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ABREVIATURAS

DAPC: Complejo de proteínas asociadas a distrofina (Dystrophin associated 
protein complex)

UAPC: Complejo de proteínas asociadas a utrofina (Utrophin associated protein 
complex)
 
DMD: Distrofia muscular de Duchene

DMB: Distrofia muscular de Becker

Utr: Utrofina

SG: Sarcoglicano

SSPN: Sarcospán

DG: Distroglicano

NO: Óxido nítrico

eNOS: Sintasa de óxido nítrico endotelial

p-eNOS Ser 1177: sintasa  endotelial de óxido nítrico fosforilada en la serina 1177 

Cav-1: Caveolina 1

Syn: Sintrofina

HUVEC: Células endoteliales de vena de cordón umbilical humano (Human 
umbilical vein endothelial cells)

VWF: factor de Von Willebrand

HBSS: Solución salina balanceada de Hanks (Hanks balanced salt solution)

DRM: Membranas resistentes a detergentes (Detergent resistant membranes)

Epi: (-)Epicatequina

Bk: Bradicinina

CaM: Calmodulina

WB: Inmuno ensayo tipo “Western Blot”
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RESUMEN 

Recientemente ha surgido interés en los efectos benéficos de la (-)

epicatequina (Epi), un flavanol abundante en las semillas de cacao. Diversos 

estudios atribuyen parte de estos efectos a la capacidad de esta molécula de 

activar a la sintasa de óxido nítrico (eNOS). En trabajos previos nuestro equipo de 

trabajo observó que cuando células endoteliales son sometidas a un estrés 

mecánico eNOS activa, aumentando así los niveles de óxido nítrico (NO), y que 

los niveles de proteínas del complejo de proteínas asociadas a utrofina (UAPC) se 

incrementan. En este trabajo investigamos los efectos de la (-)epicatequina a 

tiempos prolongados sobre algunas  proteínas del complejos UAPC en células 

endoteliales de vena de cordón umbilical humano (HUVEC). Las células fueron 

incubadas hasta por una hora con (-)epicatequina 1 µM y se midieron los niveles 

de NO, sin observarse cambios significativos. Por otro lado, el tratamiento con (-)

epicatequina 1 µM por 24 h causó aumentos en los niveles de las proteínas 

utrofina (Utr), caveolina-1 (Cav-1), cavina-1, eNOS, así como de p-eNOS Ser 

1177, que es una forma activa de eNOS. Las proteínas fueron separadas por 

medio de un gradiente de sacarosa y el análisis  de las fracciones indica que 

eNOS se transloca a las fracciones de alta densidad, donde también se localizó p-

eNOS Ser 1177. Cav-1 se localizó unicamente en las fracciones de baja densidad 

mientras que cavina-1 se movió a las regiones más densas. La ausencia de 

cavina-1 en las zonas de baja densidad podría significar que cuando las células 

son tratadas con (-)epicatequina, la forma característica de las caveolas se pierde.
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ABSTRACT

Recently, there have been reports about the beneficial effects of (-)

epicatechine (Epi), an abundant flavanol in cocoa beans, and several studies 

suggest that these could be attributed to the ability  of these molecule to activate 

endothelial nitric oxide synthase (eNOS). In a previous research, our team 

observed that when endothelial cells were subjected to mechanical stress eNOS 

was activated, with a subsequent augmentation of nitric oxide (NO), and that the 

protein levels of members of the utrophin associated protein complex (UAPC) 

increased. In this work we investigate the effects of Epi on certain proteins of 

UAPC in human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) during long periods of 

time. The HUVEC  where incubated with Epi 1 µM for up to 1 h and levels of NO 

were measured, nevertheless no significant increase was observed. On the other 

hand, treatment of cells with Epi 1 µM for 24 h led to an increase level of the 

utrophin (Utr), caveolin-1 (Cav-1), cavine-1 and eNOS as well as an active form of 

eNOS, p-eNOS Ser1177. The proteins were fractioned through a sucrose gradient 

and the analysis of the the fractions showed that eNOS translocated to the high 

density fractions, where p-eNOS Ser 1177 was also found. Cav-1 was 

concentrated in the low density fractions while cavine-1 moved to the high density 

fractions and did not colocalize with Cav-1. This may mean that when cells are 

treated with Epi, the characteristic  form of caveolae is lost. 
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INTRODUCCIÓN

Complejo de proteínas asociadas a distrofina

El complejo de proteínas asociadas a la distrofina (DAPC por sus siglas en 

inglés dystrophin associated protein complex) es un grupo de proteínas 

citoplasmáticas, transmembranales y extracelulares [1] descrito en principio en el 

sarcolema de cardiomiocitos y células de músculo esquelético y músculo liso [2, 

3]. Se trata de un complejo multifuncional que se encarga de unir mecánicamente 

y de mediar las interacciones entre el citoesqueleto y la matriz extracelular, 

proteger al sarcolema del daño inducido por contracción además de estar 

involucrado en procesos de transducción de señales [4]. Hoy en día se sabe que 

el DAPC es molecularmente heterogéneo y presente en una variedad de tejidos 

no musculares como sistema nervioso central y periférico, riñón, retina y endotelio 

[5-9]. El DAPC ha sido estudiado principalmente en el contexto de las  distrofias 

musculares y cardiomiopatías [10-12] aunque recientemente el papel que juega 

como complejo de señalización y como andamio para las proteínas de membrana 

ha cobrado importancia. A pesar de que la función del DAPC en tejidos no 

musculares sigue sin estar clara, existe evidencia de que está involucrado en el 

desarrollo cerebral, formación y plasticidad sináptica, homeostasis de agua y 

iones así como regulación del óxido nítrico (NO) [13]. 

El DAPC está compuesto por diversos subcomplejos proteícos con 

diferentes  características bioquímicas y distribución que se describirán a 

continuación.
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Distrofina y Utrofina

La distrofina (Dys), proteína que da nombre al complejo DAPC, es una 

proteína de 427 kDa localizada principalmente en la superficie citoplasmática de 

las membranas celulares del músculo esquelético y conformada por 4 dominios 

funcionales: Un dominio N-terminal que contiene un dominio funcional de unión a 

actina, seguido por un dominio central o rod-like, el más largo de la proteína, que 

consiste en 24 repeticiones  helicoidales tipo espectrina repartidos a los  largo de 4 

dominios “bisagra” [14] que se cree le confieren a la proteína la forma alargada y 

flexible que tiene. En tercer lugar se ubica un dominio rico en cisteínas, el cual 

contiene dos módulos tipo-mano EF [15] unidos por módulos WW [16] y dedos de 

zinc ZZ [17]. Finalmente encontramos un dominio C-terminal, que le permite 

unirse al complejo DAPC por medio de la interacción con ß-distroglicano, 

sintrofinas y distrobevrina [18, 19]. Distrofina se une a la F-actina principalmente a 

través de tres sitios dentro de la región amino terminal [20] y de un grupo de 

repeticiones básicas (11-17) dentro del domino central [21]. 

A pesar de ser la primera proteína descrita cuyas mutaciones causaban 

distrofia muscular, la función exacta de la distrofina sigue sin estar completamente 

clara. Esta proteína ancla el sarcolema al citoesqueleto de actina por lo que tiene 

un importante papel estructural durante los procesos de contracción y relajación 

muscular. El dominio central está compuesto por repeticiones helicoidales que le 

confieren cierta flexibilidad y elasticidad [22] por lo que se cree que a su vez 

protege a la célula muscular del estrés causado por la contracción. Las fibras 
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musculares que no contienen distrofina son más rígidas que las fibras normales

[23]. 

La deficiencia de distrofina resulta en la pérdida el complejo de proteínas 

asociado y distrofia muscular severa lo que confirma el importante rol que 

desempeña esta proteína en ensamblar y mantener la unión entre la actina de 

citoesqueleto y la matriz extracelular [18].

Utrofina es una proteína autosómica de 395 kDa homóloga a la distrofina 

[24] pero que, a diferencia de ésta se expresa en una variedad de tejidos como 

músculo esquelético, pulmón, riñón, sistema nervioso, endotelio y músculo liso [6, 

9, 25, 26]. Las dos proteínas presentan una identidad de alrededor del 80%. Los 

extremos amino y carboxilo son homólogos ya que comparten los dominios de 

unión a actina y a distroglicano de la distrofina [27].

Se han identificado dos isoformas de utrofina: utrofina A, encontrada en 

músculo esquelético y utrofina B localizada en endotelio vascular [28, 29]. En las 

condiciones donde distrofina es sustituida por utrofina, el complejo es llamado 

complejo de proteínas asociadas a utrofina (UAPC por sus  siglas en inglés 

utrophin associated protein complex).
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Distroglicanos

Los distroglicanos (DG) son proteínas codificadas en un solo gen, cuyo 

producto, una vez traducido, es transformado para formar dos subunidades: α y ß-

DG [30]. Se sabe que los distroglicanos se expresan en una gran variedad de 

tejidos entre los que se encuentran músculo esquelético y cardiáco, epitelio, 

endotelio y sistema nervioso central y periférico [11, 31]. 

α-DG es una proteína altamente glicosilada con un peso aproximado de 72 

kDa. Un análisis de la secuencia primaria y microscopía electrónica muestran que 

α-DG tiene forma de “pesa” con dos dominios globulares, N y C terminales, 

conectados por una región central altamente glicosilada y rica en prolinas, serinas 

y treoninas [32]. α-DG, interactúa de manera no covalente con el ß-DG a través  

una región altamente conservada de 36 aminoácidos en la región C-terminal [32, 

33]. 

El dominio citoplasmático del ß-DG contiene múltiples residuos de prolina, lo 

que le permite interactuar con otras proteínas como distrofina, caveolina y Grb2 

[34, 35]. Además de estas proteínas  citoplasmáticas, el ß-DG también se une a 

proteínas transmembranales como los sarcoglicanos [36]. Existe evidencia de que 

el ß-DG podría estar involucrado en procesos de transducción de señales debido 

a la presencia de dominios de unión a SH2 y SH3 en el extremo citoplasmático de 

la proteína.También se ha demostrado que la fosforilación de Tyr 892 es 

necesaria para reclutar proteínas con dominios SH2 [37, 38]. Los DG forman un 
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puente entre el citoesqueleto y la matriz extracelular siendo éste crucial para la 

estabilidad estructural de la membrana plasmática [39]

Sintrofinas

La familia de las sintrofinas (syn) está compuesta por 5 miembros, α1-, ß1-, 

ß2-, γ1-, y γ2-syn codificados en diferentes genes. α1-, ß1-, ß2- y γ2-, se 

expresan en músculo esquelético [40], ß2-syn es  exclusiva de uniones 

neuromusculares, mientras que α1-, ß1- y γ2-syn se encuentran a lo largo del 

sarcolema. Consistentemente, α1-, ß1-syn, se asocian a distrofina y ß2-syn a 

utrofina [41]. Las sintrofinas también se expresan en otros tejidos como cerebro 

[42], retina [43], riñón [44], hígado [45],endotelio y músculo liso [31] . Las γ-syn 

son abundantes en cerebro siendo γ1-syn específica de neuronas [46].

Las sintrofinas contienen un dominio PDZ que les permite interactuar con 

una amplia variedad de moléculas de señalización y proteínas de membrana entre 

las que se encuentra la sintasa de óxido nítrico (NOS) y canales de calcio y 

potasio. Las múltiples interacciones mediadas por las sintrofinas subraya el 

importante papel que podría desempeñar el DAPC como un importante sistema 

de señalización celular [13]

Sarcoglicanos y sarcospán

Los sarcoglicanos (SG) son una familia de proteínas transmembranales 

homólogas N-glicosiladas con un dominio corto intracelular, una región 
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transmembranal y un dominio largo extracelular que contiene en el dominio 

carboxilo terminal un agregado de residuos de cisteínas conservados. Los SG 

forman un complejo de glicoproteínas integradas a las membranas y unidas  al 

complejo distroglicano. Este subgrupo de proteínas  está compuesto por las 

isoformas α, β, γ, δ, ε y ζ con pesos de 50, 43, 35, 35, 50 y 40 kDa 

respectivamente.

Los sarcoglicanos forman un complejo con sarcospán (SSPN) [47]. Este 

complejo tiene como función anclar a α-DG al sarcolema [48]. SSPN tiene las 

características estructurales  que definen a la superfamilia de las  tetraspaninas. 

Los miembros de esta superfamilia poseen 4 dominios transmembranales y tienen 

la función de agrupar y organizar complejos de proetínas transmembranales, 

controlando así una amplia gama de funciones celulares. 

Inicialmente descrito en músculo esquelético, el complejo SG-SSPN también 

se encuentra presente en músculo liso y cardiaco, aunque su composición varía 

de acuerdo al tipo muscular. En músculo estriado se encuentran al menos dos 

tipos de complejos, uno formado con β-, δ-, γ- y α-SG y otro en donde ε- SG 

sustituye a α-SG [49, 50]. En músculo liso, el complejo se encuentra formado por 

β-,δ-,γ- y ε-SG. β-, δ- y ε-SG se expresan ampliamente en tejidos como cerebro, 

pulmón, riñón, hígado y otros órganos mientras que α- y γ-SG se expresan 

únicamente en músculo estriado. 
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Caveolas y cavinas

Las caveolas y balsas lipídicas son microdominios  membranales 

caracterizados por ser ricos en colesterol, esfingolípidos, ácidos grasos saturados 

y proteínas de señalización [51, 52]. Ambos dominios tienen componentes 

lipídicos y proteícos similares con dos grandes excepciones: las balsas lipídicas 

no contienen caveolinas y las caveolas no contienen proteínas ancladas a 

glicosulfofosfatidilinositol [52]. La composición lipídica específica de las caveolas 

parece ser central para facilitar las interacciones proteína-proteínas y lípido-

proteína necesarias para la señalización celular [53].

 

Caveolina 1 (Cav-1) fue la primera proteína identificada como residente de  

caveolas. [54, 55]. Se expresa en tejidos no musculares y en músculo liso donde 

interactúa con caveolina 2 (Cav-2) [56]. Caveolina 3 (Cav-3) es la isoforma 

específica de músculo estriado [57]. Las caveolinas son proteínas de 22-24 kDa 

con acilaciones  múltiples que se encuentran embebidas en la cara citosólica de 

las membranas celulares, con ambos extremos, el N y el C, del lado del citosol 

[54, 55]. 

Las caveolinas se insertan en membranas  del retículo endoplásmico , luego 

transitan por la vía excretora, forman complejos hetero-oligoméricos en el aparato 

de Golgi, y salen de Golgi hacia la membrana plasmática en forma de 

ensamblados de 100-200 moléculas de caveolina,[58-60]. La presencia de estos 
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oligómeros se cree es la responsable de la forma característica que adquieren las 

caveolas, similar a una herradura e invaginadas 50 y 100 nm diámetro. .

La expresión de Cav-1 es necesaria para que Cav-2 sea exportada desde 

Golgi y para su estabilidad [56] y hasta la fecha no  se han encontrado caveolas 

morfológicas en Golgi. Existe evidencia de que las  caveolinas se expresan en 

tejidos y tipos celulares donde no hay existen caveolas morfológicamente 

reconocibles (neuronas [61] y leucocitos [62]) lo que apunta a que las caveolinas 

desempeñan roles importantes sin la necesidad de formar caveolas. (40).

Cavina-1, también llamada PTRF (Polymerase I and transcript release factor) 

o Cav-P60, es  una proteína que recientemente ha cobrado interés por el papel 

que desempeña en la formación de caveolas. Cavina-1 es reclutada por las 

caveolinas a los dominios caveolares de la membrana plasmática y es necesaria 

para la formación de caveolas  [63, 64]. De hecho, la ausencia de cavina-1  

conlleva a una pérdida de la morfología de las caveolas y una disminución en la 

expresión de todas las  isoformas de caveolina aunque no se ha observado una 

alteración a nivel de mRNA. 

La regulación a la baja de cavina-1 también se ve acompaña de un aumento 

en la movilidad de Cav-1, la cual es liberada de la superficie celular e 

internalizada rápidamente para ser degradada [64]. Estudios  señalan que 

cavina-1 contribuye a la formaron de caveolas en los últimos  pasos. De hecho, 

solo se asocia con las  membranas plasmáticas caveolares pero no con caveolinas 
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no caveolares [64, 65]. Por lo tanto, cavina-1 debe ser considerada como una 

proteína soluble, la cual es reclutada a caveola para operar como una nueva 

plataforma estabilizadora y donde la unión a lípidos probablemente desempeña 

un papel importante en asociación de Cav-1 con estas invaginaciones. Cavina1 y 

Cav-1 se asocian en forma dependiente de colesterol y ambas se unen a 

fosfatidilserina [63], especie lipidíca particularmente abundante en caveolas [66].

eNOS

El NO es sintetizado por una familia de enzimas denominadas sintasas de 

óxido nítrico (NOS) a partir de la L- arginina [67]. Se han identificado tres 

diferentes isoformas de NOS productos de diferentes genes, con diferente 

localización, regulación y propiedades catalíticas y que comparten 

aproximadamente un 50-60% de homología en su secuencia: la neuronal (nNOS 

o NOS1, con peso de 150 kDa), la inducible (iNOS o NOS2, con peso de 135 

kDa) y la endotelial (eNOS o NOS3 de 135 kDa) [68] [69]. 

Al igual que las otras dos isoformas, la estructura de eNOS consiste en un 

homodímero donde cada una de las subunidades está compuesta por un dominio 

oxigenasa N-terminal donde se da la actividad catalítica y con sitios de unión para 

un grupo Heme, L-arginina, Zinc y el cofactor tetrahidrobiopterina (BH4); un 

dominio reductasa C-terminal con sitios de unión para FAD, FMN y NADPH; y un 

tercer dominio con sitios de unión a Ca++-Calmodulina (CaM, por su abreviatura 
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en inglés Calcium), que actúa como puente entre los extremos N y C-terminal 

[68].

En células endoteliales, eNOS está específicamente dirigida a caveolas. La 

localización de eNOS en caveolas depende de una miristoilación co-traduccional 

e irreversible en la glicina N-terminal, [67, 70] que dirige a la enzima al aparato de 

Golgi donde se palmoitisan los residuos Cys 15 y Cys 16. Una vez miristoilada y 

palmitoilada, la enzima se dirige a caveolas. Estas dos modificaciones post-

traduccionales confieren a eNOS tres grupos acilo que se anclan firmemente a la 

capa lipídica en la membrana [71]. A diferencia de la miristoilisación, que es 

irreversible, los enlaces tiopalmitoil de la proteína son débiles lo que a su vez 

debilita la unión a las  caveolas. Esto forma parte de una serie de mecanismos 

dinámicos de regulación de la actividad enzimática de eNOS [72]. 

La unión entre eNOS y Cav-1 se da por la interacción de ambos extremos 

citoplasmáticos de Cav-1 con el dominio oxigenasa de eNOS, aunque parece una 

sola de estas interacciones es suficiente. La actividad catalítica de eNOS se ve 

significativamente inhibida por su interacción con Cav-1 debido a que interfiere 

con el sitio de unión a Ca++/CaM [73]. La actividad catalítica máxima de eNOS 

depende de su unión con CaM, la cuál facilita la transferencia de electrones entre 

los dominios reductasa y oxigenasa de la enzima, haciendo que los niveles 

intracelulares de Ca++ sean críticos [74]. Aumentos en los niveles de Ca++ 

intracelular activan a CaM, que se une a eNOS, liberándola de Cav-1 y 

solubilizandola [72]. 
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Junto con la acilación y la CaM, diversas rutas de fosforilación y 

defosforilación sirven como principales reguladores post-transcripcionales de la 

actividad de eNOS. La fosforilacion en las serinas 1177, 635 y 617 aumentan la 

actividad de la enzima, mientras que la fosforilacion de la Thr 495 y Ser 116 la 

inhiben [75]. La fosforilación de la Ser-1177 activa a eNOS inhibiendo su 

disociación de CaM. El shear stress cataliza esta fosforilación a través de la 

activación de Akt (protein kinasa B) [75]. Otras cinasas como la proteína cinasa 

dependiente de AMP cíclico (AMPK) y la proteina cinasa II dependiente de Ca++/

CaM (CaM cinasa II) también son capaces de fosforilar a la Ser-1177, y aunque 

las funciones específicas y las diversas rutas de activación de estas cinasas sigue 

en investigación, está claro que diferentes estímulos extracelulares activan las 

diferentes rutas que llevan a la fosforilación de eNOS [76-78]. Aunque la eNOS se 

expresa constitutivamente, existen diversos estímulos físicos y químicos que 

afectan los niveles de la enzima tanto in vivo como in vitro. La eNOS puede ser 

activada por agonistas  de diversos receptores acoplados a proteínas G así como 

por estímulos  físicos como el que ejerce el la sangre al fluir a través de los vasos 

sanguíneos (shear stress) y cambios en la oxigenación [79].

Cardiomiopatía dilatada

Alteraciones en algunos de los componentes  del complejo DAPC/UAPC se 

asocia con la pérdida progresiva de la función muscular. Mutaciones en el gen de 

la distrofina pueden causar distrofia muscular de Duchene (DMD) o una distrofia 

mas leve como la  de Becker (BMD) pudiendo también causar cardiomiopatía 
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dilatada ligada al X [80]. Así mismo, mutaciones en los genes que codifican para  

α−, β−, γ− y δ− SG causan distrofia muscular de cintura (LGMD) tipo 2D, 2E, 2C y 

2F respectivamente [81-84]. En cada una de estas enfermedades, una mutación 

en cualquiera de los  genes de SG, tiene como resultado una deficiencia de todo el 

complejo SG [48]. Los pacientes con LGMD  tipo 2E, 2C y 2F también pueden 

presentar cardiomiopatía, aunque la gravedad y la penetrancia de ésta es variable 

[85]. 

En un estudio en ratones  deficientes de δ-SG, se observó además de 

distrofia muscular y cardiomiopatía graves, una ausencia de todo el complejo SG-

SSPN en el músculo cardiaco y en músculo liso vascular. Un análisis más 

profundo de las lesiones cardiacas del ratón δ-SG mostró irregularidades en la 

vasculatura coronaria [84]. En contraste, en ratones deficientes de α-SG la 

distrofia muscular no se acompaña de cardiomiopatía. Debido a que no se 

observan alteraciones en el complejo SG-SSPN en músculo liso vascular y a que  

α-SG es una proteína exclusiva de músculo cardiaco, se puede establecer una 

relación entre la pérdida del complejo SG-SSPN en el músculo liso y el desarrollo 

de cardiomiopatías. Esto confirma la importancia del complejo DAPC/UAPC y del 

subcomplejo SG-SSPN en la disfunción vascular y en la presencia de 

cardiomiopatías dilatadas.
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Endotelio

Hasta hace no mucho tiempo se sabía poco acerca de la presencia y 

composición del DAPC/UAPC en endotelio. Recientemente nuestro grupo de 

investigación probó la existencia de tres diferentes complejos  UAPC en células 

endoteliales: El primero conformado por utrofina, β−DG, ε−SG, caveolina-1 y 

eNOS ubicado en la membrana de los dominios  caveolares; el segundo, ubicado 

en membrana de balsas  lipídicas (no caveolares), conformado por utrofina, β−DG, 

ε−SG, y eNOS; y el conformado por utrofina, β−DG y ε−SG situado en el resto de 

la membrana [31] (Figura 1).

Fig.1. Composición de los diferentes complejos UAPC localizados en diferentes regiones de la 
membrana plasmática de células endoteliales (Modificado de [31]) Utrofina (Utr), beta distroglicano 
(b-DG), epsilon sarcoglicano (e-SG), alfa sintrofina (a-sin), sintasa de óxido nítrico endotelial 
(eNOS), caveolina-1 (Cav-1).
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Una vez descrito el complejo en endotelio, este mismo equipo de 

investigación llevó a cabo un estudio en células HUVEC a las  que se sometió a un 

estímulo mecánico similar al ejercido por las fuerzas hemodinámicas. Al comparar 

los niveles de expresión de las proteínas pertenecientes al UAPC, se demostró un 

aumento en la expresión proteínica en las células estimuladas (estiradas) contra 

aquellas en estado basal (datos no publicados).

También se observó que en las  células estiradas había un decremento en la 

eNOS asociada al complejo, aunado a un aumento en su forma activa fosforilada 

(p-eNOS) no asociada al complejo. Al medir los niveles  de NO en estas células se 

observó un aumento de 3 veces con respecto al basal. Estos resultados sugieren 

que el estímulo mecánico libera y activa la NOS unida al UAPC.

El endotelio forma una barrera permeable altamente selectiva y constituye 

una superficie ininterrumpida, suave y no trombogénica [86]. Es considerado un 

tejido multifuncional que responde a estímulos nerviosos, metabólicos, 

inmunológicos y mecánicos; y se encarga de mantener la homeostasis vascular a 

través de una serie de interacciones entre el lumen y la pared del vaso. El 

endotelio sintetiza y libera una gran cantidad de sustancias vasoactivas entre las 

que se encuentra el NO que es liberado por la células endoteliales en respuesta al 

estrés por roce ejercido por el flujo sanguíneo [87]. El NO además de controlar el 

tono vascular interviene en otros procesos fisiológicos como el control de la 

coagulación [88] y el flujo sanguíneo así como en la producción de citocinas que 

dirigen y regulan el proceso inflamatorio [89]. A la alteración de las  principales 
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funciones endoteliales se le denomina disfunción endotelial. Esta condición esta 

asociada a una actividad reducida del NO lo que promueve el endurecimiento de 

la pared vascular y consecuentemente una enfermedad cardiovascular [90]. Esto 

puede ser el resultado de una actividad reducida de la eNOS y de una diminución 

en la biodisponibilidad del NO. La disfunción endotelial está implicada en la 

fiosiopatología de diferentes  enfermedades cardiovasculares, como la 

hipertensión, enfermedad arterial coronaria, falla cardiaca crónica y la 

cardiomiopatía dilatada [91, 92].

Epicatequina

Dentro del estilo de vida, la dieta ha sido señalada como uno de los  factores 

más importantes que influyen en la incidencia de enfermedades cardiovasculares 

[27]. En los últimos años numerosas investigaciones han identificado y estudiado 

diversos compuestos fitoquímicos presentes en los alimentos, entre los que 

destacan los flavonoides. 

 

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que comparten un 

esqueleto común compuesto por dos anillos de benceno (A y B) ligados a través 

de un anillo heterocíclico ( C) [93]. En el contexto de las  enfermedades cardiacas, 

un grupo particular de flavonoides, el de los flavanoles, ha llamado especial 

atención. Los flavanoles contienen un grupo -OH en la posición 3 del anillo C y 

pueden encontrase en forma de monómeros, como la (-) epicatequina (Fig. 2) y la 

(+) catequina. Estos monómeros también pueden formar uniones entre los  C4 y 
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C8 lo que permite la formación de dímeros, oligómeros o polímeros llamados 

procianidinas[94]. Éstos  compuestos se encuentran en grandes cantidades en el 

vino de uva, el té verde, frutos rojos y particularmente en el cacao [95]. 

Fig. 2. Estructura de la (-)epicatequina y su metabolito activo 3´-metil-epicatequina [96].

El interés en los beneficios de estos compuestos  surge a partir de un estudio 

realizado en indígenas Kuna, población que vive en diversas islas  caribeñas en la 

costa de Panamá y durante siglos permaneció aislada. Entre los Kunas la 

hipertensión es extremadamente rara y la presión arterial no aumenta con la 

edad. Atribuidas estas observaciones a un factor de protección genético, este fue 

descartado debido a que entre las personas que migraban fuera de la isla y 

adquirían hábitos occidentales la hipertensión se volvía bastante mas común y la 

presión arterial aumentaba con el paso de los años. Después de analizar una 

amplia variedad de factores ambientales entre los  pobladores de la isla, se 
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estableció una relación entre la baja incidencia de enfermedades cardiovasculares 

y el alto consumo de bebida de cacao [97].

Un estudio prospectivo entre 34,389 mujeres post-menopáusicas, sin 

enfermedad cardiovascular se observó, después de 16 años de seguimiento, una 

asociación entre el consumo de alimentos con alto contenido en flavonoides y un 

decremento en el riesgo de muerte con enfermedad cardiaca [98].

Reportes recientes apuntan a que la (-)epicatequina es la principal 

responsable de la acción del cacao. La ingesta de (-)epicatequina pura en 

humanos reproduce los efectos hipotensivos  y antioxidantes observados ante el 

consumo de cacao. Por otro lado, se cree que el metabolito de la epicatequina 3-

metil-epicatequina (Fig. 2) podría ser el responsable de las  acciones observadas. 

En un estudio realizado en células HUVEC,  cuando se bloqueó la acción de la 

catechol-O-methyltransferasa (COMT), responsable de metilar a la (-)

epicatequina, los efectos observados previamente desaparecieron [99].  Por otro 

lado, antes la ingesta de una bebida alta en flavonoles, se observó que al tiempo 

que se presentaba el pico máximo de especies reactivas  de NO y de la mejora 

endotelial el metabolito de la epicatequina era la 3´-metil-epicatequina-5-O-ß-

glucorónido [100].

Aunque el mecanismos de acción de los flavanoles todavía no están 

claramente dilucidados, se ha observado que tanto las concentraciones 

plasmáticas de NO como la vasodilatación aumentan después de la ingesta de 
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cocoa rica en flavanoles, y que esta acción desaparece cuando se inhibe la 

eNOS. Esto pudiera significar que gran parte de los efectos observados están 

mediados por el NO [100].

Estudios recientes realizados en células endoteliales de arteria cardiaca 

humana (HCAEC´s) indican que la síntesis de NO inducida por la (-) epicatequina, 

se da por medio de la activación de eNOS mediada por la fosforilación de los 

residuos Ser 1177 y Ser 633 y de la defosforilación de Thr 495. Las cinasas Akt y 

PKA son miembros de la vía de señalización PI3K y son capaces de fosforilar a 

eNOS. Akt fosforila a la Ser 1177 mientras que PKA fosforila tanto a a Ser177 

como a Ser633. La (-) epicatequina es capaz de actuar sobre ambas vías de 

señalización. Así mismo la (-) epicatequina estimula la disociación de eNOS de la 

membrana plasmática, cuya activación está mediada por la vía Ca++/CaM/CaMKII. 

El tratamiento de células con (-)epicatequina también induce un aumento 

significativo en la producción de IP3, así como la fosforilación de IP3R en el 

retículo endoplásmico. Esto activa las cinasas dependientes de Ca++ como 

CaMKII que a su vez activan a eNOS. En otro estudio realizado en las mismas 

células HCAEC´s  se observó que eNOS puede ser activada por medio de 

fosforilación tanto dependiente como independiente de Ca++ .
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JUSTIFICACIÓN

 Nuestro equipo de trabajo lleva tiempo estudiando el patrón de expresión de 

las proteínas del UAPC en endotelio, de lo cual se sabía poco. Se observó que al 

someter a las células  endoteliales a un estímulo físico, la expresión de proteínas 

de este complejo aumentaba. Además se vio que el estímulo físico libera y activa 

a la eNOS del complejo, aumentando la concentración de NO. 

En años recientes el interés por lo efectos de los flavonoides de diversos 

alimentos ha ido en aumento. Entre estos flavonoides destaca la (-)epicatequina, 

encontrada principalmente en el cacao. Diversos estudios señalan la capacidad 

de este flavanol de activar la eNOS y como consecuencia aumentar los  niveles  de 

NO. 

Estas observaciones nos impulsaron a analizar los efectos de la (-)

epicatequina durante un periodo prolongado sobre algunos miembros del 

complejo UAPC en HUVEC, tal como se hizo previamente con el estímulo 

mecánico.  
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HIPÓTESIS

 La (-)epicatequina es capaz de modificar la distribución de las 

proteínas del complejo UAPC y activar a la eNOS en HUVEC.

.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la (-)epicatequina sobre el complejo utrofina y 

proteínas asociadas en células HUVEC en ausencia de un estímulo mecánico.

OBJETIVOS ESPECÍFICOS

Medir los efectos agudos y crónicos de la (-)epicatequina en la producción 

de NO en cultivos primarios HUVEC´s.

Evaluar la localización y activación de la eNOS en presencia de la (-)

epicatequina. 

Determinar si hay cambios  en la cantidad y en la distribución de las 

proteínas del complejo UAPC en las células endoteliales tratadas con (-)

epicatequina.
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METODOLOGÍA:

Consideraciones éticas

Los cordones umbilicales fueron obtenidos a través del servicio de 

Tococirugía del Hospital General Xoco de la Secretaría de Salud del Distrito 

Federal con previa revisión y autorización del protocolo por parte de comité de 

ética del propio hospital. 

Material biológico

Se trabajó con cordones producto de nacimientos normales a término, 

recolectados inmediatamente después del parto los cuales y transportados en 

frascos estériles  con una solución de NaCl al 0.9% con antibiótico-antimicótico al 

1% (GIBCO).

Extracción de las células endoteliales de vena de cordón umbilical humano

Las células endoteliales de vena de cordón umbilical humano (HUVEC) 

fueron desprendidas del músculo liso por medio de digestión enzimática de la 

matriz extracelular[101]. 

En una campana de extracción, se limpia el cordón con una gasa con yodo y  

se corta uno de los extremos con bisturí estéril. En el extremo recién cortado, se 

inserta una cánula en la vena y se sujeta al cordón con una pinza. Una vez 
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realizado lo anterior se lava la vena cuidadosamente la vena con una jeringa y 

PBS 1X estéril.

Cuando la solución de lavado sea transparente e incolora, se pinza el otro 

extremo del cordón y se introduce tripsina al 0.125% hasta observar una tensión 

moderada, masajeando suavemente el cordón. El cordón con tripsina se incuba  

en un vaso precipitado de 2 L con PBS 1X a 37oC con agitación moderada 

durante 15 min. 

Transcurrido el tiempo de incubación, en la campana de cultivo se sostiene 

el cordón sobre un tubo cónico de 50 ml y se corta cuidadosamente la punta 

inferior para depositar la tripsina dentro del tubo. Con el fin de obtener un mayor 

número de células es recomendable realizar un último lavado con PBS 1X. La 

solución obtenida se centrifuga por 10 min a 2500 rpm, se elimina el 

sobrenadante y se resuspende el 3 ml de medio para endotelio (EBM1, Lonza) 

previamente adicionado con antibiótico-antimicótico (GIBCO) al 1% para sembrar 

en una caja de 25 cm2. 

Las células se incuban a 37 oC con 5% de CO2. Al día siguiente se lavan con 

solución de Hanks (HBSS) (Sigma-Aldrich) agregando medio nuevo. Las células 

son cultivadas hasta un 80% de confluencia, se tripsinizan y se pasan a una caja 

de 75 cm2. 
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Método de congelación y descongelación

Una vez que las células del pase 3 han alcanzado un 80% de confluencia se 

tripinizan para su posterior criopreservación (5 o 6 viales por cada caja de 75 

cm2). Las  células se tripsinizan y se centrifugan a 2500 rpm por 10 min eliminando 

el sobrenadante y resuspendiendo el botón con 200 µl de SFB y 700 µl de medio 

para endotelio por vial a congelar. En cada vial se adicionan 100 µl de DMSO y 

900 µl de la suspensión de células.

Es necesario congelar los viales paulatinamente ya que cambios bruscos de 

temperatura afectan la viabilidad celular. Para lograr esto, cada vial se envuelve 

en papel aislante y se almacena a 4 oC por 15 min, a -20 oC por 2 h, a -70 oC por 

24 h, para finalmente introducirlos en el nitrógeno líquido. 

Para descongelar, se saca el vial del nitrógeno líquido y se sumerge en agua 

a 37oC. Una vez que las  paredes están líquidas, el contenido del vial se deposita 

en una caja de 25 cm con 5 ml de medio para endotelio y se homogeneiza. Se 

incuba a 37 ºC a 5% CO2. Es recomendable cambiar el medio al día siguiente 

debido a la toxicidad del DMSO.

Para realizar todos los experimentos, se hizo una mezcla de las  células  

obtenidas de 4 cordones y se utilizaron entre los pases 3 y 6. 
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Inmunofluorescencia indirecta

Para determinar la pureza del cultivo endotelial, se probó por 

inmunofluorescencia indirecta la presencia de factor de Von Willebrand, proteína 

específica de células  endoteliales. Se sembraron las células a una densidad de 

10,000 células/cm2 sobre un cubre objetos de cristal de 1 cm de diámetro. Una 

vez adheridas fueron lavadas con HBSS y fijadas con paraformaldehído (Sigma-

Aldrich Chemie, Steinheim, Germany) al 4 % pH 7 por 10 min lavando 

posteriormente con HBSS-albúmina al 1%. Las células fueron permeablizadas 

con Triton X-100 al 0.2% por 5 min y después con SDS al 0.1 % también por 5 

min. Transcurrido ese tiempo, los cubreobjetos fueron lavados con HBSS y 

posteriormente incubados con albúmina al 3 % en HBSS por media hora a 37°C/ 

5 % CO2. Las células se incubaron durante 3 h con el anticuerpo primario 

específico contra el factor de Von Willebrand (Rabbit anti-Factor VIII related 

antigen 18-0018, Invitrogen Corporation. Camarillo, California USA) a una dilución 

de 1:200 a 37 ºC. Se lavaron con HBSS y se incubaron con el  anticuerpo 

secundario conjugado con FITC (Invitrogen) en una dilución 1:300, por una h a 37 

ºC/ 5% CO2. Finalmente se hicieron tres lavados con HBSS de 5 min cada uno y 

los cubreobjetos se montaron en portaobjetos con 5 µl de medio de montaje para 

fluorescencia vecta-shield con DAPI (VECTOR Laboratories, Inc. Burlingame, 

California USA). Las  imágenes fueron analizadas con un microscopio invertido 

(ZEISS) en el modo confocal, a un objetivo de 63 x, utilizando el programa Start 

LSM Image Examiner.
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Medición de NO por DAF. 

Las células endoteliales se sembraron en cajas de 24 pozos con una 

densidad de 10,000 células/cm2.. Cuando las células tuvieron una confluencia del 

70% se sincronizaron por 15 min a 4 ºC. Se lavaron tres veces con solución de 

Hanks y se incubaron con reactivo de DAF-2 DA (SIGMA) a una concentración de 

1µl/ml en HBSS durante una hora a 37 ºC protegidas de las luz. Posteriormente  

se lavaron 2 veces con HBSS y se aplicó el estímulo con (-)epicatequina 1 µM, 

utilizando a su vez bradicinina (Bk) 1 µM como control positivo. La fluorescencia 

se midió a tiempo cero y a los  5, 10, 15, 20, 30, 60 y 120 min a una longitud de 

onda de excitación de 485 nm y de emisión de 538 nm en un fluorómetro 

Fluoroskan Ascent FL. (Thermo Electron Corporation). El análisis estadístico se 

hizo con el programa NCSS 2007.

Estímulo con (-)epicatequina y extracción de proteína

Las células fueron sometidas  a un estímulo con (-)epicatequina 1 µM 

durante 24 h cambiando el medio con el estímulo cada 12 h con el fin de analizar 

el efecto crónico del flavanol. 

Transcurrido el tiempo, las células se lavaron con PBS 1X tres veces y se les 

agregó aproximadamente 200 µl de buffer de extracción de proteínas Tritón-TNE 

(0.05 M Tris, 0.15 M NaCl, 0.001 M EDTA, 0.1% Triton X-100 [pH 7.4]) adicionado 

con inhibidores de proteasas MiniComplete (Roche Molecular Biochemicals, 
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Laval, Quebec, Canada). Las células se rasparon con un gendarme y se 

recolectaron en un tubo, dejándolas en agitación leve a 4 ºC por 30 min y se 

almacenaron a -80oC. 

Cuantificación

Los extractos proteícos se cuantificaron por el método de Bradford. Se 

elaboró una curva estándar de concentración contra absorbancia utilizando 

albúmina de suero de bovino (BSA). Para determinar la absorbancia de las 

muestras se usó una dilución de muestra 1:800 agregando posteriormente 200 µl 

de reactivo de Bradford (Bio-Rad) e incubando por 5 min. La absorbancia se midió 

a una longitud de onda de 595 nm. 

Separación de dominios membranales

La separación de dominios membranales se llevó a cabo por medio de un 

gradiente de sacarosa. Los extractos proteícos control y los estimulados con (-)

epicatequina se cuantificaron y las concentraciones fueron igualadas. En un tubo 

para micro-ultracentrífuga de 1 ml se colocaron 200 µl del extracto proteíco y 200 

µl de una solución de sacarosa al 80% en buffer Tritón-TNE. Se homogeneizó 

perfectamente y se agregaron cuidadosamente 400 µl de solución de sacarosa al 

35% y después 200 µl de sacarosa al 5% cuidando que las fases no se 

mezclaran. El gradiente de sacarosa se centrifugó a 100,000 g durante 16 h a 4 

ºC en una micro-ultracentrífuga Beckman Coultier TL-100 con un rotor TLS-55. Se 

recuperaron 12 fracciones de 83 µl cada una.
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Ensayos de inmunoelectrotransferencia

Para determinar posibles variaciones en la cantidad y localización de las 

proteínas utrofina, caveolina-1, ε-SG, cavina-1, eNOS y eNOS fosforilada en la 

serina 1177 (p-eNOS Ser 1177) entre las HUVEC sometidas a un estímulo crónico 

con (-)epicatequina y las que no fueron sometidas a dicho estímulo, los  extractos 

proteícos se resolvieron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con 

duodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) con un gradiente de concentración de 

2.5-13 %. Se tomó el volumen equivalente a 30 µg de proteína el cual fue 

mezclado con una solución amortiguadora de carga (2X SDS gel-loading buffer: 

100mM Tris-HCl, 4 % SDS, 0,2 % azul de bromofenol, 200mM ß-mercaptoetanol, 

20%glicerol). La mezcla se calentó a 95 ºC durante 5 min y se colocó en hielo 

para inmediatamente después cargarse en los pozos del gel concentrador. Se 

utilizaron 3 µl de marcador de peso molecular preteñido (PageRuler™ Prestained 

Protein Ladder, Fermentas). Las muestras se corrieron a 90 V por 100 min en el 

sistema Mini Protean (Bio-Rad Laboratories, Inc.) en amortiguador de electrodo 

(10X: 0.25 M Tris-HCl, 2 M Glicina, 1% SDS).

Las proteínas resueltas en el gel se electrotransfirieron a membranas de 

nitrocelulosa (Hybond ECL RPN 3032D; Amersham Pharmacia Biotech) a través 

del sistema de electrotransferencia húmedo de Bio-Rad, con amperaje constante 

de 350 mA por 150 min a 4 ºC en amortiguador de transferencia (25 mM Tris-HCl, 

192 mM glicina, 20% metanol pH [8.3])
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Posteriormente, las  membranas fueron incubadas en una solución de 

bloqueo, durante 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente se incubaron con 

los anticuerpos primarios  específicos para las  proteínas  de interés a 4 ºC durante 

toda la noche. Al día siguiente, se realizaron lavados con la solución de lavado 

(PBS-Tween 0.1 %) y se incubaron con el anticuerpo especie-específico acoplado 

a peroxidasa durante una hora a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo 

se realizaron otra serie de lavados. La reacción de revelado se desarrolló con el 

reactivo Super Signal West Pico (Pierce) de acuerdo a las instrucciones  del 

proveedor. 
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RESULTADOS

Obtención y caracterización de HUVEC 

El cultivo primario para el presente trabajo se llevó a cabo a partir de la 

extracción y expansión de endotelio de vena de cordón umbilical. Las células 

endoteliales se obtuvieron a partir de cordones provenientes de embarazos 

sanos. Una vez obtenidas las células, se expandieron y se estabilizaron (Fig 3).  

A través de la técnica de inmunofluorescencia indirecta se probó la presencia del 

factor de Von Willebrand, proteína específica de células  endoteliales. Se 

analizaron 20 campos y en todos se observó que la totalidad de las células eran 

positivas para el VWF (Fig. 3). Esto indica que el lote de células utilizadas para 

llevar a cabo tanto las  mediciones de NO como el gradiente, son HUVEC sin 

presencia de músculo liso o fibroblastos.
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Fig. 3. Identificación de células HUVEC. a) Campo confluente observado con microscopio de 
contraste de fases (10X). b) Detección de HUVEC con anti  VWF/FITC observadas en microscopio 
confocal (63X) N: Núcleo teñido con DAPI, Flecha: Vesículas con VWF.
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La (-)epicatequina es capaz de inducir un aumento en los niveles de NO en 
las HUVEC

Con el fin de comprobar que la (-)epicatequina es capaz de inducir aumentos 

en los niveles de NO en células HUVEC, el cultivo fue sometido a un estímulo con 

(-)epicatequina 1 µM, utilizando Bradicinina (Bk) como control positivo por 

periodos de tiempo de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 60 y 120 min. Mediante la técnica 

DAF-2F se llevaron a cabo las mediciones de NO en tiempo real, observando un 

aumento en la producción de este en los  tres casos, tanto en el control como en la 

Bk y la Epi (Fig. 4 a). Los resultados mostrados no permiten diferenciar la 

producción basal de NO en la célula sin estímulo alguno (control) de la producción 

con un estímulo químico (Bk y Epi). Por este motivo se corrigieron los valores 

restando los valores obtenidos con Epi y con Bk a los del control. De esta manera 

se puede obtener la producción neta con cada uno de los  estímulos a diferentes 

tiempos. (Figura 4 b). En el caso de la (-)epicatequina se observa un pico máximo 

de producción de NO entre los 15 y 20 min de aplicado el estímulo. Si bien estos 

valores nos son significativos, si pueden ser indicativos de la capacidad de la (-)

epicatequina para inducir cambios en los niveles de NO en HUVEC. 
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Fig. 4. Síntesis de NO inducido por (-)epicatequina. a) Producción de óxido nítrico (NO) con (-)
epicatequina (Epi) 1 µM con Bradicinina (Bk) 1µM como control positivo expresada en unidades 
relativas de fluorescencia (URF). b) Producción neta de NO con Epi y Bk. Los niveles de NO no 
muestran una diferencia significativa (ANOVA)(p > 0.05, n=4 )
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La (-)epicatequina induce cambios en la distribución y en los niveles de las 
proteínas del complejo UAPC en los diferentes dominios membranales en 
HUVEC

Con el objetivo de determinar los efectos de la (-)epicatequina administrada 

por periodos prolongados en la distribución y los niveles de las proteínas del 

complejo UAPC en HUVEC, éstas fueron cultivadas con (-)epicatequina 1 µM en 

medio para endotelio por 24 h, realizando cambio de medio cada 12 h. Los 

extractos proteícos fueron sometidos a una separación subcelular basada en 

gradiente de sacarosa con concentraciones de 40 a 5 %, lo que permite 

determinar la localización de las  proteínas. Con el fin de comprobar la integridad y 

de determinar el perfil proteínico del gradiente de sacarosa, se aplicó el mismo 

volumen (correspondiente a 30 µg de la fracción 12) de todas las fracciones.. Las 

proteínas separadas fueron visualizadas por medio de azul brillante de 

Coomassie (Fig. 5). 

Las  fracciones del gradiente fueron analizadas por ensayos de 

inmunoelectrotransferencia. Debido a que se trabajó con anticuerpos nuevos, las 

condiciones para el WB tuvieron que ser previamente estandarizadas. (Tabla 1). 

A través de la técnica de “dot blot”, el anticuerpo CT-B conjugado con HRP, 

que se une específicamente con el gangliosido GM1, se utilizó como marcador de 

balsas lipídicas y caveolas, y la proteína GAPDH como control de fracciones no 

resistentes a detergentes, correspondientes a las regiones de mayor densidad, 
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Fig. 5. Perfil proteínico de las fracciones obtenidas por gradiente de sacarosa
M: Marcador de peso molecular
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Anticuerpo Bloqueo Primario Lavados Secundario Lavados

Caveolina-1
Monoclonal

1 h PBS-T  
Leche 5%

1:500 en PBS-
T
14 h

4 x 10 min. 
PBS-T

1:5000 en PBS-T
1 h 
Anti-ratón

4 x 10 
min
PBS-T

Cavina-1
Monoclonal

1 h PBS-T  
Leche 5%

1:500 en PBS-
T
14 h

4 x 10 min. 
PBS-T

1:5000 en PBS-T
1 h 
Anti-ratón

4 x 10 
min
PBS-T

Utrofina
Policlonal

1 h PBS-T  
Leche 5%

1:500 en PBS-
T
14 h

4 x 10 min. 
PBS-T

1:10,000 en 
PBS-T
1 h 
Anti-conejo

4 x 10 
min
PBS-T

eNOS*
Policlonal

1 h TBS-T  
Leche 5%

1:1000 en TBS-
T BSA 5%
17 h

3 x 5 min. 
TBS-T

1:2000
1 h en TBS-T 
leche 5%
Anti-conejo

3 x 5 min. 
TBS-T

p-Enos Ser 
1177*
Policlonal

1 h TBS-T  
Leche 5%

1:100 en TBS-T
17 h 

4 x 10 min. 
TBS-T

1:7500
1 h en TBS-T
Anti-conejo

4 x 10 
min
PBS-T

GAPDH
Policlonal

1 h PBS-T  
Leche 5%

1:3000 en PBS-
T
14 h

4 x 10 min. 
PBS-T

1:10,000 en 
PBS-T
1 h 
Anti-ratón

4 x 10 
min
PBS-T

CTB-HRP 1 h PBS-T  
Leche 5%

1:1000 en PBS-
T con leche 5%
1 h

3 x 5 min. 
PBS-T

-------- ------

*Después del tiempo de bloqueo, se hicieron 3 lavados de 5 min. cada uno con TBS-T*Después del tiempo de bloqueo, se hicieron 3 lavados de 5 min. cada uno con TBS-T*Después del tiempo de bloqueo, se hicieron 3 lavados de 5 min. cada uno con TBS-T*Después del tiempo de bloqueo, se hicieron 3 lavados de 5 min. cada uno con TBS-T*Después del tiempo de bloqueo, se hicieron 3 lavados de 5 min. cada uno con TBS-T*Después del tiempo de bloqueo, se hicieron 3 lavados de 5 min. cada uno con TBS-T

Tabla 1. Condiciones de WB para cada uno de los anticuerpos. 
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En las células HUVEC control, Utr se encuentra únicamente en las 

fracciones 7 a la 12 que son las más densas, observándose particularmente 

enriquecida en las  fracciones 9 a la 12. El WB de esta proteína presenta una serie 

de bandas inespecíficas que no fueron posible eliminar aún ajustando la técnica. 

Estas bandas también se han observado por otros miembros de nuestro equipo 

de investigación cuando trabajan con el mismo anticuerpo. eNOS se localiza 

desde la fracción 5 hasta la 12 en donde se observa un aumento gradual de la 

fracción 5 a la 9, que luego va en decremento de las fracciones  10 a la 12. La 

localización de eNOS en las regiones de alta densidad es característica de su 

activación. La eNOS fosforilada (p-eNOS) Ser 1177 se encuentra fosforilada 

únicamente en las fracciones 7 a la 12. Cavina-1 se localiza en las fracciones 2 y 

3, resistentes a detergentes (DRM), así como en las  fracciones 7 a la 12. Cav-1 

se encuentra desde la fracción 1 hasta la 11 particularmente enriquecida en las 

zonas de baja densidad donde colocaliza con el GM1 y con cavina-1 (Fig 6 a). 

En las  células estimuladas con (-)epicatequina, eNOS se encuentra 

desplazada hacia las  fracciones de mayor densidad, aunque se observan niveles 

muy bajos  en las fracciones 4 y 6. p-eNOS-Ser 1177 se encuentra fosforilada en 

las mismas fracciones donde se encuentra eNOS, lo que permite suponer que en 

estas fracciones la eNOS esta activa. De la misma manera cavina-1 también se 

observa únicamente en las  fracciones 7 a la12 a diferencia del control en el que 

además se localiza en las fracciones 2 y 3. Por otro lado, Cav-1 únicamente se 

encuentra en las fracciones menos densas con un claro enriquecimiento en las 
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fracciones 3, 4 y 5. El GM-1, al igual que en el control, fue detectado en las 

regiones menos densas que corresponden a las fracciones 1, 2 y 3 (Fig. 6 b).  

Por otro lado, se realizó una densitometría del patrón de bandas obtenidas 

para poder determinar la existencia de cambios en los niveles  totales de cada una 

de las proteínas. En todas las proteínas analizadas se observan aumentos 

significativos en la cantidad cuando las células son sometidas a un estímulo 

prolongado de 24 hr con (-)epicatequina. El mayor aumento se observa en el caso 

de eNOS la cual aumento aproximadamente un 69 % y la fosforilación de eNOS-

Ser 1177 aumenta en un 34 %. Cavina-1 y Cav-1 aumentan en aproximadamente 

un tercio su nivel mientras que Utr aumenta en un 23 %. En el caso del esta 

última proteína, se tomó en cuenta la banda superior para llevar a cabo los 

estudios de densitometría debido a que es la que corresponde a la isoforma 

completa. (Fig. 7) [86]

.
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Fig. 6. Distribución de los miembros del UAPC en las 12 fracciones separadas por gradiente de 
sacarosa a) HUVEC control. b) HUVEC estimuladas con (-)epicatequina 1 µM durante 24 h. 
Utrofina (Utr),), sintasas de óxido nítrico endotelial (eNOS),sintasa de óxido nítrico endotelial 
fosforilada en Ser 1177 (p-eNOS Ser 1177), cavina-1 y caveolina-1 (Cav-1). GAPDH y GM1 
utilizados como control. 
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Fig. 7. Niveles relativos de proteina total en extractos de células estimuladas con Epi 1 µM durante 
24 hr en relación a células control. 
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DISCUSIÓN 

Estandarización del cultivo de células HUVEC

Ultimamente, los efectos atribuibles al consumo de alimentos ricos en 

flavonoides ha llamado particularmente la atención. Dentro de estos alimentos, 

además del vino, las moras y el té verde, se encuentra el cacao, cuyo flavanol 

más abundante es  la (-)epicatequina. Estudios recientes atribuyen a la (-)

epicatequina la capacidad de actuar como antiinflamatorio y antioxidante así como 

de disminuir la presión arterial y mejorar la disfunción endotelial [102, 103] 

En un estudio llevado a cabo por Ramírez-Sánchez et al [31]. se describió a 

la eNOS como componente del UAPC en células endoteliales resaltando el papel 

que desempeña este complejo en la regulación de la actividad de ésta enzima tan 

importante para la fisiología vascular. Por otro lado, diversos estudios  recientes 

han señalado la importancia del complejo UAPC en el funcionamiento del músculo 

liso vascular [84, 104]. Las alteraciones en proteínas de este complejo se asocian 

a diversos tipos de distrofia muscular así como al desarrollo de cardiomiopatía 

dilatada. En análisis detallados llevados a cabo en ratones deficientes en ∂-SG 

con cardiomiopatía dilatada se encontró que además de alteraciones en músculo 

liso y cardiaco, estos ratones  presentaban irregularidades en la vasculatura 

cardiaca lo que confirma la importancia del complejo UAPC en los vasos 

sanguíneos. Algunas estrategias enfocadas a aumentar la biodisponiblidad de NO 
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como manera de prevenir enfermedades cardiovasculares    incluyen aquellos 

reportados en numerosos estudios [102, 105, 106] que señalan la capacidad de la 

(-)epicatequina para activar a la eNOS y así aumentar los  niveles  de NO. Estas 

observaciones nos motivaron a analizar los efectos crónicos de la (-)epicatequina 

sobre el complejo UAPC en células endoteliales.

Debido a la dificultad para obtener tejidos de vasculatura humana y a que los 

modelos animales no son siempre equivalentes al humano, el presente estudio se 

llevó a cabo en células endoteliales de vena de cordón umbilical humano que, al 

ser un tejido de fácil obtención, no representa un procedimiento invasivo para los 

pacientes. Previamente Ramirez-Sánchez et al. [31] caracterizaron el complejo 

UAPC en endotelio tanto de venas como arterias de cordón umbilical y 

observaron que no existía diferencia en la expresión de las proteínas del complejo 

entre los dos tipos de vasos sanguíneos. Por esta razón se optó por utilizar el 

endotelio de la vena para este trabajo. 

A la técnica previamente reportada por Marin et al. [107] para la extracción 

de células endoteliales provenientes de vena de cordón umbilical humano, se le 

hicieron ciertas modificaciones para evitar problemas de contaminación y de bajo 

crecimiento. Los resultados obtenidos se optimizaron haciendo modificaciones a 

una serie de condiciones críticas. Una vez transportados, los cordones se lavaron 

con yodo para eliminar posibles contaminantes y se cortaron las puntas, 

eliminando así las regiones de la vena expuestas. Esto impidió que al insertar la 
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cánula en la vena se arrastraran microorganismos contaminantes. A su vez, se 

aumento la concentración de antibiótico-antimicótico del medio de cultivo. 

Con el fin de comprobar la pureza del cultivo de endotelio, se probó la 

presencia del factor de Von Willebrand (VWF), glicoproteína que se utiliza como 

marcador de células endoteliales. La distribución del complejo DAPC/UAPC 

difiere en relación al tejido en el que se exprese. En músculo liso, se ha descrito la 

presencia del complejo DAPC/UAPC, formado por ß, ∂, y ε-SG [85], unidos a 

distrofina o a utrofina. Al ser el músculo liso un tejido circundante y con importante 

interacción con el endotelio, era importante asegurar que la presencia de células 

musculares o fibroblastos no fuera significativa y el patrón de expresión de 

proteínas no pudiera ser alterada por poblaciones celulares diferentes a endotelio. 

Se contaron 20 campos ópticos en los cuáles el 100 % de las células  resultaron 

positivas para el VWF. Esto nos lleva a concluir que nuestro cultivo es puro y 

homogéneo, lo que elimina el riesgo de un sesgo causado por otro tipo celular. 

Para probar la capacidad de la Epi de inducir aumentos en los niveles de NO 

se utilizó la técnica 2- diacetato de diaminofluoresceína (DAF-2 DA). El DAF-2 DA 

es un reactivo no fluorescente capaz de permear la célula para medir NO libre en 

células vivas bajo condiciones fisiológicas. Una vez dentro de la célula, los grupos 

diacetato del DAF-2 DA son hidrolizados por esterasas citosólicas liberando al 

DAF-2. El NO convierte el DAF-2, no fluorescente a DAF-2T, fluorescente. Por lo 

anterior, esta técnica resultó una alternativa para poder medir los niveles de NO 

en tiempo real y de manera directa en lugar de llevar a cabo las mediciones por el 
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método indirecto de Griess. Se utilizó Epi en una concentración 1 µM debido a las 

observaciones que indican una correlación entre los efectos in vitro generados 

con 1 µM de Epi con los efectos cardioprotectores y de vasodilatación observados 

en los  modelos animales y en el humano. En un estudio practicado en ratas a las 

que se les administró 1 mg/kg de Epi se observó que el pico máximo de 

concentración en plasma era de 1 µM, alcanzado alrededor de una hora después 

del consumo. La concentración de 1 µM de Epi también coincide con la 

concentración plasmática máxima del flavanol observada en humanos a las 2 hr 

del consumo de una bebida de cacao rica en flavonoides [108, 109]. 

En nuestro estudio, el nivel máximo de producción de NO ocurre entre los 15 

y 20 min de aplicado el estímulo, lo que coincide con lo reportado por Ramírez-

Sánchez et al [106]. A su vez esta ventana de tiempo de estimulación de NO 

coincide con aquellas  reportadas para otros activadores de eNOS como la Bk 

utilizada como control positivo en nuestro experimento [110]. La falta de 

significancia de esta preuba podría ser atribuible a un error en la técnica donde la 

concentración de DAF-2 DA era mayor a la que el sistema era capaz de 

metabolizar. A pesar de que el aumento observado bajo los efectos de la Epi y la 

Bk no son significativos,se sabe que aumentos muy pequeños en los niveles de 

NO podían ser suficientes para desencadenar mecanismos celulares. Por otro 

lado, se ha observado que en situaciones donde la producción de NO es muy 

elevada, se entra en un estrés nitrosante provocando la muerte celular. Al ver un 

patrón de inducción de NO por parte de la Epi y de la Bk parecido al ya reportado, 
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tomamos estos aumentos de NO como suficientes para proseguir con el estímulos 

crónico de las HUVEC. 

Con el fin de evaluar en efecto de la (-)epicatequina en periodos prolongados 

sobre las proteínas del complejo UAPC, las HUVEC se estimularon con el flavanol 

durante 24 h Una vez llevado a cabo el estímulo con (-)epicatequina, se extrajo la 

proteína del cultivo control y del estimulado por medio del método previamente 

descrito. Las proteínas se separaron en 12 fracciones mediante un gradiente de 

sacarosa del 5-40 %. Debido a las diferencias en su composición lipídica y 

proteínica, las balsas lipídicas son resistentes a detergentes  no iónicos a baja 

temperatura (4 ºC). Además flotan en la fracción de baja densidad en los 

gradientes de sacarosa [111]. Esto permite que puedan ser aisladas fácilmente a 

través de la ultracentrifugación de gradientes de sacarosa permitiendo estudiar las 

características bioquímicas de los diferentes dominios membranales. 

Cav-1 fue la primera proteína identificada como miembro estructural de 

caveolas, dominios enriquecidos en esfingolípidos, colesterol, esfingomielina, con 

forma vesículas que están particularmente enriquecidas en moléculas  de 

señalización [53]. Si bien es una proteína que se encuentre especialmente 

abundante en balsas  lipídicas, hoy se sabe que puede estar en una variedad de 

dominios celulares como aparato de Golgi, RE y mitocondria [112]. Al analizar la 

expresión de las proteínas del complejo UAPC en nuestro control (Fig. 6 a) Cav-1 

se localiza en casi todas las fracciones, con excepción de la 12, y particularmente 

abundante en las fracciones 1-3 donde correlaciona con GM1, lo cual indica que 
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estas regiones corresponden a balsas lipídicas. Algo que resalta es que en las 

células tratadas con Epi (Fig 6 b) además de aumentar en alrededor de 34 %, 

esta proteína solo se localiza en las fracciones 1-7, mostrando un enriquecimiento 

en las fracciones 3, 4, y 5. A pesar de que en el control y las células estimuladas 

con (-)epicatequina en la fracción 5 y 6. Por lo anterior sería interesante analizar 

la densidad de caveolas en la membrana de células tratadas y no tratadas con 

Epi. 

Por otro lado, se puede observar que tanto en el control como bajo el 

estímulo de la (-)epicatequina, utrofina se encuentra fuera de los dominios de baja 

densidad. Existen reportes contradictorios con respecto a la localización de esta 

proteína en HUVEC. Nuestro grupo de trabajo encontró en un estudio previo a 

utrofina localizada no solo en los dominios de alta densidad sino también en 

balsas lipídicas  y caveolas (datos no publicados). Por otro lado, de manera mas 

reciente, también en nuestro grupo de investigación se reportó la ausencia de 

esta proteína en las fracciones de baja densidad y el patrón de localización 

observado coincide con los resultados presentados en este trabajo. 

Uno de los mecanismos de regulación de la actividad de eNOS consiste en  

su interacción con Cav-1 que compite por el sitio de unión a CaM. En condiciones 

basales cabría esperar que un alto porcentaje de eNOS estuviese localizado en 

balsas lipídicas caveolares donde su interacción con Cav-1 estaría suprimiendo 

su actividad. Estudios señalan que Cav-1 debe unirse al dominios reductasa de 

eNOS para abolir su capacidad de unirse a CaM y donar electrones en la 
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subunidad heme [113]. A pesar de que eNOS y Cav-1 se expresan por todo el 

sistema arterial, la mayoría de los estudios que demuestran una asociación entre 

las dos proteínas se llevaron a cabo en cultivos subconfluentes [114]. Sin 

embargo, en cultivos confluentes  así como en células endotelilales nativas, eNOS 

se concentra en los contactos célula-célula cercana a la molécula de adhesión 

plaquetaria endotelial 1 (PECAM-1) y en el aparato de Golgi [115]. Además de 

esto, a pesar de que tanto Cav-1 como eNOS pueden ser encontradas en el 

aparato de Golgi, se encuentran localizadas en distintos  compartimentos 

perinucleares y al no haber contacto físico entre ellas, la actividad de eNOS no es 

regulada por Cav-1 en Golgi [116]. En el control lo que se observa en las 

fracciones correspondientes a balsas lipídicas es una ausencia total de la 

proteína, lo que se contrapone con lo reportado acerca de eNOS y su ubicación 

en HUVEC [105]. Su localización se concentra en las fracciones 5 a la 12, aunque 

si colocaliza con Cav-1 en las regiones 5, 6 y 7. El análisis de la cantidad de p-

eNOS Ser 1177 indica que si bien una parte de la eNOS localizada en las 

fracciones de alta densidad esta activa por medio de la fosforilación en este sitio, 

existe un porcentaje importante de la eNOS que ya sea, se encuentra inactiva o 

esté siendo activada a través de otros sitios de fosforilación como el de Ser 633 o 

Ser 113. Por otro lado, en las  células  estimuladas con Epi, se observa que la 

eNOS está desplazada hacia las fracciones de mayor densidad aunque también 

se encuentran cantidades muy pequeñas en las fracciones 3, 4 y 5. Al analizar el 

patrón de localización de p-eNOS Ser 1177 se puede observar que coincide con 

las fracciones en donde se localiza eNOS. Esto pudiera indicar que, bajo el efecto 

de la (-)epicatequina, eNOS se fosforila en este residuo, activandose y 
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translocandose hacia las regiones de mayor densidad. Esto coincide con lo 

reportado por Ramírez-Sánchez et al, que observaron que ante un estímulo corto 

de Epi, la eNOS se fosforilaba en los residuos Ser 1177, Ser 633 y se 

defosforilaba en la Thr 495 para finalmente desplazarse fuera de caveolas. Por 

otro lado, en ese mismo estudio se observó que la Epi es  capaz de activar a 

eNOS de una manera independiente de calcio y de translocación, lo que significa 

que la enzima es fosforilada en los residuos antes mencionados sin que eso 

implique necesariamente un desacoplamiento de ésta de las caveolas. Nosotros 

observamos que en el caso de las células estimuladas con Epi hay presencia de 

pequeñas cantidades de eNOS-Ser1177 en las fracciones 4 y 5 donde 

colocalizaría con Cav-1 lo que va de acuerdo con el estudio arriba mencionado. 

 

Aunque cavina-1 fue descrita en un principio como un factor de transcripción, 

hoy existen reportes que indican que, además de su función nuclear, es un 

proteína estructural de gran importancia, necesaria para la formación de caveolas. 

A pesar de que no existen reportes de la distribución de cavina-1 en gradientes  de 

sacarosa, según estos antecedentes cabría esperar que la proteína estuviera 

localizada, además de las  fracciones de alta densidad, en las fracciones 

correspondientes a balsas lipídicas caveolares. Nuestros resultados en las células 

control, además de mostrar la presencia de cavina-1 en las regiones de alta 

densidad que corresponden a las  fracciones 7 a la 12, muestran a cavina en las 

fracciones 2 y 3, colocalizando con Cav-1 y con el GM1 lo que supone que está 

haciendo su función como proteína estructural de caveolas. De manera 
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interesante, en las células  tratadas con Epi, se observa un aumento de 

aproximadamente 30 % de esta proteína distribuida entre las fracciones 7 a la 12. 

Llama la atención que bajo el tratamiento de Epi, cavina-1 no se localiza en 

las regiones caveolares. Sinha et al [117] observaron que al someter a las células 

endoteliales a un shock hipo-osmótico, lo que causa un aumento en la tensión 

membranal, cavina-1 se separa de las caveolas, ocasionando la pérdida de la 

morfología caveolar. Este mecanismo otorga a la célula mayor superficie 

membranal para poder soportar el estiramiento. Nuestras observaciones en las 

células tratadas con Epi, donde cavina-1 no colocaliza con Cav-1 ni con GM1, 

podrían indicar que la epi simula los efectos observados ante un estímulo 

mecánico, siendo capaz de alterar la morfología caveolar dando así a la célula 

mayor superficie de membrana. Esto sigue la misma linea de observaciones 

realizadas en nuestro grupo de trabajo donde se vio que al aplicar un estímulo 

mecánico equibraxial, algunos componentes del complejo UAPC se desplazaban 

a otros dominios.

Además de las  observaciones anteriores algo que llama la atención es  que 

las proteínas del complejo UAPC estudiadas, aumentan su nivel en las células 

tratadas con Epi. Este tipo de aumentos ocurren comúnmente en genes cuyos 

promotores tienen sitios de unión a factores de transcripción que son activados 

por NO, segundo mensajero que se sabe aumenta por la acción de la Epi. 

Efecto de la epicatequina sobre el complejo UAPC en HUVEC 

49



CONCLUSIONES

La (-)epicatequina puede modificar la distribución y nivel de algunos 

miembros del UAPC. 

La (-)epicatequina es capaz de alterar la morfología caveolar, otorgando 

posiblemente a la célula endotelial mayor superficie membranal para 

contrarrestrar el estrés mecánico ejercido por la sangre. 
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Fig. 8. Propuesta de remodelación de la composición proteínica del UAPC y alteración de la 
morfología caveolar por acción de la (-)epicatequina a tiempos prolongados. Cambios en el 

tamaño de las proteínas indican cambios en el nivel de éstas. Utrofina (Utr), sintasa de óxido 
nítrico endotelial (eNOS), caveolina-1 (Cav-1).
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PERSPECTIVAS

Para poder corroborar y cuantificar los  aumentos en los niveles de NO en las 

células sometidas a un estímulo con (-)epicatequina, sería conveniente repetir el 

ensayo con DAF-2DA, ajustando las  concentraciones del reactivo. También se 

podría cuantificar el NO por otro método como el indirecto de Griess. 

Debido a que estudios señalan que la (-)epicatequina activa a la eNOS a 

través de la fosforilación de la Ser 1177 y de la Ser 633 y de la defosforilación de 

la Thr 495 durante un estímulo corto. Para alcanzar un mayor entendimiento sobre 

los mecanismos de acción de la (-)epicatequina a tiempos prolongados, sería 

recomendable analizar el estado de fosforilación de la Ser 633 y Thr 495 de la 

eNOS.

Con el fin de confirmar o descartar que Utr se encuentra en las  regiones 

caveolares, se podría llevar a cabo una doble inmunofluorescencia con 

microscopio confocal contra las  proteínas Utr y Cav-1 o Utr y GM1.Estos datos 

ayudarían a pensar en la colocalización de Utr con Cav.-1 en balsas lipídicas. Un 

experimento complementario de inmunoprecipitación con Cav-1 seguido de un 

WB de contra Utr aportaría evidencia directa de su interacción. Esto también 

serviría para confirmar si por efecto de la (-)epicatequina, la interacción de 

cavina-1 y Cav-1 se ve afectada. Por otro lado, la inmunomicroscopía electrónica 

con oro coloidal sería de gran utilidad para conocer si, el estimulo con (-)
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epicatequina altera la estructura fina de las  caveolas y la localización 

ultraestructural de las proteínas. 

Estudios señalan que un aumento en la expresión de utrofina en modelos  

animales deficientes en distrofina (mdx) ayuda a aminorar los síntomas 

característicos de la distrofia muscular de Duchenne. Por lo tanto, sería de gran 

utilidad estudiar los efectos de la (-)epicatequina en otras líneas celulares o 

modelos animales, con el fin de observar si ante un tratamiento prolongado con el 

flavanol, los niveles de utrofina y de los  otros miembros de complejo UAPC se 

elevan, y si estos aumentos conducen a una mejora en el fenotipo distrófico. De la 

misma manera, el tratamiento crónico con (-)epicatequina en modelos animales 

distróficos, ayudaría a determinar el efecto sobre la vasculatura cardiaca. 
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