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RESUMEN.

El complejo de glicoproteinas asociadas a la distrofina /utrofina (DAPC/UAPC) se encuentra
conformado por un grupo de proteinas asociadas a la distrofina/utrofina, las cuales son las
proteinas centrales de donde los complejos adquieren su nombre. Esta asociacion tiene lugar
en el sarcolema del musculo esquelético, liso y cardiaco. EI DAPC/UAPC esta constituido por
la expresion de al menos 10 proteinas diferentes. Gran parte de la importancia del estudio
del DAPC/UAPC se debe a que la ausencia de algunas proteinas que lo conforman resulta
en la degeneracién del tejido muscular y como consecuencia, la aparicion de distrofia
muscular (DM). Se ha observado que alteraciones en el gen que codifica para la distrofina
ocasiona la aparicion de DM de Duchenne/Becker; mientras que, mutaciones de tipo
autosdmicas recesivas en los genes que codifican para algunos sarcoglicanos (SG) causan
DM de cintura. Los modelos animales y pacientes deficientes de la distrofina y de los B-SG y
0-SG, han demostrado que la presencia de la cardiomiopatia dilatada (CMD) esta asociada

con la DM.

Estudios previos de nuestro grupo de trabajo, junto con otros estudios, han puesto de
manifiesto que en el musculo liso vascular de la vena y arteria del corddn umbilical existen
distintas proteinas pertenecientes al DAPC/UAPC y al parecer con distintos niveles de
expresion de las mismas. Sin embargo, no se han estudiado a detalle los niveles y por ende
las cantidades que se encuentran de estas proteinas en ambos tejidos. Por tal motivo, el
presente estudio se enfocd a determinar de manera semi-cuantitativa las cantidades de las
distintas proteinas asociadas a estos complejos en el musculo liso de la vena y la arteria del
cordéon umbilical utilizando la técnica de Western Blot evaluados a través de analisis
densitométricos. A partir de estos estudios se observo que las proteinas utrofina y distrofina
se presentaron en mayor cantidad en el musculo liso de la arteria en comparacion con lo
observado en el musculo liso de la vena. Por otra parte, las otras proteinas analizadas (¢-
sargoglicano, B-sarcoglicano y caveolina-1) no mostraron una diferencia significativa en sus
cantidades cuando se compararon los musculos lisos de ambos vasos. Todo esto podria
estar asociado a las distintas funciones que desempena cada vaso y abre una nueva
perspectiva para el analisis de estos complejos alternativos en el musculo liso

vascular.
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CAPITULO |
INTRODUCCION.

1.1. ESTRUCTURA Y FUNCION DEL COMPLEJO DE PROTEINAS ASOCIADO A
DISTROFINA /UTROFINA (DAPC/UAPC).

El complejo de proteinas asociado a distrofina (DAPC) fue inicialmente descrito en musculo
estriado, no obstante, hoy en dia se ha confirmado su presencia en otros tipos celulares

como musculo liso vascular y no vascular; asi como en tejidos no vasculares'.

Este complejo estd conformado por multiples unidades que comprenden tanto proteinas
periféricas como proteinas integrales de membrana, las cuales sirven como un puente de
union entre el citoesqueleto y la matriz extracelular. Este conjunto de proteinas, asociadas
entre si, puede dividirse de forma general en subgrupos de proteinas de acuerdo a su
ubicacion celular. En la matriz extracelular, el primer grupo lo integran las proteinas laminina
a2, agrina y perlecano, en la regién transmembranal, el segundo grupo se encuentra formado
principalmente por dos subcomplejos conocidos como complejo distroglicano (CDG)
[subunidades a y B] y el complejo sarcoglicano-sarcospan (CSG-SSPN) [subunidades a, B,y
y 0]. Finalmente, en la parte intracelular se encuentran proteinas citoplasmaticas (distrofina,
distrobrevinas y sintrofinas) y en algunos casos, a éste puede asociarse la sintasa de oxido
nitrico?, tal como se muestra en la figura 1. La interaccién del complejo de proteinas asociado
a distrofina/utrofina (DAPC/UAPC) con el medio intra y extracelular establece la transduccion
bioquimica de sefiales al interior de la célula ademas de proporcionar una union
mecanosensitiva entre dichos medios, lo que le provee estabilidad a la célula durante los

procesos de estrés mecanico®.
En algunos tejidos y bajo ciertas condiciones, la distrofina es sustituida por su homdlogo

autosdmico conocido como utrofina, lo que da lugar al complejo de proteinas asociado a
utrofina (UAPC)*.
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La utrofina por su parte, cuenta con una distribucion ubicua, lo que significa que ademas de
encontrarse en musculo estriado (unidon neuromuscular predominantemente) también se
encuentra presente en musculo liso y en tejidos no musculares (endotelio y sistema

nervioso)®.

Por otro lado, la distrofina es un elemento de la submembrana del citoesqueleto, lo que
mantiene el plegamiento normal de la superficie que provee de un reforzamiento mecanico al
sarcolema, protegiendo a la membrana en contra del estrés producido durante la contraccion
muscular. Se expresa primordialmente en los musculos esquelético y cardiaco, aunque

también se ha reportado su presencia en cerebro y otros tipos celulares.®

Asimismo, se ha reportado que mutaciones en la distrofina ocasionan las distrofias
musculares de Duchenne/Becker, mientras que mutaciones en los sarcoglicanos o-SG,
B—SG, y-SG y 5-SG; dan origen a las distrofias musculares de cintura. Particularmente, en
el caso del sarcoglicano 6—SG se ha visto que el desarrollo de la distrofia muscular (DM) se
asocia a un tipo cardiomiopatia dilatada (CMD), la cual es generada por un defecto primario

en el complejo SG-SPN del musculo liso vascular’.

La disrupcién de ambos complejos se genera por la deficiencia o ausencia de alguno de sus
componentes, lo que desestabiliza el puente de unién existente entre la matriz extracelular y
el citoesqueleto, dando lugar a eventos de degeneracion muscular conocidos como distrofias

musculares (DM) que se han relacionado con la aparicién de cardiomiopatia dilatada®.

En el caso del musculo liso vascular, en modelos animales se ha determinado que la
expresion de utrofina y distrofina varia de acuerdo al tipo de vaso, cuyo analisis ha dado luz
sobre la funcion especifica de estas dos proteinas homologas. En este contexto, el papel de
la distrofina se ha relacionado con funciones de tipo mecanico, es decir, en la contraccién del
tejido muscular, mientras que a la utrofina se le ha considerado como una proteina de tipo

estructural, esencial para la correcta formacion de los vasos®.

En modelos murinos, la distrofina se ha visto localizada en las capas del musculo liso

vascular de pulmon, organos digestivos y en la uretra de ratones sanos. No obstante,
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experimentos en modelo de raton de distrofia muscular (ratones mdx), la distrofina se
encuentra ausente en estos 6rganos asi como en la tunica media de los vasos, en las
terminales de algunos nervios y en las membranas extra-conjuncionales, mientras que la
utrofina se ha visto presente en regiones sinapticas de las fibras de musculo esquelético y
expresada extra sinapticamente en modelo de ratén de distrofia muscular (ratones mdx)

donde se ha propuesto que compensa la ausencia de la distrofina'®.

Con base en los antecedentes mencionados, es claro que la participacion de la distrofina y
la utrofina como componentes estructurales de estos complejos difiere en la cantidad en que
son expresadas y su localizacion en los tejidos, lo cual refleja que ambas proteinas son
requeridas en diferentes cantidades y dada la diferencia funcional de las arterias y venas, es
posible establecer que ambas proteinas no solo funcionen como un componente estructural o
de resistencia mecanica, sino que también puedan estar implicadas en rutas de sefalizacion

bioquimica al interior de la célula’.

A partir de estos datos, estudios previos de Coral y colaboradores, mediante ensayos de
inmunofluorescencia, mostraron la presencia de la utrofina y la distrofina en musculo liso de
la vena de cordén umbilical humano (MLVU) '°. No obstante, este tipo de ensayos no
muestran los niveles de dichas proteinas presentes en los tejidos mencionados. Por otra
parte, la presencia de CMD en pacientes con mutaciones en 3, y y 6-SG, pone de manifiesto
la relevancia de definir la presencia y expresion de la utrofina y la distrofina en el musculo liso
vascular humano (MLV). Asimismo resulta importante este analisis, ya que podria explicar el
papel de estas proteinas en los tejidos vasculares de las venas y arterias de los seres
humanos, ademas de que durante el desarrollo de la CMD se podrian utilizar como puntos
clave de estudio en este padecimiento. Esto abre una perspectiva para comprender mejor el

papel del complejo de proteinas asociadas a la distrofina/utrofina.
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Figura 1. Esquema general del DAPC/ UAPC. En la figura se muestran las proteinas que conforman el

complejo de proteinas asociadas a la distrofina (disefio creado por Coral y colaboradores).
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CAPIiTULO 2
2.1. DISTROFINA.

La identificacion de la distrofina y la consecuente caracterizacion del complejo de proteinas
asociadas a ella con sus componentes periféricos e integrales en musculo esquelético, fue

tan solo el primer paso para esclarecer la patogénesis molecular de la distrofia muscular''.

La clonacion del gen de la distrofina, el responsable de la DMD, ha conllevado a la
elaboracién de cientos de trabajos que han elucidado el papel de esta proteina en las
distrofias musculares. A través de nuevas investigaciones, se ha comprendido que la
distrofina no solo posee funciones estructurales y mecanicas, sino que también se encuentra
implicada en procesos de sefalizacidon, los cuales son cruciales para el correcto

funcionamiento del musculo'?.

2.1.1. CARACTERISTICAS DE LA DISTROFINA.

La distrofina es una proteina producto de un gen localizado en el locus Xp21, dicha
proteina se encuentra expresada en la cara citoplasmatica de la membrana plasmatica de las
células musculares. Esta proteina tiene una masa aproximada de 427 kD (determinado por
ensayos de Western Blot) y se expresa en la periferia de las fibras normales del musculo
esquelético (de acuerdo con ensayos inmunocitoquimicos). Se sabe que este gen se muestra
afectado en la distrofia muscular de Duchenne (DMD). Sin embargo, la distrofina también ha
sido detectada en la cara interna de la membrana plasmatica de todos los tejidos musculares
normales de tipo: estriado, visceral y vascular liso. No obstante, se ha supuesto la existencia
de las distrofinas especificas de musculo liso, las cuales difieren de las formas encontradas
en musculo esquelético relacionadas a pequenas diferencias detectadas en la migracion
electroforética. Esta especificidad del musculo fue posteriormente sustentada por la
deteccion de diferencias en las regiones 3" no traducidas de los transcritos de la distrofina en
preparados de musculo esquelético y liso. Para el caso de musculo liso, se ha demostrado
que se producen dos transcritos diferentes como resultado del splicing alternativo del gen de

la distrofina’®.
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Una reduccion en la expresion de la distrofina induce a grandes alternaciones en las células
musculares. Observaciones clinicas han establecido que las células de origen visceral y

muscular liso pueden ser afectadas durante la distrofia muscular de Duchenne™.

21.1.1. EL GEN DE LA DISTROFINA.

El gen de la distrofina comprende 2.4 Mb del cromosoma humano locus Xp21 (Figura 2).
Hasta la fecha se han descrito siete promotores, cada una con un primer exén unico. Estos
siete promotores controlan la expresidn de los transcritos y de acuerdo a su naturaleza, han
sido divididos en dos grupos: tres promotores externos y cuatro promotores internos. Los
tres promotores externos han sido nombrados de acuerdo al aumento de su expresion en

determinados tejidos, correspondiendo estos a:

Promotor C: expresado en las neuronas corticales y region del hipocampo en cerebro.
Promotor P: expresado en células de Purkinje del cerebelo e incluso musculo
esquelético.

Promotor M: expresado en musculo y miocardio.

No obstante, algunas formas truncas de la distrofina en el extremo amino terminal son
generadas por el uso de promotores internos especificos de cada tejido. Los promotores
internos conllevan a la expresion de mRNAs que codifican pequefios productos de la
distrofina con una distribucién definida sobre el tejido. Han sido identificados 4 promotores
internos principales, nombrados de acuerdo a la masa de la proteina a la cual codifican y al

tipo de tejido donde se expresan, siendo estos denominados como:

Promotor Dp 260: expresado en retina.
Promotor Dp140: expresado en células glia.

Promotor Dp116: expresado en cerebro fetal y células de Schawnn.

N =

Promotor Dp71: expresado en tejidos extramusculares, como: pulmones, higado,

rinén, y cerebro.

Por otra parte, el gen de la distrofina, contiene 79 exones adicionales que codifican para la

proteina.15 El gran tamafio del gen que codifica a la distrofina contribuye significativamente
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a la alta tasa de mutaciones espontaneas, ya que los 79 exones que codifican a cDNA (es la
copia de un mRNA en DNA) en un marco de 14-Kb, corresponden tan solo al 0,5% del

gen™®.

El tipo de mutaciones descritas para el gen de la distrofina incluyen: deleciones, mutaciones
sin sentido, mutaciones por cambio de sentido, insercidén o duplicaciéon. Cuando una de estas
mutaciones rompe el marco de lectura de los aminoacidos, el defecto de la distrofina resulta
en un fenotipo de DMD severa. Por otro lado, las mutaciones que mantienen el marco de
lectura producen formas truncadas y funcionales de la proteina, condicion que deriva en una
forma benigna de la distrofia, conocida como Distrofia Muscular de Becker (DMB). Cerca del
90% de los casos de fenotipos de distrofia muscular de Duchenne (DMD) y Distrofia
Muscular de Becker (DMB) pueden ser explicados por mutaciones con corrimiento en el

marco de lectura (Frameshift)."®

Sin embargo, las mutaciones que preferentemente afectan la expresion del mRNA de la
distrofina en musculo cardiaco pero no esquelético, otorgan una explicacién del por qué
puede originarse la aparicion de la cardiomiopatia, sin involucrar necesariamente al musculo
esquelético, como se ha visto en la cardiomiopatia dilatada ligada al cromosoma “X”
(XLDCM). '®
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Figura 2. Gen de la distrofina y proteinas que codifica. En la parte superior se muestran los exones.

Las proteinas resultantes derivan de diferentes promotores internos, se muestran sus dominios

principales: amino terminal (rojo), amino terminal especifico (amarillo),

terminal (azul claro), dominio rico en cisteina (azul fuerte).

rod domain (negro), carboxilo
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2.1.1.2. ESTRUCTURA DE LA DISTROFINA.

La distrofina posee cuatro dominios funcionales o regiones especificas:

1. El extremo amino terminal de la distrofina contiene un dominio de unién a actina
parecido a la calponina, el cual es homdlogo a otro dominio de union a las proteinas
tipo actina, tales como beta espectrinas y alfa actininas. El dominio ubicado en el
extremo amino terminal de unioén a actina es responsable de anclar a la distrofina al
citoesqueleto y a los filamentos de y-actina. Este dominio esta conformado por 240

aminoacidos (Figura 3).

2. El dominio central de la distrofina, denominado rod domain, consiste de 24
repeticiones parecidas a espectrina. Como en otras repeticiones parecidas a
espectrina, tres hélices alineadas se unen para forman cada unidad de repeticion y
proveer rigidez estructural. Se cree que la flexibilidad del dominio es derivada de
rupturas en el patrén de repeticiones parecidas a espectrina en cuatro regiones de tipo
bisagra. Dentro de la regién del rod domain, las repeticiones parecidas a espectrina de
la 11 a la 17, constituyen un segundo sitio de unién a y-actina, y este sitio difiere

considerablemente en la utrofina (Figura 3).
3. Hacia el carboxilo terminal, existe una region rica en cisteina que interacciona con
una porcion intracelular de la proteina transmembranal B-distroglicano, la cual ancla la

distrofina al sarcolema (Figura 3).

4. Finalmente, el dominio carboxilo terminal es de tipo a-hélice y media la interaccion

de la distrofina con las sintrofinas'’(Figura 3).
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Figura 3. Estructura de la distrofina. En la imagen se muestra los diferentes dominios conformacionales de la

distrofina. En rojo se encuentra sefialado el dominio amino terminal e identificados como C1 y C2 los sitios de
unién a actina. En color verde se muestra el dominio Rod Domain conformado por 24 repeticiones parecidas a
espectrina. Hacia el carboxilo terminal, en color amarillo, se sefala la region rica en cisteina, la cual es un sitio
de union a B-distroglicano. Por ultimo, se muestra en color morado el dominio carboxilo terminal, el cual es un

sitio de union a sintrofinas y distrobrevinas.

2.1.1.3. PROTEINAS ASOCIADAS A LA DISTROFINA.
El complejo de proteinas asociadas la distrofina (DAPC) conforma una parte importante en la
aparicion de las distrofias musculares debido a que mutaciones en los genes que codifican
para las proteinas constituyentes del complejo, resultan en diferentes grupos de desérdenes
degenerativos del musculo que afectan tanto a nifos como adultos. Un ejemplo de lo anterior
son, tan solo, las mutaciones en los genes que codifican a la distrofina o a los sarcoglicanos,
que causan que las miofibras y los cardiocitos se vuelvan susceptibles a la contraccion

muscular'®.
El DAPC esta conformado por multiples proteinas que interaccionan entre si y que se

encuentran estrechamente relacionadas a la distrofina, siendo la distrofina la proteina

central'®,
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El DAPC se puede dividir en tres grandes grupos:
v' Distroglicanos
v Distrobrevinas y sintrofinas

v' Complejo sarcoglicano-sarcospan (SG-SSPN)

Sin embargo, los miembros del DAPC pueden o no encontrarse expresados, dependiendo
del tipo muscular (musculo esquelético, musculo cardiaco o musculo vascular liso). Dicha

distribucidon se muestra en la Tabla 1.

2.1.1.3.1. DISTROGLICANOS (DG).

Los DGs se encuentran codificados en un solo gen que da origen a una proteina
precursora que rapidamente es dividida para generar dos subunidades conocidas como o-
distroglicano y [B-distroglicano. Los DGs se encuentran expresados en: musculo esquelético,
musculo cardiaco, epitelio de la piel y en los sistemas nervioso central y periférico’. Sin
embargo, las modificaciones postranscripcionales difieren de acuerdo con el tipo de célula y
tejido™®.

El a-distroglicano es una proteina altamente glicosilada con una masa aproximada de 72
kD, el cual aparece en ensayos de Western Blot con un tamano de 156 kD en musculo
esquelético, 140 kD en musculo cardiaco y 120 kD en cerebro. El a-distroglicano se une a un
numero de moléculas extracelulares como: laminina, agrina, perlecano, neurexina y biglicano
(Figura 4). Los analisis de la secuencia primaria y la microscopia electronica han revelado
que el a-DG tiene forma de “mancuerna” en la cual dos dominios globulares, dominios
carboxilo y amino terminal, son conectados por una region elongada, altamente glicosilada,
parecida a mucina; rica en prolinas, serinas y treoninas. El a-DG interacciona de forma no-
covalente con el 3-DG (Figura 4). El epitope de unién de a-DG fue mapeado en una region

altamente conservada de 36 aminoacidos ubicada dentro del dominio carboxilo terminal?®?!.

El dominio citoplasmatico de [B-DG contiene muchos residuos de prolina, los cuales
representan sitios preferenciales de interaccion proteina-proteina. El 3-DG interacciona con
diferentes proteinas citoplasmaticas tales como: la distrofina, proteinas parecidas a las
distrofina, rapsina, caveolina-3 y Grb2. Asimismo, el 3-DG también se une a proteinas
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transmembranales tales como los sarcoglicanos. Muchas evidencias han sugerido que los
DGs se encuentran involucrados en la transduccion de sefales, como es la presencia de

motivos de union SH2 y SH3 dentro del dominio citoplasmatico de $-DG.

Los DGs forman una union entre el citoesqueleto y la matriz extracelular, misma que es

crucial para la estabilidad de la membrana plasmatica (Figura 4).

Dentro de la célula muscular, el B-distroglicano se une directamente al carboxilo terminal
de la distrofina el cual a su vez se une a caveolina-3 y a la proteina adaptadora Grb2,
mientras que la a-distroglicano une al B-distroglicano con las proteinas de la matriz

extracelular®.

Por otra parte, se sabe que mutaciones en el gen que codifica para estas proteinas, se
traducen clinicamente en: distrofia muscular, funciones anormales del sistema nervioso
central y periférico y en cardiomiopatias. Con los desordenes anteriormente mencionados se
ha encontrado en comun que su origen se debe a procedimientos aberrantes descritos para

el a-distroglicano?.

Laminina
Agrina
Perlecano

Biglicano

Distroglicano

Figura 4. Modelo de las interacciones de a-distroglicano en la membrana plasmatica de las células
musculares. El a-distroglicano une su dominio G a las proteinas agrina, laminina y perlecano de manera
que requiere de la glicosilacion de la tercera parte de las moléculas que es parecida a mucina. El biglicano

se une al a-distroglicano por medio de sus cadenas de sulfato de condroitina®®. 25



2.1.1.3.2. DISTROBREVINAS Y SINTROFINAS.
Las distrobrevinas y las sintrofinas son componentes citosélicos del DAPC. Las
distrobrevinas son proteinas con una masa de 87-94 kD y paralogas a las distrofinas,
condicidn debida a la homologia estructural del dominio carboxilo terminal del los productos
del gen de la distrofina y a la interaccion de proteinas asociadas a la distrofina gracias a la

union directa del dominio carboxilo terminal de la distrofina con motivos hélice-giro-hélice?*.

Las a- y B- distrobrevinas son codificadas por dos genes autonémicos separados. La ao-
distrobrevina se encuentra expresada en musculo esquelético, corazén, pulmdn y cerebro.
Esta proteina comparte una homologia significativa con la region rica en cisteina y el dominio
carboxilo terminal de la distrofina, sin embargo, la a- distrobrevina carece del sitio de union a
actina. Se han descrito en musculo esquelético tres isoformas de a- distrobrevina derivadas
de splicing alternativo. La a- distrobrevina posee motivos de interaccion importante, como lo
son: mano EF de unién a Ca2+, dominio ZZ conformado por dedos de zinc, dominio hélice-
giro-hélice, y un dominio que es sustrato de la tirocina cinasa. El dominio hélice-giro-hélice
interacciona directamente con la distrofina, este dominio contiene, asimismo, un sitio de

unioén a sintrofinas?*.

Se ha observado que en ratones knock-out carentes de a- distrobrevina, de igual forma, se
manifiesta la ausencia total de la sintasa de 6xido nitrico neuronal (hnNOS) en el sarcolema a
pesar de la presencia de otros componentes del complejo. La nNOS es responsable de
incrementar los niveles de GMP ciclico que reducen la vasoconstriccion de musculo liso?*. En
humanos se ha correlacionado las mutaciones de a- distrobrevina a la aparicion de
ventriculo izquierdo no compactado (VINC) y a la cardiomiopatia presente en enfermedades

cardiacas congénitas?.

No obstante, la (- distrobrevina se encuentra exclusivamente expresada en tejidos no
musculares, especialmente en higado, rifidn y cerebro. Comparte homologia estructural con
la a- distrobrevina. Se ha reportado en ensayos hechos con ratones deficientes de esta
proteina, que a pesar de que la B- distrobrevina es requerida para la localizacion de la
isoforma Dp71 en la membrana asi como de las sintrofinas en rifién e higado, su presencia

no resulta crucial para el funcionamiento normal del tejido®® (Figura 5).
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Por otra parte, las sintrofinas poseen una masa de 58 kD. Estas proteinas interaccionan
directamente con el carboxilo terminal de todas las isoformas de la distrofina. Se han descrito
tres isoformas de sintrofinas, las cuales contienen dos dominios homdlogos a plextrina: un

dominio PH1 el cual posee un dominio interno PDZ, y un dominio PH22¢.

distrofina —J

m Membrana glial
pp71 [
yn

Figura 5. Asociacioén de distrobrevinas y sintrofinas con distrofina. En A se muestra su interaccion
en neuronas y en B en células gliales.

2.1.1.3.3. COMPLEJO SARCOGLICANO-SARCOSPAN (SG-SSPN).
El subcomplejo muscular sarcoglicano se encuentra conformado por cuatro glicoproteinas
transmembranales conocidas como: a- B- y- y 0- sarcoglicanos (Figura 6), las cuales forman
un complejo heterotetramérico al asociarse con los distroglicanos y con un miembro de la
familia de proteinas tetraspan llamado sarcospan. Algunos reportes han sugerido que este
complejo tiene una expresion selectiva en musculos y nervios periféricos. Sin embargo,
estudios recientes han revelado la presencia de nuevos miembros de la familia de
sarcoglicanos en cerebro, conocidos como ¢- (- sarcoglicanos (Figura 6). Por lo anterior, se
puede deducir que son dos los genes que dan origen a la familia de sarcoglicanos, los cuales
poseen estructuras intron-exon idénticas dando como resultado proteinas parecidas en un
60%. Su homologia se encuentra principalmente en los residuos conservados de cisteina
que se encuentran en el extremo carboxilo terminal. En musculo esquelético y cardiaco, el

complejo sarcoglicano se encuentra conformado por los a-, B- y y-sarcoglicanos, mientras
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que en musculo liso, este se encuentra conformado por la €-, B-, 8- y {- sarcoglicanos?’
(Tabla 1).

No obstante, se ha reportado en modelos de ratones knock-out deficientes de ©-
sarcoglicano y de y - sarcoglicano, que sin la presencia del d- sarcoglicano no puede llevarse
a cabo el ensamblaje de los sarcoglicanos al reticulo endoplasmatico. Sin embargo, ante la
ausencia de y -sarcoglicano, puede detectarse el ensamblaje del resto de los sarcoglicanos,

sin embargo, este efecto se ve altamente reducido?’.

Se sabe que la presencia de mutaciones en los y- y 8- sarcoglicanos pueden generar
distrofias musculares asociadas con cardiomiopatias. En contraste con lo anterior, se ha
reportado la presencia de mutaciones en el &- sarcoglicano en pacientes con CMD sin

enfermedades musculares asociadas?’.

En biopsias de pacientes con DMD, la localizacion de este complejo en la membrana se
encuentra severamente reducido o ausente. Ademas, se ha observado un fenotipo similar a
la DMD en pacientes con sarcoglicopatias, donde la distrofina y los distroglicanos se
encuentran integros, o que mantiene la comunicacion del sarcolema con la matriz
extracelular. Lo anterior indica que el papel del complejo SSG-SSP es independiente de la

integridad fisica de la célula muscular?’.
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Figura 6. Complejo sarcoglicano. a-, {-, y - son proteinas membranales tipo | con una secuencia hidrofébica
en el amino terminal. -, y- Y - sarcoglicanos son proteinas membranales tipo 1.'°
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Tabla 1. Distribucién en diferentes tipos musculares de los elementos del DAPC.

PROTEINA mMmUsScuLoO MUSCULO MUSCULO
ESQUELETICO CARDIACO VASCULARLISO
distrofina + + +
a- sarcoglicano + + -
B - sarcoglicano + + +
6- sarcoglicano + + +
y - sarcoglcano + + -
€- sarcoglicano + + +
distroglicanos + + +
sarcospan + + +
sintrofinas (a- ) + + ?
distrobrevinas (a- ) + + ?
caveolina-3 + + -
nNOS + +/- +
caveolina-1 + + +

2.1.2. FUNCION DE LA DISTROFINA.

A pesar de anos de estudio, la funcion de la distrofina no ha sido del todo entendida. Sin
embargo, diferentes grupos de investigacion han encontrado que la distrofina desempefia
diferentes funciones en tejidos musculares y no musculares. Para el caso particular del tejido
muscular, se ha demostrado que esta proteina confiere estabilidad estructural al tejido
mediante la union flexible y elastica que mantiene entre la actina cortical y la matriz
extracelular por medio de interacciones con el complejo de proteinas asociadas a la misma.

En términos generales, la distrofina, al ser un elemento de la submembrana del
citoesqueleto, mantiene la estructura normal de la misma, proporcionando un reforzamiento
mecanico al sarcolema, lo que protege a la membrana en contra del estrés producido durante

la contraccién muscular?.

Sin embargo, la distrofina posee otras funciones mas alla de la descrita sobre mantener la

unién entre el citoesqueleto y la matriz extracelular. La pérdida secundaria del DAPC ocurre
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en los musculos deficientes de la distrofina. No obstante, y bajo ciertas circunstancias, es
posible disociar la disrupcién del complejo con la perdida de esta proteina. Se ha observado
en ratones transgénicos que no poseen la forma completa de la distrofina pero que expresan
el dominio carboxilo terminal de la misma en musculo, que esta condicidon es capaz de
mantener la unién del DAPC en el sarcolema, sin embargo, se desarrolla distrofia muscular.
Asimismo, la pérdida de alguno de los componentes del DAPC ante la presencia de una
unién normal entre el citoesqueleto y la matriz extracelular mantenida por la distrofina, puede
dar origen a un tipo de distrofia muscular. Por ejemplo, aun cuando no se hayan descrito
mutaciones en el gen de a-distrobrevina, los modelos de ratén knock-out deficientes de la
proteina pueden desarrollar patologias musculares aun cuando la union entre el
citoesqueleto y la matriz extracelular permanezca intacta. Lo anterior puede ser atribuible a la
pérdida de moléculas de sefalizacién. Observaciones como estas establecen que la
deficiencia de la distrofina puede ser causada tanto por la pérdida directa de las funciones
citoesqueléticas asi como por la pérdida secundaria de los componentes de la DAPC, lo que
pudiera estar indicando que la distrofina, en conjunto con el complejo de proteinas asociadas

a ella, participa en procesos de sefializacién que promueven la correcta funcion muscular®,

2.1.3. DISTRIBUCION Y EXPRESION CELULAR DE LA DISTROFINA.
La distrofina, y sus diversas isoformas, se encuentran expresadas tanto en tejidos

musculares como no musculares.

21.31. TEJIDOS MUSCULARES.
Distintos grupos de investigacion han reportado que la distrofina se encuentra expresada en:

musculo esquelético, cardiaco y liso. (Ver tabla 2).

2.1.3.2. TEJIDOS NO-MUSCULARES.
La expresion de la distrofina no se encuentra limitada a los tejidos musculares. También se
ha descrito la expresién de las diversas isoformas de la distrofina en: células linfociticas,
cerebro, células de Purkinje, retina, rifion, higado, sistema nervioso central, cerebelo y

células de Schwann (Ver tabla 2).
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Tabla 2. Distribucion de las isoformas de la distrofina en células y tejidos.
Longitud

. Promotor
. - . . de la amino mRNA . .,
Nombre sinonimia sinonimia , . . localizado Expresién
-—— ——————————— ——————— proteina acidos pb en
(kD)
Dpa27| |  distrofina L-distrofina 427 | 3562 | 13764 | 5Dp427c | * Linfoblastoide
linfocitica
Dp427c dc';sot:t‘i’(f;';a C-distrofina 427 | 3677 | 14,069 | 5 Dp427m | * Cerebro
Dpaz7m | diStOfina -y gistrofina | 427 | 3,685 | 13,993 | 5'delgen | *Musculo
muscular
distrofina de
células de P-distrofina , * Células de
Dp427p Purkinje 427 3,681 14,000 3' Dp427m Purkinje
distrofina fetal dlstroﬂCna-deI
distrofina de o .
Dp260 retina R-distrofina 260 ) 344 0773 intron 29 Retina
Dp260-1 R-1 ' ' * Retina
Dp260-2 R-2 2,341 9,916 * Retina
* Rifion
Dp140a 1225 | 7.410 ni'rf/tlirsnj
Dp140 140 intron 44 central
Dp140b 1,243 7,378 * RifAoN
Dp140ab 1230 | 7.339 : g.e.r?be'o
ifion
Dp140c 1,115 7,050 * Cerebelo
Dp140bc 1133 | 7,048 . g.ef?be'o
ifon
Dp116 | apo-distrofina2 | S-distrofina | 116 | 956 | 5623 | inton55 | codlasde
Schwann
. ' De higado o 71 : * i
Dp71 apo-distrofina 1 G-distrofina (70.4) 617 4,623 intron 62 Ubicua
Dp71b 72.2 635 4,591 * Ubicua
Dp71a 68.9 604 4,584 * Ubicua
Dp71ab 70.8 622 4,552 * Ubicua
Dp40 apo-distrofina 3 40 340 220 intron 62 * Ubicua

2.1.4. PRESENCIA DE LA DISTROFINA EN MICRO-DOMINIOS LIPIDICOS.
Las balsas lipidicas son microdominios en la membrana celular que se encuentran
enriquecidos en colesterol y glicoesfingolipidos. Estas balsas han sido implicadas en
procesos tan diversos como lo son: la transduccién de senales, la endocitosis y el trafico de
colesterol. Las evidencias recientes han sugerido que esta variedad de funcionalidad esta
asociada con la diversidad en la composicién de las balsas lipidicas. Las balsas en las

células tienen una apariencia heterogénea de acuerdo con su contenido lipidico y proteico®'.
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La distribucion de caveolina-1 (Cav-1) y de la distrofina se traslapa en la membrana de las
células contractiles del musculo liso. Se ha propuesto que la asociacién de cav-1 con el
DAPC y la actina del citoesqueleto también podrian mediar y estabilizar la uUnica
compartimelizacion ordenada de los arreglos funcionales de la membrana plasmatica de las

caveolas en las células de musculo liso contractiles®2.

2.2 UTROFINA.
En 1989, fue identificado un paralogo de la distrofina en el cromosoma 6 humano. Este gen
relacionado con la distrofina fue posteriormente nombrado como la utrofina, ya que, a
diferencia de la distrofina, la utrofina posee una expresion ubicua en los tejidos. Este hallazgo
generd gran interés en la comunidad cientifica pues daba la posibilidad del uso de esta

proteina para el tratamiento de pacientes con DMD*3.

2.2.1. CARACTERISTICAS DE LA UTROFINA.
La utrofina es ligeramente menor en tamafo que la distrofina, con un mRNA de 13Kb que
dan lugar a una proteina de 3,433 aa, equivalente a una masa de 395 kD. La estructura
primaria de utrofina es similar a la distrofina, particularmente en el amino y carboxilo terminal
que se unen a otras proteinas. Sin embargo, carece de la actividad de unién a actina
asociada con el dominio rod domain encontrado en la distrofina y el amino terminal de

utrofina posee una ligera extension®.

2.21.1. EL GEN DE LA UTROFINA.
El gen de utrofina se localiza en el cromosoma humano 6g24 y en ratén en el cromosoma
10. Este gen de 900 kb codifica un transcrito de 13 kb de 74 exones, en el caso de los

humanos (Figura 7).

Como el gen de la distrofina, el gen de utrofina alberga promotores especificos para ciertos
tejidos. La transcripcion completa de Utrofina (Up395) es conducida por dos promotores
independientes conocidos como Utrn-A y Utrn-B. Los promotores Utrn-A y Utrn-B se
coactivan en diferentes tejidos pero son regulados de forma independiente.

El gen de utrofina posee promotores internos que dan como resultado productos cortos de

proteinas, los cuales son modulados por splicing alternativo®®.
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Figura 7. Genes de la utrofina y proteinas que codifican. En la parte superior se muestran los
exones (cajas amarillas) y los intrones (lineas negras). Las proteinas resultantes derivan de diferentes
promotores internos (se muestran debajo de su gen correspondiente). Los dominios principales se

encuentran representados (amino terminal, carboxilo terminal, dominio rod domain y dominio rico en

cisteina).
— Dominio Rod Domain @ Dominio rico en cisteina
M P Dominio amino terminal m COOH Dominio carboxilo terminal

2.2.1.2. ESTRUCTURA DE LA UTROFINA.
El dominio amino terminal engloba los primeros 25 aminoacidos y se une a la F-actina con
afinidad similar como sucede con la distrofina, aunque de mayor tamafo y con mayor
efectividad que el dominio de unién a actina de la distrofina, su estructura también es
comparable con la de espectrina y a la de alfa-actina. Por otra parte, el proceso de unién a
actina se encuentra regulado por calcio y calmodulina. Junto con el dominio rico en cisteina y
el dominio carboxilo terminal, esta region comparte una identidad del 80% con el dominio

equivalente de la distrofina.

El dominio rod domain es la regiéon menos conservada entre las dos proteinas (35%)°® la
cual consiste de 22 repeticiones similares a espectrina en utrofina contra 24 repeticiones del

mismo tipo presentes en la distrofina y regiones en bisagra ricas en prolina ¥'.
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El dominio carboxilo terminal es muy similar al de la distrofina, con sitios de unidén para los

diferentes miembros del DAPC, B-distroglicano, a-distrobrevinas y sintrofinas 3,

2.2.1.3. PROTEINAS ASOCIADAS A LA UTROFINA.

A pesar de la similitud de utrofina con la distrofina, la utrofina posee propiedades unicas que
sugieren que la asociacion de Utrofina con el complejo de proteinas es distinta en algunos
tejidos, a la asociacion que lleva a cabo la distrofina, mientras que las a1-and B1-sintrofinas

se asocian con la distrofina, las p1-and B2- sintrofinas se asocian preferentemente con

utrofina®®.

2.2.2. FUNCION DE LA UTROFINA.
Las utrofinas no han sido directamente implicadas en ninguna enfermedad genética
conocida. No obstante, estas proteinas han mostrado patrones especificos de expresion en
una gran variedad de tejidos y pérdida de la funcién en modelos murinos, lo que sugiere su
papel selectivo en las funciones celulares.
En musculos adultos, la utrofina se acumula en las uniones neuromusculares y en las

uniones miotendinosas®®.

En las uniones miotendinosas, la utrofina contribuye al mantenimiento de la membrana
postsinaptica y al reclutamiento de los receptores de acetilcolina por la interaccion con los
subcomplejos de proteinas sub-neuronales; estos incluyen a F-actina, algunas de las
proteinas del DAPC (distroglicanos, distrobrevinas, sintrofinas y sarcoglicanos)®® vy a las

proteinas asociadas a sinapsis (rapsina y agrina)**

2.2.3. DISTRIBUCION Y EXPRESION CELULAR DE UTROFINA.

La proteina Utrn-A es la principal isoforma de utrofina presente en musculos esqueléticos
adultos, enriquecida en las crestas de los pliegues de las membranas postsinapticas en
asociaciéon con los receptores acetilcolina (AchR) en las conjunciones neuromusculares. En
contraste, la proteina Utrn-B es la principal isoforma de utrofina presente en el musculo

vascular endotelial.
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La distrofina y la utrofina presentan diferente distribucion subcelular en musculo estriado
adulto. No obstante, la aparicion de utrofina ocurre antes de la de la distrofina al desarrollar y

regenerar los musculos, donde se le ha detectado a lo largo del sarcolema.

En el nacimiento y/o en musculos maduros, la utrofina es reemplazada por la distrofina a lo
largo del sarcolema y su presencia permanece restringida a las conjunciones
neuromusculares y vasculares. Por esta razon, se le ha considerado a la utrofina como un
homologo fetal de la distrofina en el desarrollo de tejidos musculares, sugiriendo que ambas

proteinas comparten funciones comunes en la estructura muscular y/o fisiolégica*'.

2.2.3.1. TEJIDOS MUSCULARES.
Al igual que la distrofina, la diferentes isoformas de la utrofina se han encontrado descritas

en diferentes tejidos musculares (Ver tabla 3).

2.2.3.2. TEJIDOS NO-MUSCULARES.

Las isoformas completas de utrofina se han detectado, asimismo, en tejidos no musculares,
tal como ocurre en el sistema nervioso central, nervios periféricos, testiculos, rinones, bazo,
higado, plaquetas y en arterias y venas pequeias. También se expresan en vasos
sanguineos y en las neuronas de cerebro adulto, asi como en las células gliales de Muller en
retina. En las neuronas, la utrofina se localiza a lo largo de la membrana somatica y
dendritica *? (Ver tabla 3).
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Tabla 3. Distribucién de isoformas de la utrofina en células y tejidos.

Nombre

sinonimia \

Longitud de
la proteina

Promotor
localizado en

Expresiéon

Up113

Utrofina-G

kD

113

5.5

Intron 56

* Cerebro

* Testiculos
* Rifiones

* Sensores
ganglionares

Up 140

Up140

140

6.75

Intron 41

* Pulmén

* Musculo

* Riflones
*Timo

* Higado

* Testiculos
* Cerebro

Up 71

Up71

71

Intron 58

* Pulmoén
* Musculo
* Riflones
*Timo

* Higado
* Cerebro
* Nervios
periféricos

Utrofina-N
terminal

Utrofina-N

62

3.7

* Células gliales
Cc6

Up90

Up90

90

* Testiculo
* Bazo
* Higado

Up97

Up97

97

* Testiculo

Up 109

Up109

109

Intron 55

* Dermis de pie
* Mano fetal

Up103

Up103

103

* Testiculos

Up120

Up120

120

* Rifiones

2.2.4. PRESENCIA DE LA UTROFINA EN MICRO-DOMINIOS LIPIDICOS.

Hoy en dia, el estudio de la utrofina en micro-dominios lipidicos es escaso y no existe
suficiente evidencia cientifica de su presencia en los mismos mas alla de las hipotesis
citadas en relacion la sustitucion que pudiera lleva a cabo ante la ausencia de la

distrofina®.
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2.3. CAVEOLINA-1.

La Cav-1 fue identificada por primera vez como el sustrato tipo tirosina fosforilado principal
del v-src en fibroblastos aviares transformados, la caveolina-1 se localiza en la superficie
estriada interna de las invaginaciones de 50-100 nm de la membrana plasmatica,
denominadas caveolas. Esta proteina fue identificada de manera independiente como VIP-
21, un componente integral de la membrana de la red trans-Golgi que deriva en vesiculas. El
analisis del patron de expresion de esta proteina ha revelado que Cav-1 se encuentra en
diversos tipos celulares, incluyendo los adipocitos, fibroblastos, células endoteliales, células
de musculo liso, y en células del epitelio mamario. Hoy en dia es claro que la mayoria de las
caveolas requieren de Cav-1 para su correcta formacion, lo que indica que esta proteina
posee funciones de caracter estructural®’.

2.3.1. CARACTERISTICAS DE CAVEOLINA-1.

Se cree que las caveolas estan presentes en casi todos los tipos celulares, pero son mas

abundantes en las células diferenciadas, incluyendo a los adipocitos, células endoteliales,

neumocitos tipo | y células del musculo esquelético®.

Evidencias in vitro e in vivo recientes sugieren que las caveolas contribuyen a los

mecanismos que modulan la actividad contractil y proliferativa de las células de musculo liso.

La caveolina-1 ha sido implicada como un regulador de un diverso numero de vias de
senalizacion intracelulares. Se ha reportado que cuando las caveolas son purificadas,
generalmente se encuentran enriquecidas por lipidos especificos (colesterol y
glicoesfingolipidos) junto con un gran numero de moléculas de sefalizacion modificadoras de
lipidos como son: H-ras, c-src, cinasas-src, eNOS, activador del plasminégeno y proteinas G
heterotriméricas. Adicionalmente, un numero de receptores asociados a la membrana,
incluyendo algunos que se acoplan a las proteinas G o poseen actividad intrinseca de
tirosina-cinasa, se localizan cerca de las caveolas, o bien, son internalizadas por las

mismas*®.

Las caveolas juegan un papel importante en el secuestro de moléculas de sefalizacion

inactivas, y en la disminucion de la actividad de los receptores. Alternativamente, las
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caveolas proporcionan un ambiente para la activacion regulada de estas moléculas lo que

explica la comunicacion entre las diferentes vias de sefializacion®.

2.3.1.1. EL GEN DE CAVEOLINA-1.
El gen de Cav-1 se localiza en el cromosoma 7 (locus 7q31.1). Este gen incluye tres
exones (30 pb, 165 pb y 342 pb) y 2 intrones (1.5 kb y 32 kb) 47. La expresién del gen de

Cav-1 se encuentra directamente regulada por la cascada p42/44 MAPK**°,

La alteracién de la expresion de caveolina-1 involucra un numero importante de

enfermedades humanas, incluyendo cancer, diabetes, Alzheimer y distrofia muscular®.

2.3.1.2. ESTRUCTURA DE LA CAVEOLINA-1.
La Cav-1 es una proteina de 22 kD que se integra al sarcolema por medio de la asociacion
de dos dominios a la membrana (MADS) de tal forma que ambos extremos, amino y

carboxilo terminal, se mantienen en el interior de la célula (Figura 8)°.

La region intracelular amino terminal de la Cav-1 alberga un dominio de anclaje (CSD) de
20 aminoacidos (residuos 82-101), el cual tiene afinidad con las células de sefializacién por
medio de una regién conservada denominada como dominio de unién a la caveolina (CBD)*'
(Figura 8).

El CSD proporciona los medios para que la Cav-1 co-segregue a las proteinas de

sefializacion y regule la comunicacion entre diferentes vias de sefializacion®
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Figura 8. Representacidon esquematica de la estructura y funcién de los dominios de la Cav-1.

La caveolina-1 es una proteina de 22 kD compuesta por 178 aminoacidos 59,

2.3.1.3. PROTEINAS ASOCIADAS A LA CAVEOLINA-1.

Para el mejor entendimiento del papel de la caveolina-1 (Cav-1), es importante destefir su
ubicacion en la membrana de las células musculares del tejido vascular liso, asi como
entender su relacién con el DAPC / UAPC. Por un lado, La Cav-1 se ancla al citoplasma por
medio de las regiones C-MAS y N-MAD (Figura 8 y 9). Los dominios WW tanto de Cav-1
como de la distrofina tienen afinidad a los dominios WW del B-distroglicano, regiones que
favorecen las uniones entre dichas proteinas (Figura 9). Por otra parte, la distrofina funciona
como una union entre el DAPC / UAPC vy los filamentos de F-actina del citoesqueleto.
Ademas, el DAPC / UAPC se estabiliza por otras subunidades transmembranales, las cuales
incluyen al SGC (B-, 8-, €-, y (- sarcoglicanos y al sarcospan) en musculo liso vascular. El
DAPC / UAPC también se une a la lamina basal circundante por la unién del a-distroglicano
con las lamininas -1 y -2. El dominio de anclaje de Cav-1 (CSD) traslapa la regién N-MAD y
sirve como punto de andamiaje para las proteinas efectoras de senalizacion tal como lo son:
subunidades Ga, isoenzimas PKC y RhoA, que poseen un dominio de unién a caveolina.
Aparte de que las subunidades Gaq intercambian al GDP por GTP, también se les ha
asociado a una fosfolipasa llamada C-b1 (PLCb1), la cual cataliza la hidrélisis del

fosfatidilinositol 4,5- bifosfato (PIP2) para producir las mensajeros diacilglicerol (DAG) y
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inositol 1,4,5-trifosfato (IP3). El IP3 se une a su receptor al reticulo sarcoplasmico proximal
de las membranas (SR) el cual media la liberacion rapida de Ca®+ al citosol. La movilidad del
Ca2+ en el citosol es requerida para iniciar la contraccion muscular53. Lo anterior sugiere la
interaccion de la Cav-1 con diferentes vias de sefializacion implicadas en los eventos de
contraccion muscular, ademas de su estrecha relacion con los miembros del DAPC / UAPC.

Sin embargo, hoy en dia no existen suficientes reportes cientificos sobre esta correlacion®.

Laminina

Figura 9. Relacién entre la caveolina-1 y el DAPC asociado con el receptor acoplado a proteinas G que
median la sefalizacion intracelular en musculo liso vascular. Por simplicidad se muestra solo un
homodimero de caveolina. La caveolina-1 se ancla al citoplasma por medio de las regiones C-MAS (negro) y N-
MAD (rojo). Los dominios WW (azules) tanto de cav-1 como de la distrofina tienen afinidad a los dominios WW
del B-distroglicano **

2.3.2. FUNCION DE CAVEOLINA-1.

La caveolina-1 interacciona tanto como los lipidos asi como los sitios de anclaje lipidico de
las proteinas. Estas interacciones predicen que la Cav-1 posee funciones tales como se
describen a continuacion:

a) La Cav-1 en el transporte de lipidos.

El colesterol es requerido para la estructura y funcién de las caveolas. En ensayos in vitro

se ha mostrado que la Cav-1 interacciona con el colesterol, lo que sugiere que esta

interaccion organiza el colesterol de la membrana en las caveolas.
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b) La Cav-1 en el trafico de la membrana celular.

La Cav-1 es capaz de atraer proteinas a la caveola y funciona como un motor molecular
que favorece la invaginacion de la membrana. Asimismo, se ha reportado que la Cav-1
interactua con algunos receptores de tipo tirosina cinasas.

c¢) La Cav-1 en la transduccidén de senales.

La Cav-1 puede modular la transduccién de senales a través de su interaccién con los
lipidos, mas que con su interaccion con las proteinas. Se ha reportado que la Cav-1 se
encuentra involucrada en el mantenimiento de la integridad del colesterol en las caveolas.
Asimismo, el colesterol es claramente requerido para la localizacidon de ciertas moléculas de
sefalizacion en las caveolas asi como para modular la interaccién entre las moléculas de

senalizacion.

Por otra parte, en tejidos musculares no se ha descrito mucho al respecto de la funcionalidad
de Cav-1. Los estudios hechos con fracciones congeladas de la membrana de las células de
musculo esquelético y estriado permitieron establecer la hipétesis de que las caveolas
pueden aplanarse durante condiciones de estiramiento producidas por estrés mecanico.
Estudios posteriores, han asociado a las caveolas con la respuesta mecanosensitiva de la

célula®®.

Aun cuando las caveolas han sido directamente relacionadas con la respuesta de la célula
al estrés mecanico, sus funciones siguen sin ser del todo definidas. Ademas, un numero de
estudios han revelado que las caveolas se encuentran involucradas en la regulacion
mediada por los receptores acoplados a proteina G (GPCR) de la contracciéon del musculo

liso®°.
2.3.3. DISTRIBUCION Y EXPRESION CELULAR DE LA CAVEOLINA-1.
2.3.3.1. TEJIDOS MUSCULARES.
Se ha asociado la presencia de Cav-1 a varios tipos de tejidos muscular, sin embargo, en

este respecto aun existen incertidumbres sobre su comunicacion y anclaje con el complejo

de proteinas asociado a la distrofina / utrofina®®.
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2.3.3.2. TEJIDOS NO-MUSCULARES.
Al igual que en los tejidos musculares, aun falta mayor investigacion en cuanto a la presencia
de Cav-1 en otros tejidos. Hoy en dia, se ha encontrado descrita en endotelio, adipocitos,

fibroblastos y astrocitos®®.

2.3.4. PRESENCIA DE LA CAVEOLINA-1 EN MICRO-DOMINIOS LIPIDICOS.
Las caveolas fueron en primer lugar identificadas por microscopia como invaginaciones de la
membrana plasmatica de 50-100nm. Hoy en dia se sabe que las caveolas representan un
punto donde son secuestrados multitudes de receptores, proteinas de senalizacion y canales

idnicos los cuales crean puntos calientes para regular la actividad celular®’.

Tres tipos de caveolinas son expresadas por genes diferentes de las cuales, cav-1 y cav-3

inducen la formacién de las caveolas de forma independiente *.

Cav-1 puede formar complejos oligoméricos junto con cav-2, la isoforma mas abundante en
musculo liso vascular y de las vias respiratorias, mientras que cav-3 es mas especifica de

musculo esquelético **°.

La abundancia de la proteina Cav-1 incrementa de forma significativa al tiempo que las
células del musculo liso adquieren el fenotipo contractil, lo que resulta en la aparicion de
nuameros significativos de caveolas que se organizan en arreglos en forma de costilla sobre la

membrana plasmatica®’.

Por otra parte, se piensa que la familia de caveolinas funciona como proteinas de anclaje
para organizar y concentrar lipidos especificos (colesterol y esfingolipidos) y los lipidos a su
vez, modifican a las moléculas de senalizacion (cinasas parecidas a Src, H-Ras, eNOS y

proteinas G; dentro de las caveolas®.

Dentro de este contexto, la unién a caveolina-1 puede funcionalmente suprimir la actividad
GTPasa de las proteinas heterotriméricas G e inhibir la actividad cinasa de la familia de
tirosina cinasa Src a través de un domino caveolar comun, denominado “dominio de anclaje a

caveolina” .
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La interaccion directa de caveolina-1 con las moléculas de sefalizacion conlleva a su

inactivacion y dado que muchas de estas moléculas pueden ocasionar transformaciones

celulares cuando son constitutivamente activadas, es razonable especular que caveolina-1

por si misma, posee una actividad de sefializacién supresora. Por lo anterior, caveolina-1 se

encuentra abundantemente expresada en células terminalmente diferenciadas como lo son:

adipocitos, células endoteliales y células musculares®'. Un resumen de todo lo anterior se

puede apreciar en la figura 10.

Bioquimica/Biofisica Morfoldgica

Dominios caveolares

/V (con caveolinas)

Dominios liquido-ordenados (10)

-Endotelio
-DIGs -Aqipocitos
-GEMs -C_elulas musculares
-Balsas lipidicas -Fibroblastos
-Astrocitos

-Complejos de baja densidad
insolubles en triton

I +/- caveolinas

Dominios relacionados con caveolas
(sin caveolinas)

Composicion lipidica -Todos los tipos celulares
(Colesterol /Esfingolipidos) -Células oncogenéticamente
transformadas.
-Linfocitos

Composicion proteica
/Estructural

(Caveolinas y flotilinas
/cavatelinas)

/

Funcional

Transducisomas o sefialosomas

-Complejos de sefializacion pre-
ensamblados

-Centros de mensaje

-Centrales quimicas
-Manifestaciones fisicas de
comunicacion entre los médulos de
sefializacion

Composicion protéica
/Regulacion

(GPCRs, RTKs, cascada
Ras-MAP cinasa, NOS,
PKCs, PLDs)

Figura 10. Dominios caveolares y su relacién a la caveolina. El esquema resume las caracteristicas

bioquimicas, morfoldgicas y funcionales de estos microdominios asociados a la membrana plasmatica*.
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CAPIiTULO 3
3.1. IMPORTANCIA DEL ESTUDIO DE LA DISTROFINA'Y LA UTROFINA.

Las distrofias musculares son un grupo heterogéneo de desordenes genéticos
caracterizados por la pérdida progresiva de la integridad y fuerza muscular. Las distrofias
musculares muestran una variacién en el tamafno del la fibra muscular, infiltracion del tejido
graso y conjuntivo y de la ubicacién centralizada del nucleo. Las membranas de las fibras se
vuelven fragiles dando paso a la aparicion de un dafo extensivo lo que conlleva a la

necrosis y consumo del musculo.

Estas distrofias musculares se encuentran mapeadas en 29 /loci diferentes que dan lugar a
34 desordenes distintos, variando entre ellos en: la edad de aparicion, grado de severidad,

modo de herencia y el grupo de musculos que son afectados en primera instancia®.

El tipo de distrofia muscular que con mayor frecuencia se presenta en las poblaciones es la
Distrofia Muscular de Duchenne, descrita como un trastorno recesivo ligado al cromosoma-X,
la cual fue descubierta en 1861 por GB Duchenne. La clonacion posicional del gen alterado
en DMD dio lugar a la descripcion de la distrofina. La caracterizacién bioquimica de la
distrofina en las células musculares propicié la elucidacion de la base molecular de muchas

formas de distrofia muscular®.
Sin embargo, la identificacién de la distrofina dio paso a la caracterizacién del complejo de

proteinas asociadas a la distrofina, con sus componentes periféricos e integrales en musculo

liso esquelético, hallazgo que permitié entender la base molecular de la enfermedad®.

-44-



_——

QU I ssvoma 1 OO
1 hutrofina | _—_—[—EO.M

Figura 11. La utrofina y la distrofina son similares en tamano y poseen arquitectura modular

“

comparable. Estas similitudes significan que la utrofina en algunas ocasiones sustituye a la distrofina, lo que
proporciona una ruta potencial para la terapia de los padecimientos de las distrofias musculares asociadas a la

proteina.

Por otra parte, la utrofina es considerada el hdmologo autosémico de la distrofina (Figura
11), formalmente llamada proteina relacionada a la distrofina (PRD) Como la distrofina, la
utrofina es capaz de proporcionar un enlace estructural entre la base de la actina en el
citoesqueleto y la matriz extracelular por medio de su union al complejo de proteinas
asociadas a la distrofina, cruzando la membrana de las fibras musculares. Cuatro dominios

estructurales son comunes tanto en la distrofina y la utrofina, los cuales son:

1. El amino terminal (NH2) el cual contiene sitios de union para la F-actina del
citoesqueleto.

2. El dominio rod domain, el cual contiene repeticiones similares a la espectrina.

3. El dominio rico en cisteina, el cual contiene sitios de union para B-distroglicano,
proteina que es critica para la ultima unidén con laminina-2 en la matriz extracelular.

4. El carboxilo Terminal (COOH) el cual contiene sitios de union para sintrofina y

distrobrevina.

No obstante, se ha reportado que en modelos de ratones mdx, a los cuales se les
sobreexpresa un transgeén de la utrofina truncada en musculo, se observa una reduccion en
la histopatologia de la distrofia asi como mejoras en el funcionamiento a nivel muscular.
Ademas, se ha visto que en ratones deficientes en la utrofina y la distrofina se presenta un
fenotipo mas severo de distrofia que en aquellos en que solo se presenta, por lo menos, una

de ellas®®.
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Sin embargo, la utrofina se ha visto expresada en un gran numero de tejidos y tipos
celulares en el organismo, asi como en los musculos de pacientes con DMD. No obstante,
hacia las ultimas fases del trastorno, la utrofina se ha encontrado en niveles deficientes para
mantener la integridad de las fibras musculares. Asimismo, la utrofina no resulta ser un
neoantigeno en los musculos deficientes de la distrofina y ha sido propuesto por diferentes
grupos de investigacion que su sobreexpresion en las miofibras afectadas por la distrofia (ya
sea incluso por regulacion rio arriba del gene endogénico de utrofina o por la transferencia
del gen de utrofina mediada por un vector) podria evitar respuestas inmunoldgicas adversas
inherentemente asociadas con el reemplazo del gen de la distrofina en un huésped deficiente

de la misma. La utrofina ofrece una ventaja tedrica sobre este tema.

Cabe mencionar que estudios in vivo han indicado que la distrofina y la utrofina juegan
papeles similares a nivel fisiolégico, sin embargo, estudios in-vitro han demostrado que
dichas proteinas no interaccionan bajo los mismas vias bioquimicas. A pesar de que ambas
proteinas se unen a la actina con similiar afinidad y que estabilizan los filamentos de actina
contra la despolimerizacion, la distrofina y la utrofina difieren en los efectos que originan a lo
largo de su asociacion lateral con la actina, asi como en la dependencia de la fuerza idnica
para su union a la actina. Por otra parte, se sabe que no compiten por los mismos sitios de

unién en los filamentos de actina®.

En la tabla 4 se resumen las diferencias existentes entre la distrofina y la utrofina.
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Tabla 4. Diferencias entre la distrofina y la utrofina

CARACTERISTICAS

Tejidos musculares

DISTROFINA
Distribuida a lo largo del
sarcolema de las células

musculares.

UTROFINA
Restringida a las conjunciones
neuromusculares y

miotendinosas.

Tejidos no-musculares

Expresada en sistema nervioso
central, vasos sanguineos Yy
membranas, capa retinal, capas
del

arterias y venas pequefas,

nucleares internas ojo,
plaquetas, pulmones y nervios

periféricos.

Expresada en sistema nervioso
central, vasos sanguineos vy
membranas, capa retinal, capas
del

arterias y venas pequefas,

nucleares internas ojo,
plaguetas, pulmones y nervios

periféricos.

Union con el complejo de

glicoproteinas asociadas

afinidad

sintrofinas a-1y B-1.

Mayor por las

afinidad
sintrofinas -1y B-2.

Mayor por las

Dominio de unién a actina

Las primeras 10 repeticiones
parecidas a espectrina no se
unen a actina, tiene un segundo
dominio que consiste de 11-17
repeticiones parecidas a

espectrina.

Completado por las primeras 10
repeticiones parecidas a

espectrina.

Dominio amino terminal

246 aminoacidos.

La diferencia en tamano con la
utrofina sugiere que la distrofina
posee contactos mas
extensivos con la actina, lo que
estabilidad del

durante la

favorece la
sarcolema

contraccion muscular.

261 aminoacidos.

Menor contacto con la actina.
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3.1.1. DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE.

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) fue descrita por primera vez por el
neurdlogo francés Guillaume Benjamin Amand Duchenne en la década de 1860. La DMD es
tan so6lo una enfermedad de un grupo de distrofias musculares caracterizadas por la
dilatacion de los musculos. La DMD es un tipo de distrofia muscular prevaleciente que
consiste en la rapida y progresiva degeneracion del musculo. La apariciéon de este trastorno
se reconoce clinicamente en los pacientes por la dificultad para caminar a edades entre los
dos y cinco afos. Los pacientes con este trastorno presentan probabilidad alta de fallecer
hacia la edad de 30 afios como resultado de fallas respiratorias y cardiacas. Por sus
caracteristicas moleculares, la DMD es considerada un trastorno ligado al cromosoma X que
afecta principalmente a hombres (1 de 3,500 nacidos vivos de la poblacion mundial). No
obstante en algunos casos clinicos, la DMD compromete la funciéon cardiaca debido al

reemplazo progresivo de las fibras miocardicas por tejido conectivo y graso®.

Diferentes grupos de investigacion han asociado el fenotipo de la enfermedad a la
desestabilizacion del DAPC, ya que cuando la distrofina se encuentra ausente, existe una
disminucién de los niveles de las proteinas que componen el DAPC lo que conlleva al dafo

progresivo de la fibra muscular y a la disrupcién de la membrana®®.

Por otra parte, en la DMD es evidente un numero anormal, forma y tamano de las caveolas,
lo que sugiere que la pérdida de un componente del DAPC, asimismo, compromete la

organizacion de las caveolas en la membrana plasmatica®®.

3.1.2. DISTROFIA MUSCULAR DE BECKER.

La distrofia muscular de Becker (DMB) fue por primera vez descrita en la década de 1950
por el médico aleman Meter Emil Becker. La distrofia muscular de Becker (DMB) es causada
por mutaciones que resultan de la reduccion de la expresion de la distrofina, o de la
expresion de formas truncadas que son parcialmente funcionales de la proteina.

La falla cardiaca también es comun en la BMD, la cual evoluciona a lo largo de la vida del

paciente®*
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3.1.3. CARDIOMIOPATIA DILATADA.
La cardiomiopatia dilatada es una enfermedad heterogénea originada por la funcion
anormal del musculo cardiaco. La cardiomiopatia dilatada se caracteriza por la dilatacion de
la cavidad ventricular acompafada de disfuncion sistélica. El sintoma clinico es una falla en

el corazon asociada con la muerte repentina del paciente®®.

Se ha descrito en modelos murinos (ratones knockout), que la disrupcion de las
asociaciones entre las proteinas de la DAPC, se debe primordialmente a la ausencia o a
defectos en la distrofina y/o en los sarcoglicanos (B,y y 8), siendo el caso particular de los
defectos de la proteina d sarcoglicano asociados a la aparicién de cardiomiopatia en musculo

liso vascular'®.

La disociaciéon del complejo de proteinas asociadas a la distrofina/utrofina origina la
inestabilidad del sarcolema causando contraccion inducida que da paso a la ruptura del
sarcolema. Subsecuentemente a este dafio, se ha observado un incremento en el influjo del
ion calcio (Ca®"). La mitocondria, en un esfuerzo por eliminar el exceso de calcio, es
sobrecargada provocando un aumento en su permeabilidad. Si estas condiciones
prevalecen, las fibras musculares se vuelven susceptibles a necrosis y/o apoptosis,

caracteristica patolédgica principal de las distrofias musculares®®.
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CAPITULO 4
4.1. ESTUDIO DEL DAPC/UAPC EN MUSCULO LISO VASCULAR.

Diferentes grupos de investigacion han descrito la presencia del DAPC / UAPC en el tejido
vascular de los vasos sanguineos. Es importante mencionar que los vasos sanguineos se
encuentran permanentemente sujetos a fuerzas mecanicas traducidas en estiramientos,
abarcando ciclos mecanicos de tensién debidos a la naturaleza pulsatil del flujo sanguineo y
al estrés interrumpido que se genera en las superficies del vaso. Lo anterior genera fuerzas
tangenciales y radiales que contrarrestan los efectos de la presion intraluminal, mismas que
afectan a todos los tipos celulares que conforman el vaso. El estrés interrumpido del flujo es
el resultado de la friccion de la sangre contra las paredes del vaso, el cual actua de forma
paralela a su superficie. Este estrés interrumpido es sensado principalmente por las células

endoteliales las cuales se encuentran situadas en la interfase del flujo sanguineo y el vaso.

Las alteraciones en el estiramiento o el estrés interrumpido invariablemente producen
transformaciones en la pared del vaso que se han correlacionado con ajustes pasajeros de
su diametro, mediados por la libracion de agonistas vasoactivos o cambios en el tono
miogénico. Sin embargo, si se alteran de forma crénica las fuerzas mecanicas, éstas
usualmente promueven la aparicion de alteraciones adaptativas de la pared del vaso,
afectando su composicién estructural, mismo que podria estar relacionado con alteraciones
del DAPC /UAPC®,

Sin embargo, en el cordéon umbilical humano, la funcién de los vasos sanguineos es

inversa.

La vena proporciona sangre oxigenada y los nutrimentos al feto, mientras que las arterias
transportan sangre desoxigenada. El unico sitio en el cuerpo humano donde ocurre el mismo
fendmeno es en las arterias y venas pulmonares, las cuales conectan a los pulmones con el

corazon®®.

Asimismo, existe un nivel de heterogenicidad en las células del musculo liso vascular, esto

significa que las CMLV presentan propiedades morfolégicas y funcionales diferentes dentro y
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a lo largo del mismo vaso sanguineo, asi como en diferentes tipos de vasos, por ejemplo,

venas y arterias.

La principal funcion de las CMLV es mantener el tono vascular y la resistencia del vaso. Por
otra parte, las CMLV diferenciadas muestran el fenotipo contractil, por lo que expresan

proteinas citoesqueléticas contractiles especificas®.

La adhesidn de las células contractiles del musculo liso vascular se fortifica para mantener
tensiones considerables aunadas a la contraccion de las CMLV y a las fuerzas
hemodinamicas, lo anterior pudiera involucrar los niveles de expresion de los componentes
de la DAPC /UAPC aunados a su funcion estructural y de resistencia mecanica dentro de los

vasos sanguineos®.

Reportes utilizando ratones knock out, han indicado que la DAPC juega un papel importante
en las funcion contractil y estructural del musculo liso vascular. Asimismo, se ha visto que al
inhibir la expresion de los B y & sarcoglicanos da como resultado la disrupciéon del DAPC en
las células de musculo liso vascular, lo que sustenta el papel de los sarcoglicanos en la
estabilidad del DAPC®.

Ratones y modelos de hamsters BIO14.6 deficientes en ® sarcoglicano han desarrollado
anormalidades cardiacas causadas por disfunciones vasculares primarias. Los ratones
deficientes de [3 sarcoglicano desarrollan irregularidades en las arterias coronarias, lo que
conlleva a la aparicion de necrosis miocardial en los ratones y constricciones en el corazon,
diafragma y rifilones; lo que resulta en una distrofia muscular y cardiomiopatia con areas
focalizadas de necrosis asociadas a la disrupcion del DAPC en todos los tipos musculares.
Ambas mutaciones en los B y & sarcoglicanos perturban la funcién vascular, lo que da como

resultado el inicio de la cardiomiopatia °.

La vena porta, en conjunto con la vena superior mesentérica, son los unicos ejemplos de
actividad espontanea del musculo liso vascular. En un estudio realizado por Mancinelli y
colaboradores, se demostré que en la vena porta de modelo de ratén de distrofia muscular

(ratones mdx) se encuentran alteradas las cargas intracelulares en comparacion con ratones
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sanos cuando se evalud su actividad ante la presencia de agentes quimicos despolarizantes.
Estos resultados proveen la evidencia de que los procesos distréficos no solo afectan las
funciones del musculo esquelético sino también del musculo liso, y en este caso particular, la
motilidad de la vena porta®®.
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CAPITULO 5
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En trabajos anteriores de nuestro grupo de trabajo (Coral y colaboradores) desarrollados a
partir de cultivos primarios de vena y arteria, se determind que existe una diferencia
significativa entre las cantidades de utrofina que se expresan en las arterias y en la vena del
cordén umbilical humano, pero no asi en el resto de las proteinas que se asocian al UAPC,
sin embargo, la diferencia no habia sido cuantificada (datos no publicados). Lo anterior nos
impulsé a predecir que las determinaciones sobre una muestra enriquecida de vena o arteria
de un pool de un universo de ocho cordones nos daria un resultado similar pero con una
concentracion mayor, caracteristica necesaria para lograr hacer evidente la diferencia que ya

se habia observado anteriormente.

Hoy en dia, diversos estudios han mostrado la importancia del DAPC/UAPC sobre la
implicacién clinica de las distrofias musculares asociada a alteraciones en los genes que
codifican para la distrofina y los sarcoglicanos; asi como la aparicidn consecuente de la
cardiomiopatia dilatada, manifestacion clinica que no solo se encuentra relacionada con
deterioro sobre la funcionalidad del musculo estriado, sino también al dafio sobre la fisiologia
de tipo vascular. Sobre este contexto, resulta importante definir la presencia y nivel de
expresion de las proteinas (a través de su cuantificacion) que conforman este complejo en
musculo liso de vena y arteria, lo que arroja un mejor entendimiento sobre el papel que
desempenan estas proteinas sobre la membrana de las células de musculo liso. Un modelo

asequible es la vena y arteria de cordon umbilical humano
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CAPITULO 6
HIPOTESIS.

Existe una diferencia cuantitativa entre los niveles de las proteinas utrofina, distrofina 'y
cav-1 asi como en las proteinas asociadas al DAPC/UAPC en musculo liso vascular

de vena y arteria de cordon umbilical humano asociada a la funcidon que desempefan.
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CAPITULO 7
OBJETIVOS.

7.1. OBJETIVO GENERAL.

Evaluar, mediante ensayos de Western Blot semi-cuantitativo, los niveles de proteinas
asociadas al complejo DAP/UAP en el musculo liso vascular de corddén umbilical

humano (vena/arteria).

7.2. OBJETIVOS PARTICULARES.

e Obtener un extracto de proteinas totales de musculo liso vascular de cordén umbilical
humano (vena/arteria).

e Evaluar, por ensayos de Western Blot, la presencia de las proteinas asociadas a
distrofina / utrofina (DAP/UAP) en musculo liso vascular (vena/ arteria).

e Cuantificar las sefiales obtenidas de los ensayos de Western Blot por medio de

ensayos densitométricos.
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CAPIiTULO 8
MATERIAL.

8.1. MATERIAL BIOLOGICO.
8.1.1. OBTENCION DE MUESTRAS DE CORDON UMBILICAL HUMANO.

La obtencion de muestras fue llevada a cabo a través del servicio médico de Tococirugia del
Hospital General Xoco de la Secretaria de Salud del Distrito Federal con previa autorizacion
y revision del protocolo por parte del comité de ética del servicio de Tococirugia del hospital
mencionado. Los cordones obtenidos fueron de nacimientos normales a término y
colectados inmediatamente después del parto con previo consentimiento informado. Se
obtuvieron ocho muestras de cordon umbilical, con una longitud de 10 a 12 cm cada una,
fueron trasladadas al laboratorio en una solucion de NaCl 0.9% (Sigma, EEUU) adicionado
con 1% de mezcla de antibidticos (penicilina 100 U / mL, estreptomicina 1 g/ mL y
anfotericina B 25 mg/mL GIBCO-BRL- EUA) a una temperatura de 4°C.

8.1.2. ANTICUERPOS.

Anticuerpos primarios.
e Alpha Smooth Muscle (aSMA-1) Novocastra Laboratories, Ltd. [Monoclonal hecho en

ratén].

e Beta-sarcoglycan (H-17) Santa Cruz Biotechnology, Inc. [Policlonal hecho en conejo].
e [B-dystroglycan (JAF). [Policlonal hecho en conejo].
e Caveolin-1 Novocastra Laboratories, Ltd. [Monoclonal hecho en raton].
e Dystrophin (C-20) Santa Cruz Biotechnology, Inc. [Policlonal hecho en cabral.
e Dystrophin (Rod-Domain) Novocastra Laboratories, Ltd. [Monoclonal hecho en ratén].
e Epsilon-Sarcoglycan (H-20) Santa Cruz Biotechnology, Inc [Policlonal hecho en cabra].
e Epsilon-Sarcoglycan (H-67) Santa Cruz Biotechnology, Inc [Policlonal hecho en cabral.
e GAPDH (A-14) Santa Cruz Biotechnology, Inc. [Policlonal hecho en cabra].
e Utrophin (H-300) Santa Cruz Biotechnology, Inc. [Policlonal hecho en conejo].

e Utrohpin (N-19) Santa Cruz Biotechnology, Inc. [Policlonal hecho en cabral].
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CAPITULO 9
METODOLOGIA.

9.1. DISECCION DE VENA Y ARTERIA DE CORDON UMBILICAL HUMANO.

Una vez obtenidas las muestras, fueron colocadas de manera individual sobre cajas petri con
solucién salina isotonica sobre una cama de hielo-agua. Posteriormente con la ayuda de un
microscopio estereoscépico e instrumentos de diseccion fueron aisladas las arterias y la
vena. Ambos tejidos fueron cortados en pequefias fracciones y lavados con solucion salina
fisiologica 3 veces. Al término de este procedimiento los fragmentos de la vena y la arteria
fueron cortados de manera transversal para exponer la luz del vaso y facilitar la eliminacién

del endotelio.

9.2. ELIMINACION DEL ENDOTELIO.

Para la eliminaciéon del endotelio, los fragmentos de la vena y arteria fueron incubados
durante 20 min con 2 mL de tripsina a 37°C y con agitacion constante. Al término de este
tiempo la tripsina fue inactivada con suero fetal bovino (SFB) y retirada de ambos tejidos.
Para eliminar el endotelio en suspension se realizaron de 4 a 6 lavados con buffer de fosfatos
(PBS). Finalmente los tejidos se congelaron a -70°C hasta su analisis. Este procedimiento

fue llevado a cabo en cada cordon.

9.3. EXTRACCION DE PROTEINAS TOTALES DE MUSCULO LISO VASCULAR DE
CORDON UMBILICAL HUMANO (VENA Y ARTERIA).

Para la extraccion de proteinas totales, cada tejido fue colocado sobre un mortero
previamente enfriado en nitrégeno liquido y pulverizado durante 5 min. de cada muestra
(vena y arteria) se pesé aproximadamente de 0.1 g a 0.15 g de tejido. Posteriormente cada
peso individual tanto de las venas como de las arterias y se pusieron todas juntas en una
relacion de 1:2, se adicion6 un volumen de 200 ul de buffer de extraccion por cada 0.1 g de
tejido.

Para la extraccidn de proteinas totales, se colocd un mortero previamente esterilizado en

una cama de hielo. Posteriormente, al mortero fue vertido nitrégeno liquido para enfriarlo.
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Asimismo, en otro recipiente con nitrogeno liquido, fueron colocados eppendorfs de 2.0 mL.
Una vez que los eppendorfs fueron enfriados, se taré la balanza analitica con el peso de los
mismos. Se colocaron fragmentos de tejido sobre el mortero que fueron extendidos sobre la
superficie del mismo con ayuda del pistilo (este paso se desarrollé por separado para cada
uno de los cordones). Consecuentemente, se vertid nitrogeno liquido sobre el tejido
extendido y se procedio a pulverizarlo. Se pes6 de 0.1 ga 0.15 g de tejido pulverizado de
cada uno de las venas y arterias provenientes de cada uno de los ocho cordones. Las pesos
obtenidos de cada muestra (vena o arteria) fueron juntados en un solo tubo y en una
relacion de 1:2 se adicionaron 200 ul de amortiguador de extraccidén de proteinas por cada
0.1 g de muestra. Ambas mezclas fueron homogenizadas en un equipo politron durante 30 s,
tres veces con intervalos de descanso de 30 s a 4°C. Para optimizar la extraccion de
proteinas cada homogenado fue colocado en un agitador orbital a 4°C durante 30 min. con
agitacién constante. Transcurrido el tiempo, el homogenado fue centrifugado a 14,000 rpm
durante 20 minutos para obtener el sobrenadante y sedimentar los restos celulares.
Finalmente se tomaron 10 pyL de ambos sobrenadantes y se cuantificaron las proteinas
mediante el método de Bradford Ambos extractos fueron divididos en alicuotas de 100 yL y
conservados a -80°C. Esta metodologia se desarrollé de igual forma para ambos tejidos

(vena y arteria) por separado.

Es importante sefalar que esta misma metodologia fue llevada a cabo para cuatro cordones
adicionales, los cuales fueron homogenizados y cuantificados por separado. Estos tejidos
(venas y arterias) fueron utilizados unicamente con fines de estandarizacién del Western
Blot.

Para elegir el amortiguador de extraccion dos cordones adicionales fueron tratados como se
describe anteriormente con tres diferentes amortiguadores de extracciéon TNE, RIPA'Y SDS.
Los sobrenadantes obtenidos fueron cuantificados y analizados en la estandarizacion del

Western blot. A partir de este procedimiento se decidié usar TNE.
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9.4. CUANTIFICACION DE PROTEINAS (METODO DE BRADFORD).

La alicuota de 10 uL tomada del sobrenadante fue cuantificada utilizando una curva de BSA

en las proporciones que se describen en la tabla a continuacién:

Tabla 5. Curva de BSA

ALICUOTA BSA Reactivo de
[1mg/mL] Bradford
Blanco 0 400 100 0
1 1.5 398.5 100 3
2 3 397 100 6
3 4.5 395.5 100 9
4 6 394 100 12
5 7.5 392.5 100 15
6 9 391 100 18
7 10.5 389.5 100 21
8 12 388 100 24

Las alicuotas y las muestras fueron leidas en espectrofotdmetro a A 595 nm.

9.5. ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE)
CON TRANSFERENCIA A MEMBRANAS DE NITROCELULOSA Y PVDF (SISTEMA
HUMEDO Y SEMI-SECO).

Se prepararon geles desnatularizantes en sistemas discontinuos de poliacrilamida de una
sola concentracion (8%) y en gradiente (2.5-14%), en vidrios de 0.75mm. Se prepararon las
muestras (20 pg/uL) provenientes de los extractos totales de proteinas obtenidos de cada
tejido (vena y arteria) con el amortiguador de muestra 1:6 y se calentaron por 4 minutos en
bafo maria a ebullicién. Simultdneamente, se armé el sistema de electroforesis con solucidon
de corrida 1x en donde fueron depositados los geles y consecuentemente cargadas las
muestras en los pozos asignados. Se dejaron correr las muestras en el sistema por un
periodo de 80 min a 90 V. Una vez terminado el proceso, se destin6é una parte del gel para la
evaluacion de integridad y patron de corrimiento con tincion de azul de Coomassie y con la
otra parte del gel que no se tifio, se realiz6 la transferencia de las proteinas por dos

metodologias:
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% Sistema humedo

Los geles obtenidos de la corrida electroforética y las membranas de nitrocelulosa fueron
equilibrados durante 10 min. con el amortiguador de transferencia previamente enfriado
(4°C). Para el caso de de las membranas de PVDF, estas fueron previamente equilibradas
con metanol por 10 min, y después puestas durante 5 min en amortiguador de transferencia
frio.

Se remojaron los papeles filtro y las fibras, por separado, con el mismo amortiguador. Todos
los elementos anteriores fueron colocados en sandwich (ver esquema) evitando la formacion
de burbujas entre los mismos y puestos dentro del sistema de transferencia a temperatura de
4°C por 1 h 30 min a 350 mA'y 100 V.

Fibra
Papel filtro
Membrana
Gel

Papel filtro
Fibra

St il 000000

+ Sistema semi-seco

Los geles obtenidos de la corrida electroforética y las membranas de nitrocelulosa fueron
equilibrados con el amortiguador de transferencia a temperatura ambiente. Para el caso
de las membranas de PVDF, estas fueron previamente equilibradas con metanol por 10
min, y después puestas durante 5min en amortiguador de transferencia. Posteriormente,
fueron colocados cada uno de los elementos del sandwich dentro del equipo de

transferencia (ver figura inferior) por 1 h15 mina 15 V.

| | Catodo (-)

Papel flitro
Gel

Membrana
............... Papel filtro

| Anodo (+)
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9.6. CARACTERIZACION DE PROTEINAS POR ENSAYOS DE WESTERN BLOT.

Para cada una de las proteinas, se estandarizaron las condiciones de reaccion de los

ensayos Western Blot mediante la elaboracion de matrices 2 x 2 (dos condiciones de

incubacién de anticuerpo primario contra dos condiciones de concentracion tanto del

anticuerpo primario como del anticuerpo secundario). Las condiciones ideales de reaccion

finales utilizadas se describen a continuacion:

ANTICUERPO
PRIMARIO

DILUCION

CONDICIONES DE
REACCION

ANTICUERPO
SECUNDARIO

DILUCION

CONDICIONES DE
REACCION

Bloqueo: toda la noche
Temp: 4°C
Condiciones:

agitaciéon constante.

Incubacion: 1 h.
Temp: ambiente
Condiciones:

Agitacion constante.

utrofina 1:500 Anti- 1:5,000
Incubacion: 8h . ) Lavados: 4 de 11 min.
(-COOH) o inmonuglobulinas
Temp: 4°C .
H300 . .., | totales de conejo
Condiciones: agitacion
constante.
Lavados: 4 de 12 min.
Bloqueo: toda la noche Incubacion: 1 h.
Temp: 4°C Temp: ambiente
distrofina Condiciones: Anti- 1:5.000 Condiciones:
Agitacién constante. Y Aqitacién constante
Rod Domain Incubacién: 8h inmonuglobulinas 9 '
1:500 Temp: 4°C totales de raton Lavados: 4 de 11 min.
Condiciones: agitacion
constante
Lavados: 4 de 12 min.
Bloqueo: toda la noche Incubacion: 1 h.
Temp: 4°C Temp: ambiente
utrofina 1:500 Condiciones: Condiciones:
(-NHy) agitacion constante Anti 1:10. 000 Agitacion constante.
- 2 - . y
N-19 Incubacion: 16h inmonuglobulinas
Temp: 4°C - .
p totales de cabra Lavados: 4 de 11 min.
Condiciones: agitacion
constante
Lavados: 4 de 12 min
Bloqueo: toda la noche Incubacion: 1 h.
distrofina 1:500 Temp: 4°C Anti- 1:10,000  Temp: ambiente
C-20 Condiciones: agitacién inmonuglobulinas Condiciones:

constante

Agitacion constante.
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Incubacion: 16h
Temp: 4°C
Condiciones:

agitacién constante

Lavados: 4 de 12 min

totales de cabra

Lavados: 4 de 11 min.

Bloqueo: toda la noche
Temp: 4°C

Incubacion: 1 h.

Temp: ambiente

GAPDH 1:500 Condiciones: agitacion Anti- 1:5,000 Condiciones:
constante. inmonuglobulinas Agitacion constante.
totales de cabra .
Lavados: 4 de 11 min.
Incubacién: 8h
Temp: 4°C
Condiciones: agitacion
constante.
Lavados: 4 de 12 min.
Bloqueo: 5 h Incubacion: 1 h.
Cav-1 1:1,000 Temp: 4°C Temp: ambiente
Condiciones: Anti- 1:7.500 Condiciones:
agitacion constante inmonuglobulinas Agitacion constante.
Incubacion: 12h totales de ratén
Temp: 4°C Lavados: 3 lavados de 16
Lavados: 4 lavados de min y 1 lavado final de 20
12min. min.
Bloqueo: 5 h Incubacién: 1 h.
Temp: 4°C Temp: ambiente
B-distroglicano | 1:1,000 Condiciones: Anti- 1:7,500 Condiciones:
agitacion constante inmonuglobulinas Agitacion constante.
Incubacion: 12h i Lavados: 3 lavados de 16
o totales de raton . .
Temp: 4°C min y 1 lavado final de 20
Lavados: 4 lavados de min.
12min.
B-sarcoglicano | 1:500 Bloqueo: 6h Anti- 1:5,000 Incubacién: 1 h.
Temp: 4°C inmonuglobulinas Temp: ambiente

Condiciones:

Agitacion constante

Incubacion: 12h
Temp: 4°C

totales de cabra

Condiciones:

Agitacion constante.

Lavados: 4 de 11 min.
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Lavados: 4 lavados de

12min.
€ -sarcoglicano | 1:400 Anti- 1:5,000 Incubacién: 1 h.
inmonuglobulinas Temp: ambiente
totales de conejo Condiciones:

Agitacién constante.

Lavados: 4 de 11 min.

Se realizd la deteccidn de las proteinas mediante una reaccion quimioluminiscente (kit
Thermo Scientific Pierce Protein Biology Products) tomando impresiones en placas
fotograficas en exposiciones de 1 min y después cada 3 min por tres ocasiones mas,

obteniendo un total de 4 impresiones.

9.7. CUANTIFICACION DE PROTEINAS POR DENSITOMETRIA.

Se obtuvieron las lecturas densitométricas de cada una de las imagenes de los ensayos de
Western Blot con el programa Corestream MI. Se normalizaron los datos con respecto al
control interno gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Posteriormente, se
efectuaron las comparaciones estadisticas empleando la prueba de U de Mann-Whitney para

comprobar la heterogeneidad de los datos utilizando el programa GraphPad Prism 4.
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CAPITULO 10
RESULTADOS.

10.1. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS DE PROTEINA TOTAL.

Con el fin de obtener un extracto de proteinas totales de vena y arteria de cordéon umbilical
humano, se hicieron disecciones de dichos vasos a partir de diferentes cordones umbilicales
de embarazos normales logrados a término con previo consentimiento informado de las
participantes (servicio de Tococirugia del Hospital General Xoco de la Secretaria de Salud
del Distrito Federal) de acuerdo a la metodologia que se describe en el numeral 9.1. En las
figuras 12, 13 y 14, se muestra el cordon umbilical humano y la ubicacion de una vena y dos

arterias (propias de la muestra) para su diseccion.

Las venas y arterias obtenidas fueron fragmentadas en secciones de tamafo similar, a las
cuales posteriormente se les elimind el endotelio por incubacion con tripsina a 37°C durante
20 min. en bafo maria para evitar la interferencia del mismo en los resultados

experimentales.
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DISECCI

N DE LA VENA Y ARTERIA DE

RDON UMBILICAL HUMAN

cm.

Figura 12. Muestra biolégica. Fragmento de
cordén umbilical humano de aproximadamente 15

Figura 13. Cordon umbilical
humano- vista frontal.
Ubicacion del tejido liso vascular

para diseccion.

Gelatina de
Wharton

Arterias

Arteria >

Vena
Arteria ——>

T

Vena

Figura 14. Cord6n umbilical humano.
En la imagen se muestra la ubicacion de
la vena y las dos arterias.
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Con la finalidad de obtener un concentrado de proteina total para cada uno de los tejidos
(vena y arteria) se realizaron extracciones de la mezcla de varios fragmentos de dichos

tejidos a través del método descrito en el numeral 9.3.

10.2. CARACTERIZACION Y EVALUACION SEMI-CUANTITATIVA DEL DAPC / UAPC.

Se determind la integridad de las proteinas mediante el corrimiento electroforético de dichos
extractos en geles de poliacrilamida a diferentes concentraciones cargando en cada pozo
20ug. En el panel A, figura 15, se muestra el patrén de proteinas obtenido en un gel al 8%
tefido con azul de Coomassie. A partir de este resultado, se observaron nitidamente los
patrones para las proteinas de bajo peso molecular (cav-1, a-actina, e-sarcoglicano, B-
distroglicano, B-sarcoglicano y GAPDH), sin embargo, la separacion entre proteinas de alto
peso molecular no mostré claridad, condicidn necesaria para evaluar los caso particulares de
las proteinas utrofina y distrofina, con lo cual se realizaron geles de gradiente (2.5% a 14%)
como se muestra en el panel A, figura 16. Con la certeza de dicha integridad, se procedi6 a
transferirlas en membranas de nitrocelulosa y PVDF por dos métodos diferentes (humedo y
semi-humedo) para garantizar la mayor transferencia de las proteinas, asi se muestra en los

paneles B y C de las figuras 15y 16.
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PATRON DE PROTEINAS

GEL AL 8%
A. B. A v C.
250 kD
I 250 kD 130 kD
130 kD 130 kD 95 kD
95 kD
95 kD 72 kD
72 kD
72 kD
55 kD 55 kD
55 kD
36 kD
36 kD 36 kD
28 kD 28 kD
28 kD
17 kD 17D
10 kD 17 kD

Figura 15. Patron de proteinas en geles de poliacrilamida al 8%. A. Gel de poliacrilamida al
8% con tincion de Azul de Coomassie. B. Transferencia de proteinas a membrana de nitrocelulosa
con tincién de Rojo de Ponceau. C. Transferencia de proteinas a membrana de PVDF con tincion
de Rojo de Ponceau. En la imagen A= arteria y V= vena.

GEL DE GRADIENTE (2.5% A 14%)

A AV B AV e A Vv
——
250 kD
250 kD
e - y =] 95kD
1 130 kD 72KkD
210 kD
72 kD 55 kD
101 kD 55 kD
56.2 kD
36 kD 36kD
35.8 kD
28kD
28 kD
29 kD 10kD
17 kD
21 kD

Figura 16. Patron de proteinas en geles de gradiente de poliacrilamida A. Gel de poliacrilamida
(gradiente de 2.5% a 12%) con tincion de Azul de Coomassie. B. Transferencia de proteinas a
membrana de nitrocelulosa con tincion de Rojo de Ponceau. C. Transferencia de proteinas a
membrana de PVDF con tincion de Rojo de Ponceau. En la imagen A= arteria y V= vena.



Posteriormente, se recortaron las membranas de PVDF y nitrocelulosa con las proteinas a la
altura de las masas descritas por la literatura, entre las dos masas vecinas delimitadas por el
marcador de masas, se marcaron cuidadosamente las membranas con las abreviaturas de
v=vena y a=arteria con pluma. Las membranas fueron lavadas con soluciéon de PBS o de

PBS-alcohol para retirar el rojo de Ponceau.

Cabe mencionar que fue necesario realizar la estandarizacion del panel de anticuerpos para
los ensayos de Western Blot. En la tabla 6 se muestra la estrategia utilizada para la

obtencion de la concentracidn optima.

Ademas, la reacciéon quimioluminiscente se realizé6 tomando impresiones en placas
fotograficas en exposiciones de 1 min y después cada 3 min por tres ocasiones mas,
obteniendo un total de 4 impresiones. La placa del tiempo de exposicion elegido para la
evaluacion se eligio para cada caso de acuerdo tiempo donde se apreciaba mayor la

reaccion y asi se realiz6 en cada una de las réplicas del ensayo.
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Tabla 6. Ejemplo de una matriz de estandarizacién de anticuerpos para ensayo de Western Blot.

Anticuerpo

primario

Dilucion

Tiempo de

incubacion

Anticuerpo

secundario

Dilucion

Tiempo de

incubacion

€ —sarcoglicano 1. 1 h/temperatura | Anti-inmunoglobulinas 1:10,000
(H-20) 1:100 ambiente totales de cabra
A.6h/ 4°C
2.1 h / temperatura Anti- 1:5,000
1:1000 ambiente inmunoglobulinas
B.6 h/4°C totales de cabra
€ —sarcoglicano 3.1 h/ temperatura Anti- 1:10,000
(H-67) 1:100 ambiente inmunoglobulinas
C.6h/4°C totales de conejo
4. 1 h temperatura Anti- 1:5,000
1:1000 ambiente inmunoglobulinas
D6 h/4°C totales de conejo
B-sarcoglicano 5.1 h / temperatura Anti- 1:10,000
(H-17) 1:100 ambiente inmunoglobulinas
E.6h/ 4°C totales de cabra
6.1 h / temperatura Anti- 1:5,000
1:1000 ambiente inmunoglobulinas
F.6h/ 4°C totales de cabra
Controles 7. 1h/ Anti- 1: 5,000
negativos temperatura inmunoglobulinas
PBS-T ambiente totales de cabra
G.6h/ 4°C
8. 1 h /temperatura Anti- 1: 5,000
ambiente inmunoglobulinas
H.6h/ 4°C totales de conejo

1h/
temperatura

ambiente
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Una vez estandarizadas las concentraciones de anticuerpos, se realizaron ensayos de
Western Blot para determinar la masa y medir la cantidad relativa de las proteinas que
conforman el DAPC / UAPC; cuyos patrones de identificacion se muestran en la figura 17 y
18. Los ensayos para la deteccion de cada una de las proteinas se realizaron de forma
simultanea para vena y arteria utilizando las mismas condiciones de reaccién para ambos
casos. Al finalizar la incubacién y los lavados del segundo anticuerpo, se utilizé para su

deteccion una reaccion de quimioluminiscencia.

En dichas figuras (17 y 18) se muestra una clara diferencia entre las cantidades de las
proteinas utrofina y distrofina de vena y arteria, mientras que en las proteinas evaluadas que
se asocian al complejo (g-sarcoglicano, p-distroglicano y [B-sarcoglicano) no se visualiza una
diferencia significativa. Siendo GAPDH y a-actina controles internos para el sistema
propuesto dado a que son proteinas que se expresan en cantidades relativamente
constantes. Por otra parte, la cav-1, proteina formadora de caveolas, se observa en ambos

tejidos en cantidades semejantes.
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PROTEINA

utrofina-NH,

utrofina -COOH (H300)

distrofina- COOH (C-20)

distrofina Rod Domain

cav-1

]
-] Marcador de peso molecular

ARTERIA

395 kD
210 kD

395 kD
210 kD

s

<«— 427 kD
210 kD

'

+— 427 kD
210 kD

)

— 28 kD

<+ 21 kD
— 10kD

<«— 395kD

210 kD

“— 395kD
L 210kD

<«— 427 kD
— 210 kD

€ 427 kD
== 210 kD

28 kD

e— 21kD

10 kD

Figura 17. ldentificacion de las proteinas utrofina, distrofina y caveolina-1 en musculo liso
vascular de venalarteria de cordéon umbilical humano. Imagen representiva de los ensayos
Western Blot hechos con extractos de proteinas totales en geles de poliacrilamida [20 ug por pozo].
Se realizaron tres réplicas de los ensayos por proteina.
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PROTEINA

a-actina

E-sarcoglicano

B-distroglicano

B-sarcoglicano

GAPDH

-l Marcador de peso molecular

ARTERIA VENA

56.2 kD 56.2 kD
55 kD o
55 kD
35.8 kD 35.8 kD
55 KD — 55kD
. le— 50 kD E“' 50 kD
36 kD — 36 kD
— 50 kD ' 50 kD
— 35kD 35 kD

___ 50kD 50 kD
<«— 43kD <«— 43kD
— 35kD — 35kD
__ 50kD 50 kD
37 kD 37 kD
35 kD ~ 35kD

Figura 18. Identificacion de las proteinas que componen el complejo de proteinas asociadas a
distrofina / utrofina en el musculo liso vascular de vena / arteria de cordén umbilical humano.
Imagen representativa de los ensayos Western Blot hechos con extractos de proteinas totales en
geles de poliacrilamida [20ug por pozo]. Se realizaron tres réplicas de los ensayos por proteina,
excepto para el caso de B-distroglicano y (3-sarcoglicano, de los cuales se realiz6 solo una réplica.
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10.3. LA UTROFINA Y LA DISTROFINA SE EXPRESAN EN MAYOR PROPROCION EN
LAS ARTERIAS QUE EN LA VENA DEL CORDON UMBILICAL HUMANO MIENTRAS
QUE CAV-1 SE EXPRESA EN PROPROCIONES SEMEJANTES EN AMBOS TEJIDOS.

De acuerdo con los resultados obtenidos de las evaluaciones densitométricas vy
estadisticas para cada una de las proteinas estudiadas, se observd que la utrofina y la
distrofina se encuentran significativamente en mayor cantidad en las arterias del cordon
umbilical humano (Figura 19) que en la vena. Por otra parte, la Cav-1 no mostré6 una

diferencia significativa en ambos tejidos (Figura 19).
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utrofina -COOH Distrofina- distrofina
utrofina-NH, (H300) COOH (C-20) Rod Domain

Cav-1

A \" A \'} A Vv A \" A \J

O E -

GAPDH " e e e TR — _—

3 ARTERIA
= VENA

UTROFINA N19 4
UTROFINA H300 <
DISTROFINA C20 <
CAV-14

DISTROFINA ROD DOMAIN 4

PROTEINAS

Figura 19. La utrofina y la distrofina se expresan en mayor proporciéon en las arterias que en
la vena del cordén umbilical humano. Se analizaron las medias de tres réplicas de ensayos
Western Blot evaluados por densitometria. En la grafica se muestra que son mayores los niveles de
las proteinas utrofina y distrofina en arteria (*). [* P<0.05 vs vena)]. Para cav-1 no se encontraron
diferencias significativas. En la imagen A= arteria y V= vena.

Tabla 7. Datos densitométricos. Cantidades relativas de proteina normalizadas con el control interno
(GAPDH).

ARTERIA VENA

PROTEINA pixeles pixeles
UTROFINA N19 1.1185 1.0517 0.9960 0.6009 0.4800 0.5823
UTROFINA H300* 1.1182 1.0052 1.1119 0.6734 0.7035 0.7153
DISTROFINA C20 1.0414 1.0160 1.1421 0.5612 0.5343 0.6990
DISTROFINA ROD DOMAIN *| 1.1279 0.9775 1.1027 0.8098 0.5400 0.6696
CAV-1 1.1143 1.0121 0.9292 1.0203 1.0747 0.8537
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10.4. LA o-ACTINA Y EL &-SARCOGLICANO SE EXPRESAN EN CANTIDADES
SEMEJANTES EN LA VENA Y EN LAS ARTERIAS DE CORDON UMBILICAL HUMANO.

En las graficas mostradas en la figura 20 se puede apreciar que poseen cantidades
relativamente diferentes, siendo la expresién de a-actina ligeramente menor su cantidad en
las arterias que en las vena y para e-sarcoglicano es mayor es ligeramente mayor la cantidad
de esta proteina en las arterias que en la vena del cordén umbilical humano. Sin embargo, de

acuerdo con el analisis estadistico realizado, esta diferencia no resulta significativa.
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a-actina
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GAPDH et —

3 ARTERIA

o 1.5
< 1 VENA
5
ol 1.0-
4
[72]
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a
< 0.5-
=)
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Z
<
O 0.0 T

ALFA ACTINA

g-sarcoglicano

A Vv

- .

GAPDH —

0.7+
0.64
0.5+
0.4+
0.3+
0.2+
0.1+

CANTIDADES RELATIVAS

0.0-

EZ3 ARTERIA

I VENA

EPSILON SARCOGLICANO

Figura 20. La a-actina y g-sarcoglicano se expresan en cantidades semejantes en la vena y las
arterias de cordon umbilical humano. Se evaluaron las medias de tres réplicas de ensayos
Western Blot por densitometria. No se encontraron diferencias significativas. Las replicas para los
ensayos Western Blot de B-distroglicano no fueron realizados. En la imagen A= arteria y V= vena.

Tabla 8. Datos densitométricos. Cantidades relativas de proteina normalizadas con el control interno

(GAPDH).
] ARTERIA VENA
PROTEINA pixeles pixeles
ALFA ACTINA 1.3278 1.0121 1.0906 1.3628 1.0747 1.108
EPSILON SARCOGLICANO 0.6198 0.6053 0.5057 0.5146 0.5447 0.4233
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CAPIiTULO 11
DISCUSION.

En un seguimiento cientifico sobre la proteina faltante en el musculo afectado con DMD,
Campbell y colaboradores demostraron que la distrofina podria ser solubilizada a partir de
homogenados obtenidos de membrana del musculo esquelético utilizando para dicho fin, un
detergente (la digitonina)’!. Posteriormente, al ser empleados ensayos de centrifugacion con
gradiente de sacarosa, y tefiidos con azul de Coomassie, se demostré que existian nueve
proteinas que co-sedimentaban con la distrofina’®. Simultineamente, Ozawa vy
colaboradores, demostraron, mediante ensayos de Blot Overlay (union de proteinas
recombinantes en nitrocelulosa), que el complejo de glicoproteinas asociado a la distrofina
podria ser disociado en tres subcomplejos™. Sin embargo, no fue hasta mucho tiempo

después que estas proteinas fueron descritas en musculo liso vascular’">7¢,

Hoy en dia, diversos estudios han mostrado la importancia del DAPC/UAPC sobre la
implicacién clinica de las distrofias musculares asociada a alteraciones en los genes que
codifican para la distrofina y los sarcoglicanos; asi como la aparicién consecuente de la
cardiomiopatia dilatada, manifestacién clinica que no solo se encuentra relacionada con
deterioro sobre la funcionalidad del musculo estriado, sino también al dafio sobre la fisiologia
de tipo vascular. Sobre este contexto, resulta importante definir la presencia y nivel de
expresion de las proteinas (a través de su cuantificacion) que conforman este complejo en
musculo liso de vena y arteria, o que arroja un mejor entendimiento sobre el papel que
desempenan estas proteinas sobre la membrana de las células de musculo liso. Un modelo

asequible es la vena y arteria de cordén umbilical humano™.

En el presente trabajo mostramos mediante ensayos de Western Blot (Figuras 17 y 18) y
evaluaciones densitométricas (Tabla 7 y Figura 20), una clara diferencia en los niveles de la
distrofina y la utrofina en musculo liso vascular. Asimismo, se analizaron las proteinas que se
asocian a las mismas en musculo liso vascular (e-sarcoglicano, [B-sarcoglicano, [-
distroglicano y cav-1), de las cuales, unicamente se logré reproducir el ensayo con ¢-
sarcoglicano y cav-1y de estas ultimas no se observaron diferencias significativas (Figuras

18 y 20) en las evaluaciones densitométricas.
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En la propuesta experimental fue llevar a cabo un analisis de las proteinas utrofina,
distrofina y caveolina-1 mediante ensayos de Western Blot, seguidos de analisis
densitométricos utilizando extractos de proteina total provenientes de pools de venas y
arterias. En trabajos anteriores de nuestro grupo de trabajo (Coral y colaboradores)
desarrollados a partir de cultivos primarios de vena y arteria, se habia determinado un
resultado similar en cuanto a que existe una diferencia significativa entre las cantidades de la
utrofina y no asi en el resto de las proteinas que se asocian, sin embargo, la diferencia no
habia sido cuantificada. Lo anterior nos impulsé a predecir que las determinaciones sobre
una muestra enriquecida de vena o arteria de un pool de un universo de ocho cordones nos
daria un resultado similar pero con una concentracion mayor, caracteristica necesaria para
lograr cargar una cantidad suficiente en los geles para hacer evidente la diferencia que ya se

habia observado anteriormente.

Por otro lado, durante la estandarizacion de los ensayos de Western Blot sobre el extracto
de proteina total, se utilizaron muestras de arteria y vena por separado, siendo estas
proteinas extraidas mediante tres medios diferentes (TNE, SDS y RIPA); cuyas
determinaciones arrojaron siempre el mismo resultado (una diferencia semi-cuantitativa-
datos no mostrados) esto nos sugirio que la determinacion del nivel de los diferentes

miembros del UAPC en un pool de proteinas nos demostraria el mismo resultado.

Cabe senalar que el uso de un control interno (a-actina y GAPDH) en cada determinacion
electroforética, asi como los resultados obtenidos en la estandarizacion del amortiguador
(TNE, SDS y RIPA) nos permiti6 demostrar que en ambos casos, tanto en el pool de vena
como de arteria, la cantidad cargada en el gel de SDS-PAGE era la misma. Aun y pesar de
no evaluar por separado cada muestra, por la naturaleza y por el tipo de criterios que
contempla nuestro protocolo de investigacion, creemos que nuestros criterios de inclusion
garantizan la homogeneidad de los tipos de muestra seleccionados. No obstante, las
proteinas evaluadas dentro del presente trabajo, son proteinas que se expresan de forma

constitutiva en musculo liso vascular de pacientes sanos’%8
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Asi entonces, la diferencia encontrada en las cantidades de la distrofina y la utrofina
puede explicar el papel funcional de ambas proteinas. Por una parte, la distrofina se
encuentra involucrada de forma activa en proveer resistencia mecanica a la membrana del
musculo, lo cual resulta esencial para las arterias y venas largas asi como para las pequefias
arterias las cuales poseen propiedades contractiles®. Lo anterior en el entendido de que
estos sistemas vasculares son los encargados de transportar cantidades sustanciales de
sangre a lo largo del organismo, de ahi su importancia en la circulacién sanguinea. Sin
embargo, se ha descrito una funcién inversa en las venas y las arterias del cordon umbilical
humano. No obstante, en los resultados experimentales se muestra clara evidencia de mayor
expresion de la distrofina en arterias que en las venas del cordén umbilical humano, esto
pudiera apuntar hacia la diferencia en la intensidad de los flujos sanguineos que atraviesan la

luz de dichos vasos®.

Por otro lado, se ha descrito que la utrofina juega un papel importante para el correcto
ensamblaje de las proteinas de la membrana de las células musculares *1%1833 | 3 presencia
de niveles altos de la utrofina en las arterias del cordon umbilical humano se puede explicar
bajo el concepto de que la utrofina se sintetiza como precursor de la distrofina®, ademas lo
anterior puede estar relacionado con el papel estructural que juegan estas proteinas en
dichos tejidos, ya que la fuerza de los flujos sanguineos en ambos conductos es particular
gracias a la exigencia de transporte para cada uno de los casos anteriormente citados,
situacion que genera diferente intensidad de estrés mecanico sobre las paredes de los
vasos, lo cual pudiera estar generando la necesidad de mayor expresion de dichas proteinas

de anclaje hacia el lumen de estos tejidos®®.

Por tanto, el rol mecanico de la distrofina se encuentra directamente relacionado con su
capacidad de unién a actina®®, la cual puede verse favorecida por la unién de calcio y
calmodulina'!, pero asimismo modulada por la fosforilacion de la distrofina®®. Dicho
mecanismo difiere del descrito para la utrofina, ya que la utrofina se une a la F-actina, union
que es disociada por la formacion del complejo calcio-cadmodulina. Esta condicion conlleva a

la conexion ineficiente con la F-actina durante la contraccion muscular %8,
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Lo anterior se encuentra en concordancia con lo propuesto por Rivier y colaboradores,
quienes encontraron resultados similares al evaluar un panel de anticuerpos contra la
utrofina y distrofina de las venas y arterias extraidas del musculo esquelético de piernas de

conejo °.

Por otra parte, se demostré que en musculo liso vascular de la vena y arteria del cordén
umbilical humano, se encuentran presentes, ademas de la distrofina, y la utrofina, las
proteinas: a-actina, (B-sarcoglicano, e-sarcoglicano y [B-distroglicano; siendo esta segunda

2,10,15,29,32,38’ asi

serie componentes del complejo de proteinas asociados a distrofina / utrofina
se puede observar en las figuras 19 y 20, cuyos niveles de expresion no arrojaron diferencias
significativas en sus niveles de expresién. Lo anterior sugiere que estas proteinas se
encuentran mayormente relacionadas con funciones de sefalizacibn que de resistencia

mecanica'®®

, Ya que de participar en la resistencia mecanica del vaso, estas proteinas se
verian en mayor cantidad debido a la funcionalidad estructural que confieren en el tejido para
soportar la intensidad del flujo sanguineo. No obstante, se han reportado algunas de las

funciones de sefializacion en las que participan estas proteinas™.

En relaciéon a cav-1, esta proteina se encontré presente en ambos tejidos (Figura 19), sin
embargo, para comprender su asociacion con el complejo, se requerira de realizar un estudio
a mayor profundidad con ensayos de inmunoprecipitacion para correlacionar la interaccion de
esta proteina con el DAPC/ UAPC, no obstante, diferentes grupos de investigacién ya han
propuesto una correlacion de cav-1 referida a implicaciones en mecanismos de senalizacion
48,5536 Asimismo, se encontré a cav-1 con niveles semejantes en ambos tejidos, lo cual
puede explicar la posible generacion de complejos con ambas proteinas pero que pudiera
ofrecer diferente funcionalidad, dada la diferencia encontrada entre los niveles de la distrofina

y la utrofina de ambos tejidos.

En resumen, estos resultados sugieren que existe una diferencia significativa en los niveles
de ciertas proteinas, lo cual podria estar relacionado a las distintas funciones de la vena y la
arteria en el cordéon umbilical: la vena transporta sangre oxigenada y la arteria sangre
desoxigenada, es una circulacion invertida con respecto al resto de los vasos del organismo

(excepto en los pulmones). Estos estudios ponen de manifiesto diferencias en niveles de
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proteinas, posiblemente asociadas a funciones especificas; no obstante seria importante en
experimentos futuros analizar las proteinas que tuvieron estas diferencias cuantitativas en
vasos individuales. En este sentido, nuestro grupo de trabajo esta analizando estas
proteinas, no solamente en el contexto de la membrana, sino que se estan realizando
separaciones de dominios membranales, como son balsas lipidicas y no lipidicas, con el fin
de analizar mas en detalle las proteinas presentes en estas regiones, estudio que nos dara
mas informacion sobre la formacion de complejos de proteinas asociadas a la distrofina o la

utrofina.
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CAPIiTULO 12
CONCLUSIONES.

e En el presente trabajo fue posible encontrar una diferencia cuantitativa entre los
niveles de las proteinas utrofina y distrofina provenientes de tejido vascular liso (vena
y arteria de corddén umbilical humano), diferencia que pudiera estar asociada con la

funcion estructural de estas proteinas.

e Los resultados encontrados en la vena y arteria de cordon umbilical humano coinciden

con los resultados reportados en modelos animales.

e Se encontr6 la presencia de las proteinas B-sarcoglicano, e-sarcoglicano y J-
distroglicano, componentes del complejo de proteinas asociados a distrofina/ utrofina,
cuyos niveles no fueron diferentes ente los extractos proteinicos de la vena y arteria

de cordon umbilical.
e Para el caso de cav-1, no se encontraron diferencias significativas en sus niveles. asi

como en las proteinas asociadas al complejo distrofina/utrofina en musculo liso

vascular de vena y arteria de cordén umbilical humano.
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CAPITULO 14
ANEXO.

Amortiguador de corrida 10x, pH 8.3 (para1L)

3030 i Tris base
144.0Q....cccciiiiiiiian. Glicina
10.0 Qi SDS

Disolver y llevar a un volumen total de 1,000mL con agua destilada. No ajustar el pH con
acido o base. Almacenar a temperatura ambiente.
Amortiguador de transferencia 10x (para 1 L)

3030 i Tris base
144.0Q....ccccciiiiiiian, Glicina

Disolver y llevar a un volumen total de 1,000mL con agua destilada. No ajustar el pH con
acido o base. Almacenar a temperatura ambiente.

Amortiguador de muestra 6x (Amortiguador reductor SDS)

20mL...o glicerol
3mb.o B-mercaptoetanol

1,20 i 10% (p/v) SDS
1.2mMg..cceiiiiiin. 0.5% (p/v) azul de bromofenol
100mL...ooooei, Volumen total

Llevar a 10mL con 0.5M Tris-HCI pH 6.8.Almacenar a temperatura ambiente.
Tris-HCI 1.5M, pH 8.8

2723 Q9 i, Tris base
80mL....oviiin H2Ogest (18.15g /100 mL)

Ajustar el pH 8.8. con HCI 6 N. Llevar a un volumen total de 150 mL con agua destilada.
Almacenar a temperatura ambiente.

Tris-HCI 0.5M, pH 6.8

o P Tris base

60mL.................... Hzodest

Ajustar el pH 6.8 con HCI 6N. Llevar a un volumen total de 150mL con agua destilada.
Almacenar a temperatura ambiente.
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Bisacrilamida (30% T, 2.67% C)

87.6Qg............. Acrilamida (29.2g/100mL)
24Q...ciiiiinn. N’N’-bis-metilen-acrilamida (0.89/100mL)

Llevar a un volumen de 300mL con agua destilada. Filtrar la solucién almacenar la solucion
en frasco ambar.

SDS 10% (p/v)

Disolver 10g de SDS en 90mL de agua con agitacion constante y llevar a 100mL con H2Ogest
FORMULACION DE LOS GELES DE POLIACRILAMIDA

Formulacion del gel concentrador
Gel al 3% (para 5mL)

32mL...iii Hzodest
0.5mbL....cooeiiiii.s Bisacrilamilda
1.25mbL..ce. 0.5MTris-HCI, pH 6.8
0.05mL...cceeinnin.. SDS10% (p/v)

25Ul .. APS 10%
SMUL.i TEMED

Mezclar HyOgqest bisacrilamida, 0.5MTris-HCI, pH 6.8 y el SDS10% (p/v). Previamente a la
colocacion de la solucién en los vidrios, mezclar el APS 10% y TEMED en la solucion.

Formulacion del gel de gradiente
Gel al 2.5% (para 5mL)

3.275mL........ooeeL Hgodest
0.425mL.................. Bisacrilamilda
1.25mL...eee, 0.5MTris-HCI, pH 6.8
0.05mL......cccvvennn.. SDS10% (p/v)
25Ul APS 10%
Sl TEMED

Gel al 14% (para 5mL)
1.35mL..ceeeee Hzodest
2.35mbL...coiil Bisacrilamilda
1.25mbL...ee. 0.5MTris-HCI, pH 6.8
0.05mL...cceeinnnnnan. SDS10% (p/v)
25Ul APS 10%
Sl TEMED
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Mezclar los dos geles con ayuda de un mezclador de gradiente. Las cantidades
anteriormente descritas se utilizaron para la formacion del gel en vidrios de 0.75mm.

Formulacion del gel al 8%

(para 5 mL)

23mb..oiinna. Hzodest
1.35mL...cceee Bisacrilamilda
1.25mL...ceiinae 0.5MTris-HCI, pH 6.8
0.05mL......ccvininnn. SDS10% (p/v)
25l APS 10%
Sul.cci TEMED

Las cantidades anteriormente descritas se utilizaron para la formacién de geles en vidrios de
0.75 mm.

TNE 1x

NaCl ... 0.2072 g (140 mM)
Tris-base................ 0.06 g (20 mM)

EDTA. ... 14.165 g(2 mM)
Triton.....ooooeieinn. 0.05% (0.0125 mL)

Rojo de Ponceau

250 i Reactivo Rojo de Ponceau
S5ML.ueiiiiiieeienn Acido acético glacial

Disolver con 200 mL de H2Oqest, cOn agitacion constante. Llevar la solucién a 500 mL con
HZOdest.

PBS 10x

80Qg i NaCl 80g..cciiiiiiiinn. NaCl

2 G, KCl 2 G, KCl

150 i, Naz;HPO,4.7H,0 o bien 1150, Na;HPO,
2 L KH2P04 2 L KH2P04

Disolver con 500 mL de HyOgest, con agitacion constante. Llevar a 1000 mL con HzOgest
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