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1. Resumen

El colesterol es un componente esencial en las membranas celulares y un precursor
inmediato de hormonas esteroideas y acidos biliares. El aumento en su concentracion,
lo transforma en un factor de riesgo en el desarrollo de problemas cardiovasculares. La
enzima clave en la regulacion de la sintesis del colesterol, es la HMG-CoA reductasa,
la cual puede ser inhibida por las estatinas, que son potentes inhibidores competitivos
de esta enzima. Pero los beneficios observados con el uso de las estatinas parecen ir
mas alla de su efecto sobre los niveles de colesterol. Estos efectos, independientes de
la sintesis del colesterol, han sido denominados “pleiotrépicos”. Las estatinas, han
mostrado tener un efecto sobre la funcién endotelial, la estabilidad de las placas
aterosclerdticas, la disminucion del estrés oxidativo, la inflamacion, la inhibicion de la
respuesta trombogénica y la biogénesis celular. También han mostrado efectos en
sitios como el sistema inmune, el sistema nervioso central y el hueso. Estos efectos
pleiotropicos estan relacionados principalmente, por la inhibicién de la sintesis del acido
mevalbnico, que a su vez, inhibe la sintesis de intermediarios isoprenoides importantes
de la ruta biosintética del colesterol, como son, el pirofosfato de farnesilo (FPP) y el
pirofosfato de geranil-geranilo(GGPP), utilizados como moléculas de adhesiéon durante
la modificacién postraduccional de varias proteinas, como la subunidad-y de las
proteinas G heterotriméricas; el Hemo-a; las laminas nucleares; o, las proteinas
pequefias de union a GTP, como Ras y proteinas parecidas a Ras como Rho, Rab,
Rac, Ral o Rap. Lo cual, tiene como consecuencia la regulaciéon de otras proteinas,
como los PPARs, factores de transcripcion inducibles por ligando, y cuya principal
funcion es controlar la transcripcion de diversos genes, como son los que codifican
para las proteinas desacoplantes (UCP). También se ha observado que las estatinas
promueven el aumento del numero de células progenitoras endoteliales circulantes
(CPE), las cuales aumentan la neo-vascularizacion inducida por isquemia, aceleran la
re-endotelizacion después de una lesion y mejoran la funcidon cardiaca post-isquémica.
De hecho, se ha visto que las estatinas inducen la angiogénesis mediante la promocién

de la proliferacion, la migracion, y la supervivencia de las CPE circulantes.



2. Abreviaturas

HMG-CoA

HMG-CR

LDL-C

PF-F/FPP

PF-GG/GGPP

GTP

GDP

PPARs

UCPs

ERO/ROS

NO

eNO

CEP

DMSO

3-hidroxi-3-metil-glutaril-Coenzima A
enzima HMG-CoA Reductasa
colesterol de baja densidad
piro-fosfato de farnesilo

piro-fosfato de geranil-geranilo
guanidin trifosfato

guanidin difosfato

receptores activados por proliferadores peroxisomales
proteinas desacoplantes

especies reactivas del oxigeno
oxido nitrico

enzima oOxido nitrico sintasa.

células endoteliales progenitoras

dimetilsulfoxido



3. Introduccion
3.1 Generalidades de las Estatinas.

El colesterol es un componente esencial de las membranas celulares y un precursor de
hormonas esteroideas y acidos biliaresgrauit my cols., 2014; Goldstein y Brown, 1990); Sin embargo,
en cantidades excesivas, el colesterol se convierte en un factor de riesgo importante

para el desarrollo de enfermedades cardiovascularesgrauit m, y cols., 2014:1s0 H, y cols., 1989)-
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Figura 1. Esquema general de la biosintesis del colesterol, el sitio de unién de las estatinas y sus efectos
sobre las funciones celulares. Inhibicion sobre la enzima 3-hidroxi-3-metil-glutaril-coenzima A Reductasa

(HMG-COA Reductasa)(uao JKy Laufs U; 2005)-



Aunque el colesterol proveniente de la dieta puede contribuir a los cambios de los
niveles de colesterol en el suero, mas de dos tercios del colesterol total del organismo
son sintetizados en el higado. Por lo cual, la inhibicion de la biosintesis de colesterol a
nivel hepético se convirtié en un blanco importante para reducir los niveles de colesterol

€N SUEI0 (venter DG, y cols 2011; Panel NCEPE, 2002)-

En los dltimos afios, los inhibidores de la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A
reductasa (HMG-CoA) (estatinas) se han convertido en la clase mas importante de
agentes reductores de lipidos, debido principalmente, a que la inhibicion de la HMG-
CoA reductasa, bloquea el paso limitante de la sintesis de colesterol, lo cual, resulta en
la sobre regulacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) en la membrana celular

y la reduccion de las consecuencias aterogénicas de las LDL yasiiska M, y cols., 2007)-
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Figura 2. Representacion de los principales efectos de las estatinas como inhibidores de la HMG-CoA

reductasa y su relacion con las enfermedades cardiovasculares (Lauss uy Liao 3k, 2003)



Las estatinas son un grupo de farmacos hipolipemiantes, cuya utilizacion en la clinica,
es principalmente para el tratamiento de la hipercolesterolemia y se han convertido en
los farmacos de primera eleccién para la prevencion primaria y secundaria contra
eventos cardiovasculares (Figura 2). Las estatinas difieren entre si no solo por su
capacidad de union con la HMG-CoA reductasa, sino también por su lipofilicidad, su
semivida plasmatica, su metabolismo y su permeabilidad tisular. Estas caracteristicas
hacen que una determinada estatina sea mas eficaz en un paciente que en otro,

aspecto que se desarrollara en la seccion de farmacogenética aufs u y Liao Ik, 2003)-
3.2 Historia de las estatinas.

Los inhibidores de la enzima HMG-CoA Reductasa fueron aislados e identificados
originalmente como metabolitos fungicos secundarios. La primer estatina identificada,
aislada a partir de cultivos de Penicillium citrinium, fue la mevastatina o compactina
(Figura 3), en su forma activa, la mevastatina presenta una estructura similar al sustrato
natural de la enzima, la HMG-CoA, al ser administrada en ratas, se observé que la
mevastatina inhibia la biosintesis de colesterol con una Ki de 1.4nM, sin embargo, este
farmaco también mostro una inaceptable toxicidad hepéatica y por lo tanto, fue eliminada

de los estudios clinicoSEndo A, y cols., 1976)-

Figura 3. Estructura de la mevastatina o compactina (ML-236B), aislada por el Dr. Akira Endo (gngo a, 1976)-
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Posteriormente, un metabolito purificado a partir de cultivos de Aspergillus terreus, la
meviolina o lovastatina, resultd ser un inhibidor mas estable y potente que la
mevastatina y sin efectos adversos, la lovastatina difiere de la mevastatina por la
presencia de un grupo metilo en su estructura, ademds, inhibe la biosintesis del
colesterol con una con una K; de 0.6nM, sin mostrar ningun efecto toxico, convirtiendo a

la lovastatina en el primer farmaco utilizado en humanos para el tratamiento de la

hiperCO|eSter0|emia(Aguirre I, y cols., 2013; Alberts AW, 1990)-
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Figura
4. Estructura de las principales estatinas. Todas las estatinas comparten la base estructural del HMG-

CoA, sustrato de la enzima HMG-CoA reductasa (Laufs uy Liao 3K, 2003)-

A partir de este descubrimiento, la extraccidén a partir de fuentes naturales o, la sintesis
de nuevos farmacos con efectos similares a la lovastatina, aprobados clinicamente
para su uso en humanos, ha estado en desarrollo, entre los que se encuentran la
pravastatina, la simvastatina, la fluvastatina, la atorvastatina, la cerivastatina, la

pitavastatina y la rosuvastatinasirori cr, 2014)-
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De hecho, dependiendo de su estructura las estatinas tienen una permeabilidad
diferente en los tejidos, y lo cual tiene como consecuencia algunos efectos secundarios
que repercuten en la eficiencia del farmaco en individuos diferentes. De acuerdo a su
permeabilidad, se puede clasificar a las estatinas como, lipofilicas, como la
simvastatina, que ingresa a las células mediante un mecanismo de difusion pasiva, 6
estatinas hidrofilicas, como la pravastatina y la rosuvastatina, cuyo blanco de absorcion

principal es el higado (Figura 4).

De manera alternativa también se puede tomar en cuenta el desarrollo de cada
miembro de este grupo farmacologico para dividir a este grupo en dos generaciones, la
primera liderada por las estatinas naturales, a partir de las cuales se desencadenaron
una seria de estudios que permitieron el nacimiento de la segunda generacion, las
estatinas sintéticas, la mas joven de ellas es la pitavastatinaakuc b, y cols., 2013; Corsini A,

1999)-

Al ser las estatinas farmacos anfifilicos, entran a las células, ya sea por interaccion
directa con la membrana, como es el caso de las estatinas lipofilicas (simvastatina,
fluvastatina, atorvastatina) o por medio de proteinas transportadoras, como es el caso
de las estatinas hidrofilicas, como la pravastatina, o existen estatinas como la
rosuvastatina que presenta un comportamiento intermediOsirori cr, 2014). Las estatinas
son predominantemente metabolizadas a sus compuestos hidroxilados, para su
excrecion biliar, el citocromo P450 (CYP450) isoforma 3A4 sirve como la principal via
para el metabolismo de lovastatina, simvastatina y atorvastatina. La pravastatina se
metaboliza por sulfatacion y conjugacion. La fluvastatina se metaboliza principalmente
por el CYP2C9 y en menor medida por el CYP3A4 y CYP2D6. La rosuvastatina se
metaboliza principalmente por el CYP2C9 y CYP2C19vaughan C.J, 2003; Davignon J. 2012)- L&
principal ruta metabdlica de la pitavastatina es la lactonizacion/glucuronizacién y a
pesar de ser una estatina lipofilica, no interactia con el CYP3A4 por la presencia del

grupo ciclopropilo en su estructura,, r, y cols., 2011)-
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3.3 Mecanismo de accion de las estatinas.

Las estatinas actuan inhibiendo reversiblemente a la enzima HMG-CoA reductasa,
uniendo sus cadenas laterales al sitio activo de la enzima, bloqueando de esta manera
el estado de transicion sustrato-producto de la enzima. Todas la familia de estatinas
comparten la misma estructura de interaccion, por lo cual, inhiben a la enzima por el

mismo mecanismo (Figura 5) (stvan s, 2002).

La estructura de la porcion catalitica de la HMG CoA reductasa de humanos en
complejo con diferentes estatinas, ha sido determinada a través de analisis
cristalografico, y lo que se observa, es que el extremo hidrofébico de las estatinas,
interactia con el sitio activo de la enzima a través de interacciones de Van Der Waals,
de hecho, lo que se observa es que los anillos hidrofébicos de las estatinas estan en un

contacto muy compacto con las hélices Lal y Lal0 del dominio mas grande de la

enzima. (Istvan ES, 2002; Istvan ES and Deisenhofer J, 2001)-

Compactin Simvastatin

Figura 5. Mecanismo de union entre la HMG CoA reductasa y diferentes estatinas (swan s and peisenhofer J,

2001)-
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De acuerdo a la estructura de cada estatina, existen diferencias no muy marcadas en
su interaccion con la enzima, por ejemplo, la atorvastatina y rosuvastatina, ambos
sintéticos, presentan un gran numero de interacciones con la enzima HMG-CoA

reductasa.

Con respecto a la HMG-CoA reductasa de mamiferos, las estatinas se unen a la
enzima en concentraciones de ICso que van desde 5nM hasta 50nM, lo cual implica un
excelente mecanismo de competencia con el sustrato natural, que presenta una K, de
4uM. Especificamente, la simvastatina, posee una ICsy de 18.1nM, esto significa que la
afinidad por sitio catalitico de este farmaco, es hasta 1000 veces mayor a la del
sustrato natural y que la unién esta mediada por un gran numero de enlaces de Van

der WaalSswvan s and Deisenhofer J, 2001)-
3.4 Efectos pleiotropicos de las estatinas.

Los efectos adicionales a la regulacion de los niveles de colesterol de las estatinas,
llamados "pleiotrépicos”, pueden depender de la actividad directa de las estatinas o ser
una consecuencia de la inhibicion de la biosintesis y/o la reduccion del colesterol
plasmatico. Estos efectos implican, desde una mejora de la funcion endotelial,
mediante la preservacion de la eNOS en células endoteliales, hasta una influencia,

aparentemente lejana, en las enfermedades arterialesorstermann U and Li H, 2011)-

Un ejemplo de los efectos pleiotropicos de las estatinas, esta relacionado con la
formacion de placas aterosclerdticas en las arterias, las estatinas no solo detienen el
proceso de formacién de la placa, también ayudan a restablecer la funcion endotelial al
inducir un aumento en la sintesis de NO. La administracion de estatinas, puede
promover una mejora en los resultados después de un evento cardiovascular en el
paciente, lo cual puede ser una consecuencia a la reduccion de la vulnerabilidad de la
placa, posiblemente mediante la inhibicion de la infiltracion de los miocitos a la pared

arterial y a la reduccion en la secrecion de metaloproteinasas geliosta s, y cols., 2000)-
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3.5 Las estatinas y la prenilacion proteica.

Muchos de los efectos que tienen las estatinas, son consecuencia de la inhibicién sobre
la sintesis de colesterol, lo que implica la inhibicion de la sintesis de intermediarios

metabdlicos utilizados en diferentes procesos celulares.

Posiblemente, el mecanismo mas importante, es la inhibicion de la sintesis de
mevalonato, una etapa preliminar de la sintesis de los isoprenos, pirofosfato de
farnesilo (FPP) y pirofosfato de geranil-geranilo (GGPP)(gurgazii kM, y cols., 2013; Lowy DR and

Willumsen BM, 1989)-

Los isoprenos son mondmeros de cinco carbonos utilizados para la sintesis de
moléculas estructuralmente complejas, tales como, el colesterol. Ambas moléculas son
utilizadas durante un proceso conocido como prenilacion, que consiste en la
modificacién pos-traduccional de muchas proteinas que estan involucradas con la
membrana celular. La interaccion de estas proteinas, con los isoprenos, implica su
correcta translocacion desde el citosol, hacia la membrana celular. De hecho, la
correcta ubicacion de estas proteinas en la membrana es un requisito para su funcion

bioldgica.

La prenilacion proteica se lleva a cabo en aquellas proteinas que tienen un motif CaaX
en el carboxilo terminal, donde “C” es una cisteina, “a” es un aminoacido alifatico y “X”
es cualquier aminoacido, en el genoma humano existen mas de 100 proteinas

conocidas 0 que se cree tienen esa secuencia, CaaX, en su carboxilo terminal

(Figurab) (chao-yung W, y cols., 2008; Hori Y, y cols., 1991)-
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Figura 6. Sitio de interaccion de las estatinas en la via de sintesis de colesterol y de los isoprenos

farnesil pirofosfato y geranilgeranil pirofosfato (PP = pirofosfato).

Como ya se ha mencionado, estos intermediarios sirven como importantes lipidos de
unién durante la modificacion pos-traduccional de una variedad de proteinas,
incluyendo, la subunidady de las proteinas G heterotrimericas, el grupo Hemo-a, las
laminas nucleares, las proteinas pequefias de unién a GTP, Ras y proteinas parecidas
a Ras como son, Rho, Rab, Rac, Ral y Rap. De esta manera, la prenilacion es un
proceso de interaccion covalente que promueve la localizacion celular y el transito

intracelular de proteinas asociadas a la membranaranaka s, y cols., 2013; Van Aelst L and D'Souza-

Schorey C, 1997)-

Los miembros de la familia de proteinas pequefas de union a GTP, Ras y Rho, son de
las principales proteinas reguladas pos-traduccionalmente por este proceso de
prenilacién, estas enzimas tienen un peso molecular de entre 20 y 25 kDa. Ras y Rho
son proteinas que alternan entre el estado inactivo, unidas a GDP, y el estado activo,
unidas a GTP, ambas proteina requieren estar interaccionando con la membrana
celular, y para que esto suceda deben ser preniladas, por ejemplo, en las células
endoteliales, la traslocacién de Ras, del citosol a la membrana, es dependiente de
farnesilacién, mientras que, la traslocacion de Rho, es dependiente de su geranil-
geranilacion, el efecto de las estatinas, al inhibir la sintesis de isoprenos, provoca que

ambas proteinas, Ras y Rho, se acumulen en el citoplasma de forma inactiva

(Figura7)rakemoto M and Liao JK, 2001)-
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Figura 7. Regulacion de la GTPasa Rho por prenilacién. La proteina Rho cambia de una forma inactiva
unida a GDP en el citosol a una forma activa unida al GTP en la membrana. Este ciclo es controlado por
diversos cofactores, incluyendo los Factores de Intercambio de Nucleétidos de Guanina (GEF), proteinas
activadoras de GTPasas (GAP), y los inhibidores de la disociacién de nucleétido de guanina (GDI). El
proceso mas importante en la activacion de Rho es dependiente de la prenilacién, la cual permite la
translocacion de Rho a la membrana y su subsecuente activacion (Liao jk and Lauts U, 2005)-

Cada miembro de la familia de GTPasas pequefias cumple funciones especificas en el
organismo, participando en la motilidad, la secrecién, y la proliferacién celular, de
hecho, efectos sinérgicos de estas funciones se pueden observar en sistemas de
sobreexpresion de estas enzimas. Por ejemplo, la forma activa de Rho comprende
funciones de sefalizacion, secrecion y movilidad celular, especialmente cuando las
células se someten a la reorganizacion de la actina de su cito-esqueleto en respuesta a
sefales extracelulares, como factores de crecimiento, el movimiento celular o la

mitosis.
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Los efectos biolégicos de Rho son mediados por una serie de efectores donde se
incluye ROCK (protein-cinasa asociada a Rho), aunque el papel exacto de muchos de
esos efectores permanece aun por elucidar gishop AL and Hall A, 2000 ROCK, es uno de los
efectores mejor caracterizados, principalmente por su efecto sobre la actina del cito-
esqueleto, donde se encarga de fosforilar e inhibir a la subunidad de unién a miosina,
en la fosfatasa de la cadena ligera de miosina, lo cual, esta relacionado con algunos

desordenes del sistema cardiovascular. (Liao jk and Laufs U, 2005; Cannon CP, y cols., 2004)-
3.6 Efectos derivados de la prenilacion proteica.

La via Rho/ROCK esté implicada en el estrés oxidativo, la rigidez aodrtica y los cambios
en la presion arterial; ademas, ROCK regula la supervivencia celular, a través de la
fosforilacibn de la proteina quinasa B/Akt y FOXO, también, puede regular la
adipogénesis, la miogénesis, asi como, la angiogénesis, la hipertension, la hipertrofia
cardiaca, la fibrosis perivascular y la hipertension pulmonar (ohria A, y cols., 2006; Rikitake Y, y

cols., 2005)-

Los PPARs son Receptores Activados por Proliferadores Peroxisomales que
pertenecen a la super-familia de receptores nucleares activados por ligando. Los
derivados de acidos grasos y eicosanoides se identificaron como los ligandos naturales
de estos receptores. Las isoformas de PPARs identificadas hasta la fecha son PPARa,
PPARR/S, y PPARYy. Todos los PPARs juegan un papel clave como reguladores de la
homeostasis energética mediante la regulaciéon de los genes implicados en el
metabolismo de carbohidratos, acidos grasos, asi como, su participacion en la

regulacion de la inflamacion.

Las isoformas de PPAR varian también en su selectividad y sensibilidad, por lo tanto,
regulan diferentes conjuntos de genes y existen diferentes consecuencias

farmacologicas al estimular cada isoforma de PPAR. (yasifska M, y cols., 2007)-
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La investigacion en los ultimos afos ha identificado a los PPARs, como actores clave

en el control de la transcripcion de genes implicados en la modulacion de la produccién

de especies reactivas del oxigeno, como son los de las proteinas desacoplantes (UCP).

Las proteinas desacoplantes, son sistemas localizados en la membrana interna

mitocondrial, importantes para la regulacion de los niveles energéticos en la

mitocondria. El tratamiento crénico de agonistas de PPARa incrementa la expresion de

UCP2 en hepatocitos de roedores. Estos datos sugieren la existencia de un mecanismo

de sefializacion a través de PPARS, sobre la expresion de genes como las UCPS (gygge

A,y cols., 2010)-

SINTESIS DEL COLESTEROL P @
HMG-CoA H;
H .ﬁEr: REDUCTASA a%‘ CooH 5, o-gc-‘g-m kg P,
3 acetil-CoA u_uc.am dcido mevalbanico de isopentenila g

ROCK ISOPRENILACION

+ FOSFORILACION = ACTIVACION

/ INHIBICION DE LA ACTIVIDAD
POR FOSFORILACION

B

CITOPLASMATIC

Figura 8. Efecto de la GTPasa Rho sobre la actividad de los PPARs. La GTPasa Rho podria regular la

expresion genética mediante la activacion de una cascada de cinasas, que finalmente repercutiria en la

inhibicién de la actividad de los PPAR mediante su fosforilacion.
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3.7 Efectos de las estatinas en el endotelio.

El endotelio vascular sirve como un importante érgano autocrino y paracrino que regula
el estado contracti de la pared vascular y la composicion celular. La
hipercolesterolemia altera la funcion endotelial, y la disfuncion endotelial es una de las
primeras manifestaciones de la aterosclerosis (padfield cy, y cols., 2013). Una caracteristica
importante de la disfuncion endotelial es la sintesis deteriorada y la liberacion del 6xido
nitrico derivado de las células endoteliales. El 6xido nitrico endotelial inhibe varios
componentes involucrados en el proceso aterogénico, por ejemplo, regula la relajacion
vascular, inhibe la agregacion de plaquetas, la proliferacién del musculo liso vascular y

las interacciones endotelio-leucocitos (andrade FA, y cols., 2014; Lei J, y cols., 2013)-

Las estatinas, aumentan la producciébn de oOxido nitrico endotelial mediante la
estimulacion y la regulacion positiva de la 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS)
prolongando la vida media del RNA mensajero de esta enzima. Ademas, se ha
observado que las estatinas restauran la actividad de eNOS aun en condiciones de
hipoxia o en presencia de LDL oxidadas (ox-LDL-C), dos condiciones que conducen a
la disfuncién endotelial. Las estatinas también aumentan la expresion de activador de
plasmindgeno de tipo tisular (t-PA) e inhiben la expresion de la endotelina-1, un potente

vasoconstrictor y mitdgeno uisada T, y cols., 2012; Laufs U, y cols., 1998)-

Aunque los efectos de las estatinas sobre la isoprenilacion de Ras y Rho puede ser
revertida por la presencia de farnesil pirofosfato y geranil-geranil pirofosfato,
respectivamente, el efecto de las estatinas sobre la expresion de eNOS sélo se revierte
por geranil-geranil pirofosfato. De hecho, la inhibicién directa de la geranil-geranil

transferasa o de RhoA promueve la expresion de eNOSaufs Uy Liao Ik, 1998)-

Otro posible mecanismo del efecto de las estatinas que puede observarse sobre la
funcién endotelial es a través de sus efectos antioxidantes. Por ejemplo, las estatinas
aumentan la relajacion dependiente del endotelio mediante la inhibicibn de la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), tales como superoxido y radicales
hidroxilo.
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Aunque la reduccion de lipidos por si mismo puede reducir el estrés oxidativo vascular,
algunos de estos efectos antioxidantes de las estatinas parecen ser independientes de

la disminucién del colesterol.

Por ejemplo, las estatinas atenuan la actividad de la angiotensina Il, inducida por la
produccion de radicales libres en las células musculares lisas, inhibiendo a la proteina
Racl via la regulacion de la actividad de la NADH oxidasa y de la regulacion negativa

sobre la expresion del receptor de angiotensina AT1 (Figura 9).

A NAD(P)H , e o
A S °
ANGIOTENSINA Il | g ng;:';io P
A * | Estrés oxidativo
i gp91 p22 [rapila
mox
AT1-R cytochrome b,
p67 A p47

\@J Rac1(p40
© S '

ESTATINAS

Figura 9. Efecto de las estatinas sobre la actividad de la NAD(P)H oxidasa. (Liao sk y Laufs U, 2005)-

3.8 Relacion de las estatinas con las células progenitoras.

Las células madre son células indiferenciadas que poseen la habilidad especial de
auto-renovarse, de diferenciarse en multiples linajes celulares y de reconstruir un tejido
determinado. La decisién de diferenciarse o de renovarse, por parte de las células
madre es cuidadosamente controlada durante la organogénesis, la homeostasis tisular

y la regeneracion de tejidos.

Por un lado, el desorden funcional de la auto-renovacién de las células madre puede
conducir a la degeneracion progresiva de un tejido, mientras que, la excesiva auto-

renovacion puede inducir tumor-génesis iy J, y cols., 2010:: Wagers AJ and Weissman IL, 2004)-
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Ademas, las células madre se han utilizado en los ultimos afios, en estudios in vitro y
en terapias basadas en la implantacion de células madre en tejidos dafiados. Sin
embargo, el cultivo primario de células madre conduce a la senescencia replicativa
prematura, limitando de este modo la capacidad proliferativa de las células madre. Se
han llevado a cabo estudios, tanto experimentales como clinicos, que han puesto de
manifiesto el hecho de que las estatinas podrian estar aumentando el namero y
mejorando el linaje de las células madre diferenciadas, y por otra parte, el efecto de las
estatinas puede ser diferente dependiendo del tipo de célula madre a diferenciar (xy j, y

cols., 2009; Suzuki G, y cols., 2009)-

Las células progenitoras endoteliales circulantes (CEP) derivan de la médula ésea y
contribuyen a la re-endotelizacion de vasos lesionados, asi como, la neo-
vascularizacion inducida por isquemia; por lo tanto, las CEP circulantes, representan un
importante mecanismo de reparacion endogena, por el cual el cuerpo se mantiene la
integridad del endotelio. Varios estudios clinicos han demostrado que el nimero y la
funcion de las CPE son afectadas en varias condiciones patolégicas. En pacientes con
enfermedad arterial coronaria (EAC) y sindrome metabdlico, el nimero de CEP
circulantes se reduce significativamente, lo cual, sugiere la importancia de aumentar el

nimero de CPE y de su actividad biolégica, durante el padecimiento de estas

enfermedades. (Jialal 1, y cols., 2010; Umemura T and Higashi Y, 2008)-

Se ha demostrado que las estatinas inhiben la senescencia de las CEP y promueven
su proliferacion, por lo tanto, las estatinas parecen ser un método terapéutico efectivo

para revertir los procesos pato-fisiopatologicos de la pérdida de CEP assmus B, y cols., 2003)-

Los efectos de inhibicién de las estatinas, son moduladas por la regulacion de varias
proteinas del ciclo celular, incluyendo la sobre regulacion de las ciclinas y regulacion
negativa de la p27Kipl, un inhibidor del ciclo celular. Este proceso es dependiente de
los intermediarios isoprenoides generados durante la sintesis del mevalonato, el
geranil-geranilpirofosfato (GGPP) o el pirofosfato de farnesilo (FPP), pero
independiente de la actividad de la 6xido nitrico sintasa, las especies reactivas de

oxigeno (ROS) y Rho quinasaxuy H, y cols., 2013)-
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4. Justificacion

Las células madre se definen comunmente como células indiferenciadas que poseen la
capacidad de auto-renovacion y diferenciacion en uno o mas tipos de células
especializadas que conforman el organismo. Se pueden dividir en dos categorias: las
células madre embrionarias y las células madre adultas. Las células madre
embrionarias, son los primeros progenitores pluripotentes, cuya diferenciacion puede
ser regulada por en condiciones de cultivo in vitro. Estas células pueden dar lugar a
células germinales y a una amplia gama de células somaticas mas especializadas tanto
in vivo como in vitro. Durante los Gltimos afios, muchos tipos de células madre adultas
0 progenitoras se han utilizado en mecanismos de terapia celular en sitios con
problemas de dafio cardiaco. Parte de los obstaculos potenciales en este tipo de
terapias, donde se utilizan células madre, son los requerimientos que las células madre
utilizan para poder diferenciarse e integrarse al tejido seleccionado, sin generar ningun
dafio (Guan K and Hasenfuss G, 2007). Durante los dltimos afos se ha tratado de resolver estos
problemas y asi, utilizar células madre para la regeneracion tisular, después de que
esos tejidos son dafiados por alguna enfermedad. Los modelos in vitro de células
endoteliales representan una herramienta valiosa para estudiar el comportamiento del
endotelio ante diferentes estimulos fisioldgicos y ante agresiones patologicas a las que
puede estar expuesto y que conducen a diferentes enfermedades como la diabetes, la
obesidad y los problemas cardiovasculares. Los cuales, se caracterizan por presentar
problemas de inflamacion donde las especies reactivas del oxigeno juegan un papel
importante como factores pro-inflamatorios alterando la homeostasis del organismo y
promoviendo el desarrollo de estas enfermedades. Se ha observado que las estatinas
son capaces de promover la diferenciacion de células madre, mediante la inhibicién de
la sintesis de isoprenos, suprimiendo la activacion del sistema Rho/Rho cinasa. Este
efecto esta asociado con el aumento en la activacion y expresion de PPARYpaintia As, y
cols., 2010)- D€ tal manera que, desarrollar y estudiar un sistema donde se mantengan
creciendo células de origen endotelial y células madre, en nuestro caso
hematopoyéticas, nos proporciona un sistema y modelo para estudiar el efecto que

tienen farmacos como la simvastatina.
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5. Hipotesis

Al inhibir la actividad de la enzima HMG-CoA reductasa, la Simvastatina previene la
sintesis de isoprenos, la regulacion de los niveles de estos intermediarios metabdlicos,
presenta efectos directos sobre la diferenciacion de células hematopoyéticas y/o
endoteliales y sobre la actividad de la familia de proteinas GTPasas, reguladas por

prenilacion.
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6.

6.1

Objetivo general.
Analizar el efecto de la Simvastatina sobre la actividad de la GTPasa Rho en
células endoteliales y en un co-cultivo de células endoteliales y células

hematopoyeéticas.

Objetivos Particulares.

Determinar el efecto de la Simvastatina, a diferentes concentraciones, sobre la
actividad de la enzima Rho en células PAE.

Analizar el efecto anti-oxidante de la Simvastina, a diferentes concentraciones, en
células PAE.

Estandarizacion de un método para el desarrollo de un co-cultivo de células PAE y

células hematopoyéticas de raton.

Evaluar la integracion de las células hematopoyéticas de ratdon, co-cultivadas con
células PAE.
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7. Material y Métodos.
7.1 Material quimico.

La simvastatina, el dimetil sulféxido (DMSO), desoxicolato de sodio (DOC), el 2-
mercaptoetanol, la diclorofluoresceina (DCF), la N-etil-maleimida (NEM), el fenil-
metano-sulfonil fluoruro (PMSF), la aprotinina, la leupeptina, el Tris, el Filgrastim, el
azul de tripano, el TEMED, el NacCl, fueron de Sigma (St. Louis, MO). El reactivo de
Bradford, el marcador de peso molecular, el persulfato de amonio (APS) y el dodecil
sulfato de sodio (SDS) fueron de Bio-Rad. La acrilamida y la bis-acrilamida fueron de
IBI scientific. La glicina fue de Baker. Metanol fue de Amresco. El Tween-20 fue de
Caledon. Los anticuerpos anti-a-actina, anti-Rho y anti PPARy fueron de Santa Cruz
Biotechnology. Los anticuerpos secundarios con HRP fueron de Jackson Immuno
Research. El Kit de quimioluminiscencia fue de Millipore. Leche svelty libre de grasa de
Nestle®.

7.2 Material biolégico.

Las células endoteliales aérticas porcinas (PAE) fueron amablemente proporcionados
por el doctor A. Sorkin (Universidad de Colorado en Denver) y se cultivaron a 37°Cy
5% de CO, en medio de Ham F12 que contenia 10% de suero fetal bovino (SFB) o
medio RPMI (Roswell Park Memorial Institute Médium) que contenia 15% de SFB y
antibidticos, para ambos medios. También se utilizaron ratones albinos machos de 2
meses de edad, para la obtencion de sangre y el aislamiento de las células
hematopoyéticas.

7.3 Extraccion de Proteina.

La extraccion de proteina se llevo a cabo utilizando un buffer de lisis modificado de
RIPA (sefton BM 2005). Que contiene, 25 mM HEPES, 100 mM NacCl, 15 mM Imidazol, 10%
Glicerol, i% Triton-X100, 2.5 mM PMSF, 10 ng aprotinina, 10 ng leupeptina, 12.5 mg/10
ml N-etilmaleimida, 70 mg/10 ml DOC. A las células endoteliales y hematopoyéticas,
sembradas en placas de cultivo de seis pozos, se levantan, se centrifugan a 1500rpm

durante 4 min y se homogenizan con 0.5mL de buffer de lisis.
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El homogenizado se centrifuga a 14,000rpm durante 10minutos, el sobrenadante se
recupera, descartando el precipitado. Se centrifuga nuevamente el sobrenadante para

descartar cualquier residuo y se le determina la concentracion de proteina.
7.4 Cuantificacion de proteina.

La concentracion de proteina se determind utilizando el método de Bradford gradford mm,
1976). EN la Tabla 1 se muestra el proceso utilizado en la realizacion de las mezclas para
determinar y cuantificar la proteina, el tubo niumero 1 fue el blanco y los tubos 2 al 6
corresponden a la curva patron con albdamina, del tubo 7 en adelante (dependiendo del
namero de muestras) corresponde a las muestras problema. La determinacion se lleva

a cabo midiendo la absorbencia a 590 nm en un espectrofotometro (Eppendorf).

Tabla 1. Reactivos utilizados para determinar la concentracion de proteina por el método de Bradford.

Tubo | Albumina (1 Muestra Reactivo de Agua Buffer de
mg/ml) Bradford lisis
(5X)
1 0.0 ul XXXXX 0.1 ml 0.4 ml 5.0 ul
2 2.5 ul XXXXX 0.1 ml 0.4 ml 5.0 pl
3 5.0 ul XXXXX 0.1 ml 0.4 ml 5.0 pl
4 7.5 ul XXXXX 0.1ml 0.4 ml 5.0 pl
5 10.0 ul XXXXX 0.1 ml 0.4 ml 5.0 pl
6 12.0 ul XXXXX 0.1 ml 0.4 ml 5.0 pl
7 XXXXX 5.0 ul 0.1 ml 0.4 ml XXXXX

7.5 Cuantificacion de las especies reactivas de oxigeno con DCF.

A las células endoteliales se les cultivd en cajas Petri de 10 ml con medio Ham’s F12,
al 50 % de confluencia se les agreg6 un tratamiento con diferentes concentraciones de
simvastatina (0.0uM 0.1pM, 0.5 uM, 1.0uM, 2.5uM, 5.0uM, 7.5uM y 10uM) durante
24horas. Después de la incubacidén con simvastatina, se eliminé el medio de cultivo, se
lavan las células, sin despegar, con buffer de fosfatos no estéril y se agregaron 10 ml
de buffer de fosfatos mas 10 pM diclorofluoresceina (DCF). A los 40 minutos, las
células se levantan, se centrifugan a 1500 rpm durante 4 min y se resuspenden en 1mL

de PBS. Se cuantifica el nimero total de células utilizando la caAmara de Neubauer.
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Finalmente, la fluorescencia del DCF se llevo a cabo por fluorometria, a una longitud de
onda de excitacion de 475nm y una longitud de onda de emisién de 525nm, a un total

de 100,000 células por muestra.
7.6 Separacion de proteinas por electroforesis.

Las muestras de proteina separaron por el método de electroforesis propuesto por
Laemmli, las cuales se sometieron a un proceso de electroforesis desnaturalizante
(Laemmii UK, 1970)- El gel separador fue al 12% y un gel concentrador al 4%. Se carg6 por
pozo, 40 pg de proteina total mezclada con un buffer de carga 3x. La mezcla se
calienta a 100°C durante 5 minutos. Se carga cada muestra y se incluye en un carril
marcador de peso molecular (precision plus protein dual standards). Se le aplica un
voltaje de 40 mV durante 215 minutos, para asegurar que las muestras lleguen al gel
separador al mismo tiempo, y después se aumentd el voltaje a 95 mV durante 2.5

horas aproximadamente.
7.7 Transferencia de proteinas.

La transferencia de las proteinas (separadas por electroforesis) a una membrana de
PVDF, se llevo a cabo por el método de Towbin (rowsin H, y cols., 1979)- EN la cual se utilizd
una camara humeda (BIO-RAD), a 4 °C y a 500 mA durante 1 hora y con agitacion
constante. La membrana de PVDF se activé con metanol al 100%, y se coloco sobre el

gel de acrilamida.
7.8 Bloqueo de la membrana

Al finalizar la transferencia, se deja secar la membrana a temperatura ambiente y se
vuelve a humedecer con metanol al 100 %, para fijar ain mas las proteinas a la
membrana. Después se incuba la membrana con una solucion de leche al 5 % disuelta
en buffer TBS mas tween-20 al 0.1 %. La incubacion se llevo a cabo durante toda la

noche a 4 °C.
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7.9 Western Blot.

La identificacion de las proteinas se realiz6 mediante inmunodeteccion. La membrana
de PVDF se incub6 con un anticuerpo primario en una solucién de TBS-tween, toda la
noche, a 4°C. Al final de la incubacion, el anticuerpo primario se recupera y la
membrana se lava cuatro veces por 10 minutos, con una solucion de TBS-Tween 0.1
%. Posteriormente, la membrana se incubd con un anticuerpo secundario unido a HRP
disuelto en una solucion de TBS-Tween 0.1 %. La incubacion con el anticuerpo
secundario, se llevo a cabo durante toda la noche. Al término, el anticuerpo secundario
se elimina y la membrana se lava cuatro veces por 10 minutos, con una solucion de
TBS-Tween 0.1 %. La Tabla 2 se muestra los anticuerpos primarios utilizados, su
origen y concentracion, asi como la concentracion del los anticuerpos secundarios y su

origen.

Tabla 2. Anticuerpos primarios utilizados durante en cada experimento.

Anticuerpo Dilucion Origen Marca
Rho 1:1000 Rabbit Millipore
PPARYy 1:1000 Goat Santa Cruz
a-ACTINA 1:1000 Rabbit Santa Cruz
HRP-Rabbit 1:10000 Rabbit Jackson
HRP-Goat 1:10000 Goat Jackson

7.10 Inmunoquimiolumniscencia.

La deteccion de los anticuerpos unidos a las proteinas de interés, se realiz6 mediante
el uso de un kit de quimioluminiscencia (Millipore). La luminiscencia emitida fue captada

mediante la exposicién y el revelado de una placa de rayos X en un cuarto obscuro.
7.11 Estandarizacion del numero de células PAE para el co-cultivo.

En placas para cultivo de seis pozos para cultivo se sembraron diferente numero de
células en cada pozo. La Figura 10 muestra las condiciones, distribucion y nimero de

células sembradas en cada pozo.
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En la caja 1 so6lo se utilizaron 3 pozos, a dos de ellos Unicamente se les adicioné medio
de cultivo Ham’s F-12 y un pozo en el que se sembraron 1562 células PAE. En la caja
2 se utilizaron todos los pozos, y se sembraron diferente nimero de células. En todos
los casos se utilizaron 2mL de medio de cultivo Ham’s F-12, en las condiciones ya
descritas. A cada caja, se le realiz6 un analisis del crecimiento, cada 24 horas, bajo el
microscopio, registrando el porcentaje de confluencia y capturando la morfologia que

presentaban durante el crecimiento del cultivo.
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Pozo 1
Medio
HAM’'s F12
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HAM’'s F12

CAJA
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PAE

Pozo 3
12500
células
PAE

Pozo 6
100000
células
PAE

Pozo 5
50000
células
PAE

Pozo 4
25000
células
PAE

Figura 10. Estandarizacion de las células PAE sembradas en diferente nimero.
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7.12 Extraccion de las células hematopoyéticas a partir de sangre periférica y médula

Osea.

La extraccion de células hematopoyéticas se llevo a cabo, utilizando 4 ratones macho
de 2 meses de edad. Los ratones fueron pesados y marcados para su identificacion.
Dos de los ratones recibieron un tratamiento que promueve la movilizacién de las
células hematopoyética de la médula 6sea. Se les administro el farmaco Filgrastim a
una concentracion de 300ug/g. Los dos ratones restantes, fueron inyectados con

solucién salina.

El Filgrastim y la solucion salina, se administraron via sub-cutdnea cada 24 horas,
durante 4 dias. Los ratones fueron sedados con cloroformo, 24 horas después del
ultimo tratamiento, y seles realizé diseccion toracica para exponer el corazén donde se
les realizd puncion cardiaca para extraer la mayor cantidad de sangre periférica

posible.

La sangre se centrifug6é a 2500rpm durante 20 minutos, para separar los componentes
sanguineos y se extrajo la fase correspondiente a los leucocitos (Buffy coat). Esa fase
se transfiri6 a un tubo falcén agregandole 10mL de buffer salino, para lisar a los
eritrocitos que pudieran estar mezclados con los leucocitos, y se incubd a 37°C durante
5 minutos, después de la incubacion se centrifugé a 1500rpm por 10 minutos, se

eliminé el sobrenadante y el botén se re-suspendié en 1mL de medio de cultivo.

Para la extraccion de células de médula 6sea, se cortaron y limpiaron las patas
traseras del animal, posteriormente se les inyectd una solucion salina en el interior del
hueso, esta solucién fue recuperada la solucion en un tubo falcon y se centrifugo a
1500rpm durante 10 minutos, el sobrenadante se descartd y las células se
resuspendieron en 1mL de medio HAM's F-12.

Se cuantificé el nUmero total de células blancas extraidas, con la cAmara de Newbauer,
y se procedid a sembrar las células en el medio de cultivo mas adecuado para el

crecimiento celular.
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7.13 Seleccion del medio de cultivo para las células hematopoyéticas.

Se sembraron 200,000 células hematopoyéticas previamente extraidas de la sangre
periférica y de la médula 6sea del ratdén, en 2mL de medio de cultivo. En este proceso
se utilizaron dos medios de cultivo diferentes, Ham’s F12 adicionado con 10 % de
suero fetal bovino mas antibioticos y RPMI adicionado con 10 % de suero fetal bovino
al 15% mas antibiéticos. La Figura 11 muestra las condiciones, distribucién y niumero

de células sembradas en cada pozo.

Pozo 1

Medio de cultivo 50000 Medio de
RPMI, 15% SFB células células cultive.
RPMI
: s Pozo 4 Pozo 5 Pozo 6
Medio fie cultivo 50000 50000 Medio de
Ham’s F12, células células cultivo.

10% SFB Ham’s F12

Figura 11. Estandarizacién del medio de cultivo ideal para el crecimiento las células hematopoyéticas de

raton.

Se realiz6 el analisis del crecimiento de las células hematopoyéticas bajo el
microscopio cada 24 horas, registrando y capturando el crecimiento que presentaban

en los medios de cultivo.
7.14 Co-cultivo de células hematopoyéticas con células PAE.

La Figura 12, muestra el disefio realizado para el co-cultivo entre las células
hematopoyéticas y las células endoteliales, asi como, el tratamiento al cual fueron
sometidos con la simvastatina. Se utilizaron un total de 10 cajas de cultivo de seis

pozos cada una.

Se sembraron 1000 células PAE en los pozos correspondientes a este tipo celular, 3
horas después, ya que las células se adhirieron a la base del pozo, se cambié el medio

de cultivo, para quitar las células muertas o no adheridas y se sembraron las células
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hematopoyéticas con 2 mL de medio nuevo en los pozos correspondientes. Las cajas

se incubaron durante 7 dias. Se realiz6é un andlisis del avance en el crecimiento celular

bajo el microscopio cada 24 horas.

CAJA 2, 3y 8(Con cubreobjetos)o

CAJA 1 solo medio de cultivoo

Medio
Ham'’s F12[]

Pozo 40
Medio
Ham’s F12[}

Medio
Ham’s F12[}

Pozo 50
Medio
Ham'’s F12[}

Medio
Ham'’s F12[}

Pozo 60
Medio
Ham’s F12[}

CAJA 4,5y 9(Con cubreobjetos)o

CAJA 6,7y 10(Con cubreobjetos)o

Con
Filgrastim

Sin
Filgrastim

Pozo 30
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célulasl]
PAEDO

Pozo 40
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PAEDO

Pozo 10
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PAEDO
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PAE +
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célulast
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Sin DMSO o Simvastatinao

Con DMSOno

Con 0.5 nM Simvastatinao

Figura 12. Disefio del co-cultivo de las células hematopoyéticas, movilizadas con Filgrastim y no
movilizadas, y las células PAE. Tratamiento con simvastatina.

Al quinto dia de incubacion se llevaron a cabo los tratamientos: control (Cajas 2, 3y 8),
1 ul/mL DMSO (Cajas 4, 5y 9) y 0.5 uM simvastatina (Cajas 6, 7 y 10). Las cajas se
incubaron durante 48 horas. Al término de la incubacion, los cultivos de lacaja2 ala 7
se levantaron por Tripsinizacion, se centrifugaron a 1500rpm durante 4 minutos y se
resuspendieron con 1mL de buffer de fosfatos. Se hizo una dilucién 1:10 se analizo el
porcentaje de viabilidad, tifiendo las células con Azul de Tripano y observandolas al
microscopio utilizando la camara de Neubauer. El resto de cada muestra celular se
centrifugd nuevamente y el precipitado de celular fue utilizado para la extraccién de

proteina y su posterior analisis por electroforesis, Western Blot e inmunodeteccion.

Las cajas 8, 9 y 10 contenian un cubreobjetos, sobre el cual crecieron las células que
recibieron un tratamiento para fijarlas, con para-formaldehido y se tifieron utilizando la

tincion de Giemza, para su analisis por microscopia.
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7.15 Anadlisis estadistico.

Los resultados se expresan como la media () de la desviacion estandar (SD). La
comparacion entre los datos a diferentes concentraciones de simvastatina se realizo
mediante un analisis unidireccional de varianza (ANOVA), en funcién de observar si los
datos se distribuyeron de manera normal o no. Se utiliz6 el programa Sigama Stat
(Jandel Scientific). Se consideraron estadisticamente significativas las diferencias,
cuando P < 0.05.
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8. Resultados
8.1 Efecto de la simvastatina sobre Rho en las células PAE.

Para determinar el efecto de la simvastatina sobre la expresion de la proteina Rho, se
sembraron en cajas Petri de 100 mm células PAE y 24 horas antes de alcanzar la
confluencia se llevd a cabo el tratamiento con diferentes concentraciones de la

simvastatina.

<€ o-Actina

Figura 13. Efecto de la simvastatina, sobre concentraciéon de la GTPasa pequefia Rho en células PAE.
Donde se indica, simvastatina 0.0uM, 0.1uM, 0.5 uM, 1.0uM, 2.5uM, 5.0 uM, 7.5 uM y 10 pM, fueron
incubadas durante 24 horas en los cultivos de células PAE. El anticuerpo Anti-Rho rabb 1:1000, fue

incubado durante toda la noche, el anticuerpo Anti-a-actina 1:1000 fue incubado durante toda la noche.
El anticuerpo secundario 1:10,000, fue incubado durante 2 horas. La figura es representativa de tres

experimentos.

La GTPasa pequefia Rho tiene un peso molecular de 22kDa y la deteccién realizada
por el anticuerpo primario muestra a la proteina inactiva o no isoprenilada, lo cual
significa que la enzima permanece en el citosol. Lo que se observa después del
tratamiento con la simvastatina es que hay un aumento considerable de las
concentraciones de proteina Rho citosolica e inactiva, este efecto es mayor cuando las
concentraciones de simvastatina son de 0.1uM, 0.5 uM u 1.0uM, comparadas contra la
cantidad de proteina Rho observada en el tratamiento control 0.0uM de simvastatina.
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8.2 Efecto de la simvastatina sobre PPAR en las células PAE.

Para determinar el efecto de la simvastatina sobre la expresion de la proteina PPARY,
se sembraron en cajas Petri de 100 mm células PAE y 24 horas antes de alcanzar la
confluencia se llevé a cabo el tratamiento con diferentes concentraciones de la

simvastatina.

Figura 14. Efecto de la simvastatina, sobre concentracion del receptor activado por proliferadores
peroxisomales gamma (PPARY). Donde se indica, simvastatina 0.0 pM, 0.1 pM, 0.5 pM, 1.0 pM, 2.5 pM,
5.0 uM, 7.5 uM y 10 uM, fueron incubadas durante 24 horas en los cultivos de células PAE. El anticuerpo

Anti-PPARygoat 1:1000, fue incubado durante toda la noche, el anticuerpo Anti-a-actina 1:1000 fue
incubado durante toda la noche. El anticuerpo secundario 1:10,000, fue incubado durante 2 horas. La

figura representativa de tres experimentos.

El receptor activado por proliferadores peroxisomales gamma (PPARy) tiene un peso
molecular de 50kDa y lo que observamos con el anticuerpo primario muestra la
diferencia en concentracion de proteina. Después del tratamiento con la simvastatina,
hay un aumento de la cantidad de proteina PPARy cuando las concentraciones de
simvastatina fueron de 0.1uM, 0.5 uM u 1.0uM, comparadas contra la cantidad de

PPARYy observada en el tratamiento control 0.0uM de simvastatina.
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8.3 Efecto de la simvastatina sobre la produccion de EROS en las células PAE.

Se determind la produccion de especies reactivas del oxigeno a siete diferentes
concentraciones de simvastatina mediante la cuantificacion de la fluorescencia emitida
por DCF-DA, un flouroforo di-acetilado que se ingresa a la célula por difusiéon pasiva, ya
en el citosol, esterasas inespecificas cortan los grupos del compuesto, impidiendo que

la molécula pueda salir de la célula.
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Figura 15. Deteccion de produccion de especies reactivas a diferentes concentraciones de simvastatina.
Donde se indica, simvastatina 0.0 uM, 0.1 puM, 0.5 uM, 1.0 uM, 2.5 uM, 5.0 uM, 7.5 uM y 10 uM, fueron
incubadas durante 24 horas en los cultivos de células PAE. Posterior a la incubacion, se eliminé el medio
de cultivo, se agregé PBS conl10 uM DCF y se incub6 a 37° durante 40minutos. La cuantificacion de la
fluorescencia se realiza en un total de 100,000 células endoteliales. Las barras representan la media *

SD de 3 experimento diferentes. * P < 0.05 vs otras concentraciones de simvastatina.

Las especies reactivas del oxigeno, presentes en el medio, interaccionan con el DCF
des-acetilado mediante una reaccion de 6xido-reduccion. El reactivo oxidado, se excita
a una longitud de onda de 475nm, el resultado de la excitacion del compuesto, es la

emision de fluorescencia a 525nm.
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Por lo tanto, la cantidad de fluorescencia emitida es directamente proporcional a la

produccion de especies reactivas del oxigeno en el interior de la célula.

Después del tratamiento con la simvastatina se observo que la produccion de especies
reactivas del oxigeno disminuyé0 marcadamente a concentraciones de 0.1 a 5 uM

principalmente a la concentracién de 0.5 pM, comparadas con el experimento control.
8.4 Crecimiento celular de acuerdo al numero inicial de células cultivadas.

Se registro el crecimiento del cultivo celular durante un periodo de cinco dias. En la
Tabla 3, se muestran los datos obtenidos de los conteos. Se incluyeron dos pozos
control, uno con solo medio de cultivo Ham’s F12 (pozo 1) y otro con medio de cultivo
mas 2uL de DMSO estéril (pozo 2). El pozo 3 contenia un total de 1,562 células PAE, el

porcentaje de confluencia maxima para este cultivo fue de 10%.

Tabla 3. Crecimiento celular

i i Porcentaje Celular por cada dia
Pozo NUumero de células
Lunes Martes Miércoles Jueves Viernes
1 Medio Ham’s F12 0% 0% 0% 0% 0%
2 Medio Ham’s F12 + DMSO 0% 0% 0% 0% 0%
3 1562 células 1% 1% 2% 5% 10 %
4 3125 células 1% 5% 10% 25% 50%
5 6250 células 5% 10% 20% 40% 60%
6 12500 células 10 % 15% 30& 50% 80%
7 25000 células 15 % 25% 40% 60% 90%
8 50000 células 25% 40% 60% 85% 100%
9 100000 células 40% 60% 90% 100% 100%

Tabla 3. Crecimiento celular. Cajas de cultivo celular con seis pozos. La tabla indica el
porcentaje de crecimiento (confluencia) de los cultivos de células endoteliales,

registrados cada 24 horas, de manera cuantitativa.

En el pozo 4 de sembraron un total de 3,125 células PAE y el porcentaje maximo de

confluencia observada fue del 50%.
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En los pozos 5, 6 y 7 se registr6 una confluencia maxima de 60%, 80% y 90%
respectivamente. En el pozo 8 se sembraron 50,000 células, que adquirieron un 100%
de confluencia al final del periodo de evaluacion. En el pozo 9 se sembraron 100,000
células endoteliales, este cultivo comenz6 con un porcentaje de confluencia del 40%

alcanzando el 100% solo cuatro dias después del dia de siembra (Figura 16).

Figura 16. Registro y analisis microscopico del crecimiento y la morfologia de los cultivos de células PAE

en un periodo establecido de cinco dias. Las imagenes fueron tomadas a un cultivo celular con 1,562
células PAE, en medio Ham’s F12 méas 10 % SFB y antibidticos, incubado a 37°C. Imagen A: adquirida a
las 24 horas de incubacién. Imagen B:Tomada a los 3 dias de incubacion. Imagen C: tomada a los4dias
de incubacion. Imagen D: a los 5 dias de incubacion. Las imagenes se tomaron con el objetivo 20X en el

dTM TM)

microscopio de fluorescencia FLiod ™ Cell Imaging Station (Life Tecnologies
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En suspension, las células endoteliales adquieren una forma circular, después de las
primeras 2 horas de siembra, las células se adhieren a la base del pozo de cultivo. A
las 48 horas de incubacién, en la Imagen A, se observa como las células comienzan a
dividirse y a formar colonias aisladas. En la Imagen B, observamos que las colonias
crecen en numero manteniendo una pequefia separacion entre célula y célula. En la
Imagen C observamos la distribucion celular es mayor y mucho mas compacta
observandose que el crecimiento celular comienza a cubrir la superficie total del pozo.
En la Imagen D ya no existen espacios vacios, es decir, se observa un cultivo al 100%
de confluencia. En este punto, las células endoteliales han logrado cubrir la totalidad de
la superficie del pozo. Después de este punto, el ciclo de division celular se detiene por
falta de nutrientes y espacio, las células en el cultivo comienzan a morir y finalmente

pierden la capacidad de adherirse a la superficie.

En comparacién con los otros pozos, que conforme al aumento en el numero de células
sembradas, la confluencia se alcanzé mas rapidamente, decidimos trabajar con este
namero de células (1562) para llevar a cabo el co-cultivo con las células
hematopoyéticas, y asegurar que el crecimiento celular de las endoteliales no fuese

mayor que las hematopoyéticas.

8.5 Estandarizacion del medio de cultivo para las células hematopoyéticas y el co-

cultivo.

Los cultivos de células hematopoyéticas de raton se llevaron a cabo en dos medios
diferentes de cultivo, medio RPMI adicionado con antibidticos y 15 % de suero fetal
bovino, y medio Ham’s F12 adicionado con antibiéticos y 10 % de suero fetal bovino.
Como se puede apreciar en las imagenes, las células hematopoyéticas se adhieren
completamente a la superficie del pozo de cultivo, presentan una morfologia circular y

un tipo de crecimiento muy disperso.

En el cultivo de las células con medio Ham’'s F12 se observa un crecimiento con

tendencia a formar agrupaciones que parecen collares.
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En contraste, el cultivo de células con medio RPMI presenta un crecimiento con
agrupaciones en forma de racimo (clusters). En ambos casos las células se encuentran

adheridas a la superficie del pozo de cultivo (Figura 17).

.A ' % Y

Figura 17. Registro y andlisis microscopico del crecimiento de células hematopoyéticas de médula 6sea
0 sangre periférica de ratén, en dos medios de cultivo diferentes. Las imagenes fueron tomadas a un
cultivo celular con 20000 células. Imagen A: células hematopoyéticas de sangre en medio RPMI a los 7
dias de cultivo; Imagen B: células hematopoyéticas de medula dsea en medio RPMI a los 7 dias de
cultivo; Imagen C: células hematopoyéticas de sangre periférica en medio Ham’s F12 a los 7 dias de
cultivo; Imagen D: células hematopoyéticas de médula ésea en medio Ham’s F12 a los 7 dias de cultivo.
. Las imagenes se tomaron con el objetivo 20X en el microscopio de fluorescencia FLiod ™ Cell Imaging

Station (Life Tecnologies™)

En ambos casos las células se encuentran adheridas a la superficie del pozo de cultivo.
Con este experimento se decidio utilizar el medio Ham’s F12 para llevar a cabo el co-

cultivo, porque las células hematopoyéticas no presentaron ningdn cambio en su

morfologia o crecimiento.
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8.6 Co-cultivos células PAE-células hematopoyéticas.

La Figura 18 muestra un cultivo de 1000 células PAE (A) y un co-cultivo con 20000
células hematopoyéticas (B), después de 5 dias de incubacion. Las células se fijan con
paraformaldehido al 4 % y se tifien mediante la técnica de Tincion de Giemza. Las
imagenes se tomaron con el objetivo 20X. En la imagen 18A, observamos un cultivo de
células endoteliales como control, las uniones células son estrechas y la morfologia de
cada una es compacta y bien definida. En la imagen 18B, observamos algunos
cambios morfolégicos que se presentan en las células endoteliales en presencia de
células hematopoyéticas. Las células PAE, comienzan a formar cuerpos mas alargados
y se observan mas dispersas, ademas, las prolongaciones de cada célula, que las

mantienen unidas entre si, se tornan mas largas y finas.

Figura 18. Registro y andlisis microscopico del co-cultivo entre células hematopoyéticas y células PAE.
Las imagenes fueron tomadas a un cultivo celular con 1000 y 20000 células, PAE y hematopoyéticas
iniciales. Imagen A: células PAE a los 5 dias de cultivo; Imagen B: Co-cultivo, células PAE (1000) con

células hematopoyéticas (20000) a los 5 dias de cultivo. . Las imagenes se tomaron con el objetivo 20X

en el microscopio de fluorescencia FLiod™ Cell Imaging Station (Life Tecnologies™).

La Figura 19, muestra un cultivo de 1000 células PAE (A) y un co-cultivo con 20000
células hematopoyéticas (B), después de 5 dias de incubacion. Las imagenes fueron
tomadas en vivo con el objetivo 20X. Es decir, la toma de la imagen se realizé a células
durante su crecimiento, las células se dejaron crecer hasta 7 dias después de su

siembra.
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Figura 19. Registro y andlisis microscopico del co-cultivo entre células hematopoyéticas y células PAE.
Las imagenes fueron tomadas a un cultivo celular con 1000 y 20000 células, PAE y hematopoyéticas
iniciales. Imagen A: células PAE a los 5 dias de cultivo; Imagen B, C, D, E y F: Co-cultivo, células PAE
(1000) con células hematopoyéticas (20000) a los 5 dias de cultivo. . Las imagenes se tomaron con el

objetivo 20X en el microscopio de fluorescencia FLiod ™ Cell Imaging Station (Life Tecnologies'")
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Se observa un cambio en la morfologia de las células endoteliales cuando se cultivan
en presencia de células hematopoyética, las células PAE, presentan un alargamiento
de su estructura, parecido a lo que sucede cuando hay regeneracién de los vasos, esas
prolongaciones terminan en una union estrecha con la célula adyacente, que puede ser

una célula endotelial o una célula hematopoyética.

En la Figura 20 se muestra el porcentaje de viabilidad celular obtenido al final de cada
tratamiento. La viabilidad celular para cada cultivo se determiné utilizando 0.3 % de
Azul de Tripan. En general, los resultados muestran que no hay dafo celular en cada
uno de los cultivos, excepto, en cultivo con solo células hematopoyéticas, para estos
cultivos, la viabilidad fue de aproximadamente 50 % de muerte celular en presencia de

simvastatina, estos resultados son similares, en las células con o sin Filgrastim300ug/g.
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Figura 20.Viabilidad celular para cada cultivo y tratamiento. El nUmero sobre cada columna indica el
porcentaje. El nimero sobre el porcentaje indica el nUmero final de células. Cada columna indica el tipo
de cultivo y tratamiento. La n, es de dos experimentos diferentes es por eso que no se agrego la barra de

desviacion.
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La Figura 21 muestra la cantidad de proteina total obtenida a partir de la lisis celular a
la que fueron sometidos los diferentes cultivos. Los resultados indican que a partir de
los cultivos con células PAE y los co-cultivos se obtuvo un buen rendimiento de
proteina, pero en el caso de las células hematopoyéticas, la cantidad de proteina
obtenida fue sumamente reducida o nula, por otra parte, el volumen final de proteina
total para cada muestra fue insuficiente. Es por eso que no hemos realizado aun
(estamos en ese proceso), la inmunodeteccién, debido a que en algunos casos,
aunque la proteina es alta no es suficiente el volumen requerido para llevar a cabo la

separacion por electroforesis.
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Figura 21.Cuantificacién de proteina para cada cultivo y tratamiento. El nimero sobre cada columna
indica el la concentracion de proteina mg/mL. La n, es de dos experimentos diferentes es por eso que no

se agrego la barra de desviacion.
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9 Discusion.

Las estatinas inhiben las sintesis del mevalonato, previniendo la sintesis de isoprenos,
entre ellos, el pirofosfato de geranil-geranilo, una molécula hidrofébica y esencial para
la activacion de proteinas como la GTPasa pequefia Rho. Ese proceso de activacion
consiste en la union del isopreno al carbono terminal de la enzima, lo cual permite el
acoplamiento de la enzima en la membrana citoplasmica y de esa manera llevar a cabo
su funcién, como es la activacién dela proteina ROCK. Cuando se inhibe la sintesis de
los isoprenos por la simvastatina, se limita el proceso de activacion de la enzima Rho,
por lo tanto, las concentraciones de la enzima en su forma inactiva, aumentan en el

CitoSOl(vano M, y cols., 2007)-

Este efecto se observa en la Figura 13, donde el anticuerpo primario, que utilizamos,
reconoce especificamente la fraccion de enzima no isoprenilada e inactiva en el citosol.
El analisis de la figura nos indica que las concentraciones de la proteina Rho no
isoprenilada aumentan principalmente en las concentraciones de Simvastatina de
0.1uM, 0.5uM 6 1.0uM, en comparacion con las concentraciones de proteina Rho (no
isoprenilada) presente en el experimento control (0.0uM simvastatina). Esto es debido a
la disminucién en la sintesis de isoprenos que previenen la translocacion de la enzima
hacia la membrana plasmatica, la unién del isopreno al carbono terminal de la enzima
permite su acoplamiento a la membrana. La simvastatina reduce los niveles de
isoprenos, por lo tanto, la cantidad de proteina no isprenilada en el citosol aumenta. Sin
embargo, a mayores concentraciones de Simvastatina, 2.5uM, 5.0uM, 7.5uM 6 10uM,
el efecto de la Simvastatina sobre la enzima Rho disminuye. Posiblemente porque al
aumentar la concentracion de este farmaco sobre las células endoteliales, comienza a
observarse un efecto téxico, ain mas, en presencia de concentraciones por encima de
20uM de Simvastatina, las células comienzan a perder su capacidad para adherirse a
la superficie. Los efectos benéficos que presentan las estatinas estan asociados solo a
bajas concentraciones terapéuticas, por el contrario, un aumento sobre la dosis

terapéutica establecida, implica la aparicion de efectos adversos y/o téxicos.
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El efecto de la simvastatina sobre la GTPasa Rho, implica que se esta llevando a cabo
la regulacion de otras proteinas involucradas en la cascada de sefalizacion, en la que
participa esta enzima, como es el efecto que tiene sobre su efector principal, ROCK | y
Il, y a su vez, sobre proteinas involucradas en distintos procesos celulares, como el

crecimiento celular o la transcripcion (ranaka s, y cols., 2013)-

Uno de esos sistemas de regulacion, involucra a los PPARs (receptores activados por
proliferadores peroxisomales) que estdn relacionados con la regulacibn de genes
involucrados en la homeostasis energética celular, como el desacoplamiento
mitocondrial, o la inhibicién de la transcripcion de genes implicados en procesos pro-
inflamatorios como el factor nuclear kB (NFkB) o el factor de necrosis tumoral a
(TNFa)mccarey bw, y cols., 2005)- Estudios recientes, han reportado que la actividad de estos
receptores, como es PPARYy, se inhibe por fosforilacién, que es parte de la accion de
Rho. Recientemente, ha sido descrito el efector inmediato de la enzima Rho, conocido
como ROCK, sin embargo, aun no se ha esclarecido por completo esta via de

sefializacion o el mecanismo exacto de la fosforilacion de los recetores PPARY. (vano m, y

cols., 2007)-

El tratamiento con Simvastatina, sobre los cultivos de células endoteliales, inhibe la
conversion de HMG-CoA en mevalonato, y la sintesis de isoprenos, interfiriendo en la
activacion de la enzima Rho, este mecanismo de la Simvastatina, paralelo a la
inhibicion de la sintesis de colesterol, permite la activacion de los receptores PPARY.
Los receptores PPARYy, que participan directamente sobre la activacién de los genes
de dos proteinas importantes, la enzima Oxido Nitrico Sintasa (eNOSs) y las proteinas
desacoplantes mitocondriales UCPs. La eNOs es esencial para la sintesis de 6xido
nitrico (NO) y la regulaciéon de la funcién endotelial, asi como su regeneracién y
crecimiento. Por otro lado, las proteinas UCPs, especificamente, las proteinas UCP2,
estan involucradas en la modulacion de la produccién de especies reactivas del
oxigeno, durante el proceso de fosforilacion oxidativa en las mitocondrias, que es uno

de los principales sitios de liberacion de especies reactivas a oxigeno en las células.

(Villarroya F, y cols., 2006)-
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En la Figura 14, se observa que la presencia de simvastatina en células endoteliales,
principalmente a concentraciones bajas, 0.1 uM, 0.5 uM y 1 uM, promovié un aumento
en la concentracion y la actividad de PPARY, lo que esta relacionado con la disminucion
de la proteina Rho activa, es decir, no se lleva a cabo la fosforilacion de PPARYy por la

cascada regulada por Rho, aumentando asi, la actividad de PPARYy en la célula.

Aun nos falta determinar el mecanismo a través del cual, la inactivacion de Rho, regula
la cantidad de proteinas como los PPARs, la cual, puede deberse a una regulacion
sobre la expresion proteica. Lo cierto es, que el tratamiento con la simvastatina tiene
también efecto sobre la cantidad la produccién de especies reactivas del oxigeno en el
endotelio.

El cual, estda asociado al desarrollo de enfermedades cardiovasculares como la
aterosclerosis o0 la insuficiencia cardiaca. Se ha demostrado que las estatinas
aumentan la actividad de los sistemas enziméticos antioxidantes, en particular, la
enzima superéxido dismutasa extracelular (SODext) presente en el endotelio y la
actividad de la tiorredoxina endotelial. (sorentino s and Landmesse U, 2005). Por lo que la
simvastatina puede actuar como un antioxidante, mediante el aumento de los

mecanismos de defensa antioxidantes enddgenos. (chopra v, y cols., 2007)-

En la Figura 15 se observa el efecto de la simvastatina sobre la produccion de especias
reactivas a oxigeno totales determinada con el fluor6foro DCF, quien interacciona con
los radicales libres, oxidandose, lo cual, permite relacionar esta oxidacion de manera
directa con la cantidad de radicales libres presentes en la célula después de un evento.
Lo que observamos fue que la simvastatina mostré un efecto protector sobre la
produccién de radicales libres, especialmente en la concentracion de 0.5 uM, donde la
cantidad de especies reactivas del oxigeno disminuyé de manera significativa, de
acuerdo al analisis estadistico, obteniendo un valor P<0.05, comparando esta

concentracion contra el respectivo control.
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Estos resultados indican que la concentracion mas efectiva de Simvastatina se
encuentra entre 0.1 uM y 1 uM, siendo 0.5 uM, la concentracion en la que se observa
un mayor efecto sobre las células endoteliales, en ambos casos, en la inactivacion de
la enzima GTPasa Rho y en la disminucién de la produccion de especies reactivas del

oxigeno.

Resultados determinados por western blot, de la enzima desacoplante mitocondrial
(UCP2), sugieren que esta regulacion se debe a un aumento en la cantidad de esta
enzima en presencia de simvastatina, proponiendo un mecanismo importante de

regulacion positiva de la simvastatina que hasta ahora no se habia sido observado.

La modulacién de la produccién de especies reactivas del oxigeno presenta un
beneficio potencial en la supervivencia de las células endoteliales, preservando las
funciones vitales en el interior de la célula y evitando procesos perjudiciales, desde la
lipoperoxidacion de lipidos presentes en las membranas, hasta la activacion de una

muerte programada mediante la via de las caspasas.

En la actualidad, muchos tipos de células madre adultas o progenitoras se han utilizado
en mecanismos de terapia celular en sitios con problemas de dafio cardiaco. Parte de
los obstaculos potenciales en este tipo de terapias, donde se utilizan células madre,
son los requerimientos que las células madre utilizan para diferenciarse y que las
células nuevas puedan integrarse al tejido seleccionado, sin generar algun tipo de dafio
(Guan K and Hasenfuss G, 2007)- LOS modelos de células endoteliales in vitro representan una
herramienta valiosa en el estudio del endotelio ante diferentes estimulos fisiol6gicos y
ante agresiones patoldgicas. Los cuales, se caracterizan por presentar problemas de
inflamacion donde las especies reactivas del oxigeno juegan un papel importante como
factores pro-inflamatorios. Se ha observado que las estatinas son capaces de promover
la diferenciacion de células madre, a través de un mecanismo dependiente de la
inhibicion de la via de sintesis de isoprenos, consecuencia del tratamiento con
estatinas, dicho proceso, es a su vez, dependiente de la inhibicién del sistema Rho/Rho

cinasa. Este efecto esta asociado con el aumento en la activacién y expresion de

PPARY (paintiia As, y cols., 2010)-
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De tal manera que, desarrollar y estudiar un sistema donde se mantengan creciendo

células de origen endotelial y células madre, resulta muy importante.

En primera instancia, se determind el numero de células endoteliales necesarias para
que los co-cultivos tuvieran una duracién minima de diez dias (Tabla 3, Figura 16). Esto
se logré, registrando el crecimiento continuo de siete cultivos con diferente nimero de
células endoteliales. La duracidon maxima registrada del crecimiento de los cultivos, fue
de 10 dias, con un total de 1,562 células PAE utilizadas durante la siembra, este cultivo
inicio con un porcentaje de confluencia del 1% al inicio de la incubacion, en el dia 4,
presentaba un porcentaje de confluencia del 10%, finalmente, en el décimo dia de

incubacion, el porcentaje de confluencia alcanzado fue del 100%.

Conforme aumenta el nimero de células sembradas de manera inicial, mas répido
alcanzan el estado de confluencia (Tabla 3, Figura 16). Este ensayo nos permitio
determinar quel000 células PAE es una buena aproximacion para establecer el

numero de células endoteliales necesarias para realizar los co-cultivos.

El siguiente paso, fue establecer el medio de cultivo ideal para el crecimiento de las
células hematopoyéticas de ratdn. Se realiz6 un ensayo con dos medios de cultivo
diferente, en el primero, las células hematopoyéticas fueron incubadas con el medio de
cultivo RPMI, adicionado con antibidticos y suero fetal bovino al 15%, este, es un medio
de cultivo esencial, disefiado para el cultivo de células en suspension y en una
atmosfera al 5% de diéxido de carbono (Figura 17 A, B). El segundo, fue el medio de
cultivo Ham’s F12 adicionado con antibiéticos y suero fetal bovino al 10% Figura 17 C,
D), este es un medio de cultivo enriquecido, disefiado para el cultivo de células
endoteliales, ademas, este medio favorece la adherencia de las células a la superficie
de crecimiento. Las células hematopoyéticas de raton fueron extraidas a partir de dos
fuentes principales, células hematopoyéticas presentes en sangre periférica (Figura 17
A, C) y células hematopoyéticas adheridas a la médula 6sea (Figura B, D), ambas,
cultivadas por agotamiento de células blancas. En todos los casos, las células
hematopoyéticas mostraron una capacidad innata para adherirse a la superficie de

crecimiento, sin embargo, solo las células hematopoyéticas extraidas a partir de sangre
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periférica y cultivadas en el medio Ham’s F12 presentaron el mejor desarrollo y
crecimiento, después de 7 dias de incubacion, se observa una tendencia a presentar
agrupaciones en forma de collares, un desarrollo tipico para el inicio de la formacion de
colonias de células hematopoyéticas. En contraste, el cultivo de células
hematopoyéticas con medio RPMI presenta un desarrollo con agrupaciones en forma
de racimo, ademas, las células se observan planas y es dificil distinguir cada una de
ellas. Por, lo tanto, en base a los datos obtenidos a partir de estos experimentos, se
establecié que el medio de cultivo mas apto para el desarrollo y crecimiento de los co-
cultivos es el medio Ham’s F12, no solo por ser el medio indicado para células
endoteliales, sino también, porque este medio permite y facilita la adherencia de las

células hematopoyéticas a la superficie.

Para el desarrollo de los co-cultivos, las células hematopoyéticas fueron extraidas a

partir de la sangre periférica y cultivadas por agotamiento de células blancas.

Previamente, mediante la administracion de Filgrastim (300 ug/g) a cada ratdén, cuya
funcién es activar la proliferacidon y liberacion de las células hematopoyéticas hacia el
torrente sanguineo. Las células hematopoyéticas se sembraron con una diferencia de 3
horas en comparacién con las células PAE, este espacio entre la siembra de cada tipo
de célula, permite a las células endoteliales adherirse completamente a la superficie, de
esta manera, se puede eliminar el medio de cultivo con las células endoteliales que al
no adherirse a la superficie, pierden su funcién y mueren, impidiendo asi, que esto sea
una variable mas que afecte el crecimiento y desarrollo de los co-cultivos (Figuras 18 y
19).

El registro microscopico de los cultivos, nos permite observar los cambios que se
presentan en la morfologia de las células endoteliales cuando crecen en presencia de
células hematopoyéticas. Las prolongaciones presentes en las células endoteliales se
vuelven mas pronunciadas, los cuerpos se tornan mas alargados y existe una clara

interaccién entre las células endoteliales y las células hematopoyéticas.
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Las células hematopoyéticas suelen presentarse principalmente sobre la parte terminal
de las prolongaciones de las células endoteliales, lo que nos indica, que las células

hematopoyéticas estan involucradas en el crecimiento de estas prolongaciones.

Esté establecido que la proliferacion y la diferenciacion de las células hematopoyéticas
esta involucrada con la reparacion del endotelio denudado, activando la proliferacion de
las células endoteliales mediante la liberacion de factores que estimulan su

crecimiento.

Un aspecto importante de la interaccion establecida entre ambos tipos celulares es el
contacto directo que se presentan entre las células. Hasta el momento desconocemos
si las células endoteliales tienen algun efecto sobre las células hematopoyéticas, los
estudios contindan, aunque, es claro que los cambios principales deben ser al nivel

molecular.

En otro punto a destacar, como se observa en la Figura 20, no un hay dafio en los co-
cultivos cuando se mide la viabilidad celular, excepto, en células hematopoyéticas en

presencia de simvastatina.

En experimentos con células endoteliales se determind que 0.5uM de Simvastatina es
una de las concentraciones mas efectivas para inhibir la actividad de la enzima Rho
(Figuras 13, 14 15).

En nuestro caso, el inicio del estudio de la interaccidn entre estos dos tipos de células,
ha comenzado a mostrar resultados interesantes, sin embargo, también es evidente
gue el siguiente paso es determinar los principales mecanismos a traes de los cuales

se presenta la interaccion entre células endoteliales y las células hematopoyéticas.
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Conclusiones.

El tratamiento con simvastatina en las células endoteliales de aorta de cerdo,
inhibe la conversion de HMG-CoA a Mevalonato, suprimiendo la sintesis de
isoprenos, lo cual repercute en la activacion de la GTPasa pequefia, Rho,

induciendo un amento en su concentracién a nivel citosélico de manera inactiva.

Este efecto sobre Rho, favorece el aumento de la actividad y la sintesis de los
Receptores Activados por Proliferadores Peroxisomales, PPARYy, factores de
transcripcion encargados de regular la expresion de genes involucrados en la
modulacion de las concentraciones de especies reactivas del oxigeno en el

interior de las células, como son las proteinas desacoplantes.

Y a su vez, este efecto repercute en la disminucion de especies reactivas a

oxigeno.

El desarrollo de un co-cultivos de células endoteliales y células hematopoyéticas,
proporciona un sistema in vivo, de regeneracion celular asi como de su

diferenciacion.

El desarrollo de técnicas de aislamiento de células madre, proporciona también

una herramienta para el desarrollo de procesos como la regeneracion celular.

El empleo de farmacos como la simvastatina ayuda a mejorar estas técnicas de
co-cultivo, debido a su papel en la regulacion de sistemas proteicos intracelulares
que modulan, la generacion de energia, la transcripcion génica y la diferenciacion

celular.

Aun falta mucho por hacer en este proyecto, hasta ahora hemos observamos
avances prometedores para la generacion de los modelos regenerativos que
involucran a las células madre maduras, como las hematopoyéticas, asi como, en

los efectos que la simvastatina tiene en la fisiologia celular.
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