsltometric values [(protcirr/GAPDH shctched cclls)/(protein/GAPDH confol cells)]

from semi quantitative Wcstcm blot assays I represcnts basal valucs'
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l l t rophin nssocinted prott in complcx in endothcl ir l  cel ls

proccss throuS,h relcasc and activation of the enzyme

eNOS, Understanding these mcchanosensors rcsponses

could address thc implemcntation of potential gcnetic and
pharmucologic therapeutic stategies, to prevent thc

developmcnt of cardiovascular diseascs-
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Abstract
Recently, participation of the sercoglycan (SG)-sarco-

epan (SSPN) complex in  the development  of  card iomy-

opathy in patients with l imb-girdle muscular dystrophy

has been shown, and pregence of the complex in smooth

muscl€ mEy be lmportantforthe contraction/dilation pro-

cBss of vess8ls, However, there are few studies det€rm¡n-

ing the SG-SSPN compl€x in  vascular  smooth muscle

and endothel ia lce l ls  of  vesselE.  In  th ls  s tudy,we snalyzed

by reverse tranecriptase-polymBrase cha¡n reaction snd

Immunofluorescence the expreesion of different compo-

nents of the complex in vein/artery smooth musclB and

endoth€l ¡a l  ce l ls  of  the human umbi l ica l  cord.  By RNA

snslyei6, we obeervsd Bxpreesion of e-, B-, 1-, 6-' e-SG,

and SSPN in emooth muscle cel ls .  ln  endothel ia l  ce l ls ,

RNA expression was restricted to F-, S-, t-SG, and SSPN.

At protein level. we observ6d in smooth muscle the pres-

ence of p-, 8-, t-SG, and SSPN. In endothel¡a1 celle' im-

munoGtaining only €videnced the preeence of e-SG and

SSPN. Howev€r, coloc€lizatlon of SGs and SSPN with

dystrophin and utrophin wss noted. These reeults, lnter-

est¡ngly, Buggest that the SG-SSPN complex msy Elth€r

form with dystrophin or utrophin In smooth muscle cell$,

and wi th ut rophin in  endothel ia l  ce l ls '  Addi t ional ly ,  we

also observed in some smooth muscle reg¡ons the colo-

cal izat ion of  the SG-SSPN complex wi th caveol in ,  wi th

colocsl ¡zat ion being more pronounced between e-SG-

SSPN and csveol¡n in  endothel ia l  ce l ls .
Copyrlght Gr 2006 S, Krrgor AG, Bstol

lntroductlon

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, $yntrophinT, dystrobrevin' sarcoglycans
(SGs), and sarcospan (SP). Disruption of the complex as
a result of the deficiency in one of its components prs'

motes mu$cle degcneration, as is the case in diverse mus-
cular dystrophies [2]. The SG-SSPN complex is recog-
nized as a subcomplex of DAGC and is composed of the
subunits o-, F-, T-, L, e-, and {-SGs as well as SSPN [3'
a]. SGs are glycoproteins with a transmembrane domain,
that have high homology between their sequences and
structure, and SSPN is a tetraspan protein that associates
biochemically with SGs [5]. Mutations in u-, p-, 1-,
and E-SGs Bcnes lead to limb-girdlc mu$cular dystrophy
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t
tvpe 2 [ó-10]. First described in skeletal muscle' thc SG-
SSPN complex is also present in smooth and cardiac mus-
clcs, although its conrposition varies according to the
muscle type. In striatcd musclc (skeletal and cardiac mus-

clc), there exist at lcast two typcs ofcornplexes' both con-
taining B-, 1-, and D-SGs; mutually exclusive components
are G,- and e-SGs Ill, l2]. In smooth muscles' the SG-
SSPN complex is similar to that described in skeletal
muscles in the presence of e-SG. In a recent study, [-SG
was described as part of thc SG-SSPN complex [4]; how-
ever. its a$sociation with q- and e-SGs remains to be elu-
cidated, $-, 6-, and eSGs have broad expression, e'g. in
the brain, lung, kidney, liver, and other oryans, but a- and

T-SGs are mainly exprcs$ed in striated muscle.
In addition to the role of thc SG-SSPN complcx in

Iimb-girdle muscular dystrophies, the complex plays an
impoftant role in smooth and cardiac muscles' SG-SSPN
complex disruption leads to dilatcd cardiomyopathy in
linrb-girdle muscular dystrophv type 2 patients [13-17]
as well as in SG-deficient models [18-20]. In either case'
the primary deflciency in any SG results in the secondary
loss of the SG-SSPN complex I I 9, 2 I , 22] ' The 6-SC null
mouse model prescnted muscular dystrophy character-
ized by the complete loss of the SG-SSPN complex in

skeletal and cardiac membranes [19J' Closer analysis of
the dilated myopathic heart of this mouse showcd irregu-
Iarities in the coronary vasculature, conflrtning the irn-
portance of thc SG-SSPN complex in blood vessels. Fcw
studieson DAGC in vascularendothclialcells and smooth
rnusclcs have shed more light on its composition and pos-

sible functions of its components in these tissues. Most
of these studies were pertbrmed in animal models and in
human coronary arteries. Due to the difficulty to obtain
yascular human tissues and since rcsults obtained in ani'
mal models are not always transferable to humans, we
decided to evaluatc the transcriptional expression and
protein distribution of the SC-SSPN complex as well as
its coexpression with other DAGC componellts in veins
arrd arteries of the human umbilical cord, a tissue that
can easily be obtained without further stressful conse-
quences for the patients.

Materlalr and Methods

The study was approved by thc Hospital Ethics Research Com-

mittec.

Tl'ssues
Umbilical cords oflmature newtrorns from ft¡ll-term pregnancies

were obtained within l5 min after birth, and l0 cm of tiesue was

placed in 0.90f¡ NaCl. Then, the vein and arteries were dissected

and cut to expose the vascular lumen' Vessels were incubated sep

arately in 0.90,6 NaCI containing a mixture of collagenasc typcs I

and IV (0.75 mg/ml each; InvitrogenrM) for 30 min at 4'C' Endo-

thelial cells were scrapcd off from the vascular lumen using a sy-

ringe plunger and centrifuged at 3,500 rpm for l0 min tt 4'C' Cells

were rcsuspended in 0.9% NaCl and centrifuged oncc more' The

pcllet was ¡sspvered and processed for RNA extrBction' The endc

thelium-free vein and artery werc also processed for RNA cxtrac-

t lon.

RNA Isolation and Reverse Transcril]Inse-Polymerase Chain

Rt,nction
Total RNA was extracted using Trizol (lnvitrogen) according to

the manufacturer's instructions. To analyzc mRNA expression ol

SC-SSPN complex components, total RNA from the endothelium

and endothelium-frec arlery and vein smooth muecles was assayed

by semiquantitative reverse traxscriptosc-polymerase chain reac-

tion (RT-PCR). cDNA $ynthegis wns performed from 2 pg total

RNA by reverse trsnscription with MMLV (Invitrogen) and ran-

dom primers, cDNAs werc PCR amplified with specific primers fbr

each SG: a-SG, sensc 5'-GCAATTGGTGAGCAGAGCAGCA-
GAT-3'. antisensc 5'-GGTOCAATTGACCCTGGTGGATAA-
3': B-SG sense 5'-ATGCOTGAGAGAGCTGTTGA-3" antisense

5'-TTTGOTCCAATGCGAATCAC-3', 1-SG senrc 5'-TACTCAT-

CATCCTCGTTGTG-3', antisense 5'-TACAGTCACATTCTGG-
GTTC-3', E-SG scnse 5'-ACACCTAATGTCAGGGCAGAC-3"
antiscnse 5'-TCTGTCCTTCTCATCCCTCAC-I', e-SG sensc

5'-TCCACCTTACCCAAAACCTO-3', antisenoc 5'-AACGGGA-

AGTCTTCTGCAGA-3', and SSPN, sense 5'-CTAGTCAGGGA-
CAC'ICCATT-3', antisense 5'-GCCACTCAGCAGAAAGTA-
TAA -3'.  As internal control,  htrman CAPDH cDNA was sinrulta-

ncously coatnplifiecl with cach component of the SG-SSPN conrplex

using the following primers; sense 5'-ATCCCATCCCAI'CI'TC-
CAG-3' and antiscnse 5'-TGTGGTCATGAGTCCTTCCA-3''
The PCI{ reaction mixture cnnsisted of 2.5 pl of cDNA, l0 pmol

of each primcr,200 pMof each dNTP. 1.5 mMoflMgCl2' 50 m'+{

KCl, 20 mM Tris-HCl, pH 8.4, and two units of Taq polymeraee

(lnvitrogen) in a final volume of 25 pl. Amfilification conditions
were one denaturing step at 95"C for 5 min followed by 32 cyclco

with denaturing for 30 s at 95'C; anncaling lor 30 s at 59"C for p-

and LSG at 62'C for e-, "y-SG, and SSPN, arrd 30 s at 72"C for

a-SG; elongation for 30 s at 72'C, and a final elongation step nt

72'C for 7 min. PCR products wcre electrophoretically separtted

on 20l0 agarose gel stained with cthidium bromide. Band intensities

were qusntified directly from etained agarose gel using video imag-

ing and a densitomctry software system (Alphalmager 2200 5'0

software).

I mmunofluorescence
Vcin and artery from fresh umbilical cords were dissected and

cut into fragments of I cm in length' Each vesscl fragment was re-

frlled with Jung tissue freezing mcdium (Lcica Instruments' Ger-

many) and frozcn in liquid nitrogen-isopentane. Cryosections
(7 pm in thickncss) from each vessel were permeabilized for 3 min

with 0.30,6 Túton X-100, After incubation with blocking solution
(5% bovine serum albumin in phosphatc-buffered solution' PBS)

lor I h at room tcmperaturc, cryosections were incubated for 3 h

with one primary antibody (eingls staininB) or two primary anti-

bodies (double staining) at room temperature. After several washes
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wirh I'BS, scctions were incubated with the adequate seconcl8ry

antiboily tbr I h at room temperature. After rinsing with PBS, sec-

r ions were mounted on Vcctashield mounting medium with DAPI
(Vector l-rboratorics, Burlingame, Calíf., USA) [23] and ohserved
unde¡ an Olympus BX60 fluorescencc microscope'

Antihodies
Mouse primary monoclonal antiboclics were used against rr-SG

(l:200; NCLa-SARC, Novocastra), F-SG (l:200; NCLb-SARC'
Novocastra), T-SG (l;200; NCLg-SARC, Novocastra), LSG

(l:200; NCL-d-SARC, Novocastra), and N-tcrminal (l:200; NCL-

DYS3. Novocastra) and C-terminal dystrophin (l:200; NCL-

DYS2, Novocastra), Goat primary polyclonal antibodics were used

against e-SG(l : 100; C-17 Santa Cruz), N-terminal utrophin ( I ; 100;

N-19, Santa Cruz), and ftdystroglycan (l:100; C-20, Santa Cruz);
rabbit primary polyclonal Entibodies werc ttsed against caveolin-l
( l: I 00: H-9?, Santa Cruz) and C-terminal utrophin (1:100; H-300'

Santa Cruz). Rebbit polyclonal antibody was used against SSPN
( I : 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).

Ra¡ulto

RNA expression of the SG-SSPN complcx in smooth
nruscle and endothelial cells of human umbilical cord ves-
sel$ was evaluated by scmiquantitative RT-PCR. For this
prlrpose, totfll RNA was purificd tiom difTcrcnt portions

of artery and vein (proximal to thc placenta, irr the middlc
portion of the umbilical cord and near thc abdominal
wall) obtained from fbmale and nrale newborns' Sincc the
cxpression lcvel of each gere was the satne independent-
Iy of the gender of thc newborn and the umbilical cord
poÉion, only results obtaincd in endothelial and smooth
musclo cells from one portion of the vein and artery are
shown in tgure l, In smooth muscles of both vcssels, we
detected mRNA expression of all components of the SG-
SSPN complex, although 1-SG was exprcssed at a vcry
low level. Besides. in endothelial cells there was only evi'
dent expression of p-, ts, e-SG, and SSPN'

To cxplore the expression of the SG-SSPN complex Bt
protein level, human umbilical cord vcin and artery cryo-
scctions were analyzed by indirect immuuofluorescence.
Because thc staining pattern was the same for artery and
vein sections, we only show result$ obtained in artery sec-
tions (fig. 2, 3). In contrast to the mRNA expression ob-
serv€d, in smooth muscles only evident protein cxpres-
sion of B-, L, e-SG, and SSPN, but not of a-, and 1'SG
proteins, was evident (flg. 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-

Flg. 1. RT-PCR analysis ofthe SC-SSPN complcx in ttmbilical c¡lrd

vesscls. Total RNAs obtained fronr smooth muscle (SM) and endo-

thelial (E) cells of umbilical cord veir (V) and artery (A) were RT-

PCR amplified using epecific primers for u-SG (fragment 680 bp)'
p-SG (fiagment 221 bp), 1-SG (fragment ? l2 bp), LSG (fragment

203 bp), e-SG (fragment 261 bp), and SSPN (fragment I a7 bp). All

reactions were analyzcd in the exponcntial phase of amplification'

The RNA amplification of GAPDH (fragrncnt of 317 bp) was used

as an internal control.

ferent antibody combinations (fig. 2). Results showed that

B-SG and ilSG colocalize exclusively in smooth musclcs
(fig. 2a-c). p- and LSG seem to form a complex with
SSPN, as can be deduced from partial colocalization of
LSG and SSPN (frg. 2d-f). However, it is clcar that in
smooth muscle$ there is another complex composed of
€-SG/SSPN, which is the only one present in endothelial
ceils (fig. 2g-i).

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

SG-SSFN Exprcssion in thc Umbilical
Cord

a-SG
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Fls, 2. Inrmunolluorescence analysis of the SG-SSPN complcx in
human umbilical cord vein, Traneverse cryosections ef thg vessel
were double stained with antibodies against B-SG/LSG, &SG/
SSPN and €-SG/SSPN. Distinct panels show images obtaincd to

ll-SG (¡), LSG (b, d), merge F-SG/D-SG (c), SSPN (t. h), merge L
SG/SSPN (f), e-SO (s), and merge e-SG/SSPN (l). SM - Smooth
musclc cell laye¡ E = endothelial cell laycr. The white scale bar
re¡lresents 25 ¡i,m.

phin while small veins contained only the long form of
utrophix [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 poftion of dystrophin only labeled smooth muscle

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

It was reported that dystrophin was specifically lo-
calieed 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-l in smooth muscle and endothelial cells. In
smooth muscles, e-SG and p-SG presented a partial ce
localization with caveolin-l (frg. 3m-r).In endothelium,
e-SG also showed colocalization areas with caveolin
(ñg. 3m-o).

The staining pattern of LSG/dystrophin, E-SG/utro-
phin and LSG/caveolin wa$ the same in all cascs 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).

Dl¡cusslon

In the recent past, scveral studies have showtt the im-
portance of the SG complex in vascular smooth nluscle
furrctiorr [19,20, 27l.To contribrte to the knorvlcdgc of
this conrplex in human vascular tissue, the aim of this
work was to analyze thc cxpression of the SG-SSPN com-
plex in the artery and veirr of human umbilical cord and
to evaluate their possible association with othcr 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 SGs and SSPN, al-
though levels of ̂ y-SG were low. In contrast, there was only
evident protein expression for B-, 6-, e-SG and SSPN.
Furthermore, in case of endothelial cells, the RT'PCR
assay demonstrated RNA expression of B-, &, e'SG, and
SSPN, but immuuohistochemically only e-SG and SSPN
were detected.

According to our data, it can be suggested that iu
smooth muscles of human umbilical cord vessels thc SC'
SSPN complex could bc composed of B-, 6-, e-SG, and
SSPN. A previous study has also reported that ft, 6-, e-
SG, and SSPN were components of the SG-SSPN com-
plex Il l] in visceral and vascular smooth muscles of mice
and hamster. Recently, the same g.roup [28] evidenced by
biochemical assays that 1-SG was also an integral com-
ponent of the B-, L, and c-SG complex in human coronary
artery smooth muscles. In contrast, McNally's group [28]

*
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observed that (-SG, not "y-SG, is the fourth component of
the B-, &. and eSG complex in mouse coronary artery
smooth muscles. The same group argues that contradic-
tory results may be due to the high degrce of similarity
between ySG and (-SG [l], so antibodics directed
against 'y-SG may crossreact with (-SG [29].

Liu and Engvall [12] mentioned unpublished observs-
tions in which individual SG were also expressed in non-
muscle tissues, including endothelial cells. However, by
immunofluorescence analysis we merely evidenced thc
expression of t-SG and SSPN in endothelial cells, with
immunostaining being negative for other SG. This result

SG-SSPN Expression in the Umbilical
Cord

f

EHSFF

I!TETT

HW ffiWW
Flg- 3- Colocalization of p-SG, and c-SG with dystrophin, utrophin,
and caveolin in the umbilical cord vein. Transversal cryosections
ofthe vcsscls were double stained with antibodies against t-SG/dys-
trophin, e-SG/utrophin, e-S0/caveolin, F-SG/dystrophin, p-SG/

utrophin, and p-SG/caveolin. Diffsrent panels show imagcs otr
tained with r-SG (e, d, m), F-SG (S.l, p), dystrophin (b, h), utrophin

(e, k), caveolin (n, q), mcrge e-SG/dystrophin (b), merge e-SG/utru'
phin (c), mcrgc e-SG/caveolin (o), merge ftSGidystrophin (l),

mergc B-SG/ utrophin (l), and merge ftSG/caveolin (r)' SM =

Smooth muscle cell layeq E = endothelial cell layer, The white scale
bar reprcsents 25 pm.
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is in agreement with observations that €-SG was present
in arterioles and capillaries [30J. On thc other hand.
strong colocalization observed betwccn e-SG and SSPN
indicated that thc complex in thc 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 suggestcd that in vascular smooth muscles there
were two complexes: one comprised F-, & and e-SG, and
SSPN associated with dystrophin, and thc other formed
by e-SG and SSPN associated with utrophin. With respect
to endothelial cells, rcsults 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 f¡om rabbits,
proposed that utrophin may play an important role in the
corrcct assembly of muscle membranc proteins and may
also have an architectural function in this structure;
meanwhile, dystrophin has a mechanical role in the mus-
cle membranc. On the other hand, there is evidence that
DAGC may be associated with signal transduction path-
ways  [31 ] .

Weir et al. [31] demonstratcd the presence of two iso-
forms of utrophin: utrophin A, which is expresscd in stri-
ated musclc, pcripheral nelar'csi and vascular slllooth
muscles, and utrophin B, present only in endothclial cells.
Accorcling to these result$, it may be suggcsted that iu
vascular smooth muscles thc SG-SSPN complex may be
associated rvith utrophin A, and that in vascular endothe-
lium e-SG and SSPN could be interacting with utrophin
B, Additionally, our rcsults (data not shown) and those of
othcr studies disclosed in endothelial cells the presence
of dystroglycans, d-dystrobreviu, and syntrophins [33-
371. Combining all this information, it may be hypothc-
sized that in endothelial cells e-SG and SSPN as well as
dystroglycans, a.-dystrobrevin, and syntrophins are com-

ponents of the utrophin-B-associated protein conlplex,
Vascular smooth muscle cells may have a similar com-
plex, but with proteins associated around utrophin A, and
another complex included B-, E', t-SG/SSPN, dystrogly-
cans, c-dystrobrevin, and syntrophils as components of
dystrophin-associated proteins.

Previous colocalization, climmunoprecipitation, and
cofractionation studies suggested that caveolin-3 was as'
sociated with the dystrophin-glycoprotein complex [38]
and that this interaction was through the protein p-dys-

troglycan [39]. In addition, caYeolin-l has been colocal-
izcd with dystrophin in uterus smooth muscles [40]' In
our work, we observed some coincidences in the localiza-
tion of SG/SSPN with caveolin- I in both vascular smooth
muscles and endothelium, being more evident in thc lat-
ter. These data indicated that the SG-SSPN complcx, as
paÍ ofthe dystrophin-/utrophin-associated proteins, may
be partially located in caveolae.

To the best of our knowledge, üis is the first study
showing the presence of alternative SG-SSPN complexes
which may bc part of dystrophin-/utrophin-associstcd
proteins in vascular smooth muscles and endothelium,
particularly in the human umbilical cord artery and vein.
Additionally, some of thesc complexes could bc located
in cavcolar domains of thc sarcolemma. Identification of
distiilct SG-SSPN complcxes may be impoftant to appre-
hend thc lunctiotr of thesc protcins in vessels of dill-crcnt
origins, and to better undcrstand the pathogenesis of mus-
cular dystrophies.
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