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Resumen

La hiperlipidemia es uno de los desérdenes metabdlicos mas implicados en enfermedades
cardiovasculares como la aterosclerosis que cursa con un aumento de LDL oxidadas (OxLDL) en sangre.
El objetivo del estudio fue establecer la relacidon entre hiperlipidemia y fibrosis vascular, evaluando los
mecanismos implicados. Para ello, se incubaron células endoteliales con OxLDL encontrando un aumento
tanto en la expresion de fibronectina como en la produccion de radicales libres. Las OxLDL revelaron la
activacion del factor de transcripcion NFkB via produccion de radicales libres. Ademas, experimentos con
EMSA confirman que el factor NFkB esta implicado directamente en el aumento de la expresion de
fibronectina estimulado por las OxLDL en células endoteliales. Por otro lado, las OxLDL son capaces de
inducir la expresion del enzima conversor de endotelina-1 y la produccién de endotelina-1 (ET-1). La ET-1
sintetizada en células endoteliales se libera y llega a otros tipos celulares. Por tanto, se analizé el efecto
directo de la ET-1 en células musculares lisas (CML). La ET-1 también estimula fibrosis en CML medida
como expresion de la proteina pro-fibrética CTGF vy las proteinas de MEC, fibronectina y colageno |. La
ET-1 también favorece la produccion de radicales libres. El efecto de la ET-1 sobre la fibrosis fue
especifico de su unién al receptor ETA presente en CML, porque el antagonista especifico BQ123
bloqueé completamente el efecto de la ET-1. En conclusién, durante la aterosclerosis se favorecerian los
procesos de fibrosis tanto a nivel endotelial por las OxLDL como a nivel muscular por la ET-1 generada
por ellas, que podria ser la causa de la disfuncién vascular presente en la aterosclerosis.
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Introduccién

La hiperlipidemia es uno de los desérdenes metabolicos con mas prevalencia en el mundo y en especial
en paises desarrollados. Se define como un aumento de la concentracion de lipidos en sangre [1]. Estos
lipidos circulan unidos a proteinas, denominandose lipoproteinas, entre las que encontramos las
lipoproteinas de baja densidad (LDL), las cuales son susceptibles de sufrir modificaciones como la
oxidacion dando lugar a las LDL oxidadas (OxLDL) [2, 3]. Estas OxLDL estan implicadas en procesos
inflamatorios, disfuncion endotelial y remodelacion de la matriz extracelular (MEC) [4]. Todos estos
eventos estan fuertemente implicados en la patogenia de la aterosclerosis, siendo la hiperlipidemia uno de
los principales factores de riesgo de enfermedad cardiovascular [5,6].

La aterosclerosis es una enfermedad progresiva y una de las principales causas de muerte en paises
desarrollados. Consiste en un trastorno inflamatorio que cursa con formacioén de placas de ateroma en las
paredes arteriales. Estas se desencadenan por acumulacion de lipidos (OxLDL) que generan disfuncion
endotelial, seguido de proliferacion y migracién de células del musculo liso procedentes de la tinica
media, asi como aumento de fibroblastos y adipocitos en la adventicia, todo ello sumado al reclutamiento
de células del sistema inmune al endotelio (especialmente macrofagos) como consecuencia de la
liberacion de diversas moléculas quimioatrayentes por parte de las células vasculares [7,8]. La placa
aterosclerotica formada reduce el diametro y elasticidad del vaso y, por tanto, también el flujo sanguineo.

Si el deposito de OXxLDL aumenta en el interior de los macrofagos, estos sufren apoptosis y se produce la
rotura de la placa, originando un trombo capaz de obstruir la arteria y dar lugar a un evento cardiovascular
[9,10].
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Uno de los procesos implicados en la patogenia de la aterosclerosis es la fibrosis, que consiste en una
pérdida del equilibrio entre sintesis y degradacion de la MEC, generando dafio tisular. Se produce en
respuesta a un dafio al que sigue una fase inflamatoria y una de reparacion o cicatrizacion no fisiologica,
dando lugar a un aumento de la deposiciéon de proteinas de MEC que sustituyen al tejido inicial [10].
Entre ellas, podemos encontrar factores profibroticos como el factor de crecimiento transformante 3
(TGF-P) o el factor de crecimiento del tejido conectivo (CTGF), ambos estimulan la sintesis de proteinas
de MEC, adquiriendo especial interés el colageno I y la fibronectina (FN). Ademas, disminuyen la
capacidad de degradacion de MEC por parte de las metaloproteinasas de matriz (MMPs). La fibrosis esta
asociada a multiples enfermedades, locales o sistémicas, entre las que se encuentran las enfermedades
cardiovasculares [11, 12].

El estrés oxidativo también forma parte de la patologia aterosclerotica. Es generado por un aumento de
radicales libres como consecuencia de un desequilibrio con los sistemas antioxidantes. Entre los radicales
libres encontramos las especies reactivas del oxigeno (ROS) y del nitrégeno (RNS), que son producto del
metabolismo celular y pueden reaccionar con otras moléculas del organismo como el ADN vy las
proteinas. En condiciones de hiperlipidemia, pueden oxidar las LDL, transformandolas en OxLDL y
favoreciendo la aterogénesis [13]. A su vez, las OXLDL, son capaces de activar sistemas productores de
radicales libres, como la NADPH oxidasa, retroalimentando el estrés oxidativo.

Ademas, el aumento de radicales libres, también se ha relacionado con fibrosis, ya que son capaces de
promover la proliferacion y diferenciacion de fibroblastos, asi como la activacion de proteinas
profibréticas como el TGF-B o el CTGF [14], por medio de la estimulacion de proteasas capaces de
liberar a estos factores de sus proteinas inhibitorias. Este proceso se ve retroalimentado con el hecho de
que, a su vez, el TGF- también es capaz de activar sistemas productores de radicales libres [12, 15].

Los radicales libres también estan relacionados con la inflamacion, ya que son capaces de activar factores
proinflamatorios como el NFkB [18]. Este factor, puede estar formado por distintas subunidades, en este
caso estudiaremos el complejo candnico p50/p65. Se encuentra de manera constitutiva en el citoplasma
unido a una proteina inhibitoria (IkB). Cuando aparece un estimulo de NFkB, se activa la IKK o quinasa
de IkB, que fosforila IkB disociandose del complejo para ser degradada por el proteosoma, permitiendo la
translocacion del dimero NFkB (p50/p65) al ntcleo, asi como su fosforilacion para activarse [19, 20].
Especies oxidantes como el peroxinitrito, el agua oxigenada o el i6n superdxido, son capaces de activar la
IKK permitiendo que NFkB entre al nticleo para unirse a promotores de distintos genes relacionados con
inflamacion, proliferacion y fibrosis, todos ellos implicados en la patologia aterosclerotica [21].

Dos de los genes cuya expresion es activada por NFkB es el de la prepro-ET-1 [22] y el de la enzima
conversora de ET-1 (ECE-1) [9], ambos genes son fundamentales para la sintesis de ET-1 que es un
péptido secretado principalmente por las células endoteliales. Existen 3 isoformas, siendo la ET-1 la
isoforma mayoritaria y a la que nos referiremos a partir de ahora. La ET-1 es uno de los vasoconstrictores
mas potentes y es inducida por estimulos como hipoxia o isquemia [23]. Promueve la sintesis de algunas
moléculas vasoconstrictoras como angiotensina, catecolaminas y otras vasodilatadoras como el 6xido
nitrico (NO), el cual inhibe a la ET-1 actuando como un regulador negativo. Su poder vasoconstrictor
también es debido a que promueve la liberacion de calcio y activa quinasas capaces de fosforilar la
cadena ligera de miosina.

La ET-1 se sintetiza principalmente por células del endotelio vascular, aunque también la producen las
células musculares lisas (CML), el rifion, pulmoén, corazon, higado y neuronas entre otros. En primer
lugar, se genera la prepro-ET-1 que por accion de una endopeptidasa se forma la BigET-1, péptido
inactivo. Posteriormente, la BigET-1 por accion especifica de la ECE-1 se transforma en ET-1, la forma
madura y activa. La ET ejerce sus acciones tras unirse especificamente a su receptor de 7 dominios
transmembrana unido a proteinas G. Existen dos receptores tipicos ET s y ETg, predominando el ETx en
células musculares, siendo responsable de su efecto contractil, mitogénico y proliferativo, y el ETg es
mayoritario en células endoteliales y media su efecto vasodilatador generando NO y retira de la
circulacion el exceso de ET-1, compensando, por tanto, su efecto contractil. En condiciones fisiologicas
se encarga junto con el NO, de mantener el tono vascular.

También es capaz de inducir proliferacion celular por via de las MAP quinasas, asi como la expresion de
varios genes [24]. Sin embargo, alteraciones en los niveles normales de ET-1 han sido relacionadas con
patologias como hipertension, hipertrofia, diabetes y aterosclerosis. De hecho, los pacientes con
aterosclerosis presentan niveles elevados de ET-1 y ésta podria estar implicada en la fase inflamatoria
temprana, ya que junto con las OxLDL produce un aumento de moléculas de adhesién y quimiocinas,
promoviendo la migracion de macrofagos y su diferenciacion al fenotipo M1, que se corresponde con el
fenotipo inflamatorio [25]. Por otro lado, induce la sintesis de proteinas de MEC como FN, y también
potencia la accion del TGF-B y del PDGF [26-28].



Materiales y métodos

Cultivos celulares

Se han utilizado dos tipos celulares, ambos humanas, células endoteliales (EA, EA.hy926) procedentes de
ATCC vy células musculares lisas (CML, HA-VSMC) procedentes del cultivo primario de aortas de
donantes humanos. El medio utilizado para crecer las EA fue DMEM de ATCC (St. Louis, MO, USA) y
para las CML, DMEM de SIGMA (Manassas, VA, USA), ambos son medios con alta glucosa y se
suplementan con suero fetal bovino (FBS) al 10%, y con antibiéticos 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml
de estreptomicina. Las células se dejan crecer a 37°C en un incubador con 5% de CO».

La amplificacion se realiza cuando alcanzan el 80-100% de confluencia, utilizando Trypsina-EDTA para
levantar las células de la placa y sembrarlas en otras placas en funcion del experimento a realizar. En el
caso de las células endoteliales, a las placas se les afiade gelatina al 0,2%. Antes de la realizacion del
experimento, incubacién de EA con LDL oxidadas (OxLDL) o CML con ET-1, las células se lavaron con
PBS (phosphate buffered saline) para sustituir el medio por otro sin FBS con el fin de frenar el
crecimiento, detener todas las células en la misma fase y asi tenerlas quiescentes.

Oxidacion de LDL

Las lipoproteinas de baja densidad (LDL) procedentes de plasma humano (SIGMA) fueron oxidadas
durante 48h con 25uM de CuSOs, en PBS y agitacion. La oxidacion se verificé mediante electroforesis en
gel Paragon en condiciones no desnaturalizantes. La banda de las OXxLDL mostr6 una migracion dos
veces mas rapida que la de las LDL nativas (Figura 1). La concentraciéon de OxLDL utilizada para
realizar los experimentos fue de 50pg/mL.
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Figura 1.- Electroforesis en gel Paragon para detectar la oxidaciéon de LDL y compararlo con LDL
nativas y suero humano.

Medida de la produccion de ET-1

Tras los diferentes tratamientos de EA con OxLDL, se recogieron los sobrenadantes y se liofilizaron,
guardandose a -80°C hasta que se realizé el ensayo. La ET-1 se midié con un ELISA comercial de
Immuno-Biological Laboratories (IBL Co., Japan) y la absorbancia se registré a 450nm con un lector de
placas. Las absorbancias de cada muestra se extrapolaron en los datos de una curva estandar realizada con
un estandar de ET-1 conocido.

Analisis de la expresién proteica

Tras los diferentes tratamientos, se lavan las células con PBS y se afiade buffer de lisis (0.1% deoxicolato
sodico, 150 mM NaCl EGTA, 1 mM EDTA, 20 mM Tris-HCI pH 7.5, 1% Triton X-100, 10 mM
NayP,07) con inhibidor de proteasas para extraer las proteinas totales. El contenido de las placas se raspa
y se pasa a un tubo eppendorf para centrifugarlo durante 30min a 4°C y a 13000 rpm, para eliminar los
restos celulares. La concentracion proteica se mide con un kit de BioRad para poder pinchar una cantidad
fija de proteinas de cada muestra en geles SDS-PAGE al 7% en condiciones reductoras y separar las
proteinas por electroforesis a 100V, y posteriormente transferirlas a una membrana de nitrocelulosa.
Después, las membranas se bloquean con leche o BSA al 5% durante una hora a temperatura ambiente y
se lavan con Tween Tris buffered saline (TTBS) (20mM Tris-HCIL, pH 7.5, 150mM NacCl, 0.05% Tween-
20), para después ser incubadas con los anticuerpos primarios correspondientes (Tabla 1). Para el
revelado, se utiliza un kit Supersignal West Pico de Pierce (ThermoFisher) y gracias a la fluorescencia
liberada por las proteinas marcadas se impresiona la pelicula autorradiografica (X-film, Kodak).

La expresion de cada proteina estudiada es corregida en funcién de la carga, utilizando para ello la
GAPDH como gen constitutivo. Para su cuantificaciéon y correcciéon se analizan las bandas
correspondientes a la proteina de interés mediante el software “Image J”” (NIH, Bethesta, MD, USA).



Anticuerpo Casa comercial Dilucién Incubacién
Rabbit anti-Colageno I Abcam 1/500 en 3% BSA 2h R/T
Rabbit anti-Fibronectina Abcam 1/1000 en 0.05% BSA 1h R/T
Mouse anti-eNOS BD Transduction 1/2500 en 3% BSA 1h R/T
Mouse anti-peNOS BD Transduction 1/2500 en 3% BSA 1h R/T
Rabbit anti-P-NFkB p65 Cell Signalling 1/100 en 3% BSA 1hR/T
Rabbit anti-NFxB p65 Santa Cruz 1/1000 en 3% BSA 1h R/T
Mouse anti-P-IkBa Santa Cruz 1/1000 en 3% BSA O/N 4°C
Mouse anti-ECE * 1/500 en 0.05% BSA O/N 4°C
Mouse anti-GAPDH Sigma 1/1000 sin BSA O/N 4°C
Mouse anti-PARP Santa Cruz 1/1000 en 1.5% BSA O/N 4°C
Rabbit anti-CTGF Abcam 1/2000 en 3% BSA O/N 4°C

Tabla 1.- Anticuerpos primarios utilizados en la realizacion de Western blot. *El anticuerpo
monoclonal de ECE-1 (mAb AEC32-236) fue proporcionado por Kohei Shimada de Biological
Research Laboratories (Sankyo Co., Ltd. Tokyo, Japan).

Inmunofluorescencia

Las células fueron cultivadas en placas P12 con coverslips de cristal de 12mm recubiertos con gelatina al
0,2%. Al alcanzar una confluencia total, se deprivan durante 24h hasta la realizacion del tratamiento. Tras
el tratamiento, las células son fijadas con para-formaldehido al 3,7% durante 10min y luego,
permeabilizadas con Triton X-100 10min. Tras dos lavados con PBS, se bloquea con BSA al 5%, 1h, para
después incubarlas con los anticuerpos primarios (Tabla 2) durante toda la noche a 4°C. Tras la
incubacion, se afaden los anticuerpos secundarios, marcados con fluoréforos. Una vez retirado el
secundario, los nucleos son tefiidos con DAPI durante 20min, y a continuaciéon se montan los coverslips
en un portaobjetos con Prolong Gold antifade reagent. Tras 24h en oscuridad, las preparaciones son
observadas en un microscopio confocal de fluorescencia (LEICA TCS-SP5 confocal microscope, Leica
Microsystems; Wetzlar, Germany).

Anticuerpo Casacomercial  Dilucién Incubacién
Mouse anti-Fibronectina Abcam 1/100 en 1% BSA O/N 4°C
Rabbit anti-Colageno I Abcam 1/100 en 1% BSA O/N 4°C

Tabla 2.- Anticuerpos primarios utilizados en inmunofluorescencia.

Andlisis de produccion de radicales libres

Las células fueron crecidas en placas de 35mm con cover de cristal integrado y gelatina al 0,2%. Al
alcanzar el 80% de confluencia son deprivadas 24h para realizar el tratamiento posteriormente. La
produccion de ROS es detectada con una sonda CellROX de Molecular Probes (ThermoFisher, Madrid,
Espafia) a una concentracion de 5uM, afiadida en los ultimos 30min de tratamiento a 37°C.
Posteriormente, las células son fijadas con 3,7% de para-formaldehido 10min, y se visualizan in vivo en
un microscopio confocal (LEICA TCS-SPS5 confocal microcope, Leica Microsystems; Wetzlar, Germany)

Ensayo de retardo en gel (EMSA)

Los extractos nucleares se obtuvieron mediante el kit NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction
Reagent (Thermo scientific), y tras cuantificarlos fueron incubados 20min con un oligo especifico que
reconoce la secuencia de union al factor de transcripcion NFkB del promotor de la fibronectina humana
(57-ggg gga gga gaG GGA ACC CCA ggc geg age-3’), siguiendo las instrucciones del kit Lightshift



Chemiluminescent EMSA (Thermo scientific). Las muestras fueron pinchadas en un gel de poliacrilamida
tras pre correrlo 30min a 100V en buffer 0.5x Tris-borate-EDTA (TBE). Las muestras se dejan correr a
100V durante lh y posteriormente, las proteinas son transferidas a una membrana de Nylon durante
30min, en agitacion y a 380mA. Una vez transferida, la membrana es bloqueada y conjugada con las
soluciones del kit, y, por ultimo, son reveladas con luminol y H,O, durante 5min hasta adquirir la
fluorescencia necesaria para impresionar las peliculas autorradiograficas (X-film, Kodak).

Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizé con el programa Graph Pad prism 5.03 (Graph Pad Software, San Diego,
CA, USA). Se consideraron diferencias estadisticamente significativas si la p<0,05. El test estadistico
aplicado fue una ANOVA con medidas repetidas, seguido de una comparacion multiple con el test
Dunnett’s o del test Bonferroni. Los datos son expresados como la media + s.e.m. de al menos 3 o 4
experimentos independientes, y son dados como medidas arbitrarias densitométricas o de fluorescencia.

Resultados

Las OxLDL aumentan la expresion de proteinas de MEC a través de la activacion de NFkB

Las células endoteliales (EA) fueron tratadas con una concentracion de 50ug/pL de OxLDL a diferentes
tiempos de incubacion. Se eligid esta dosis de OxLDL ya que habia sido puesto a punto por el grupo
anteriormente. Las OxLDL inducen la expresion de proteinas de MEC como la FN (Fig. 1A). Ademas, las
OxLDL son capaces de inducir en células endoteliales la produccion de radicales libres (Fig. 1B)

Como se sabe que los radicales libres pueden activar factores de transcripcion como el NFkB, que a su
vez puede regular la transcripcion de diferentes genes, nos propusimos estudiar si las OxLDL estaban
regulando dicho factor. Para ello, se estudio por Western blot la expresion proteica en citoplasma (Fig.
1C) y nucleo (Fig. 1D) de la subunidad inhibitoria IkB fosforilada (p-IkB) y de la subunidad p65 del
NFkB total y fosforilada (p-NFkB). En primer lugar, se observa como las OxLDL inducen una
fosforilacion de IkB aumentando en citoplasma y reduciéndose en el nicleo, esto da paso a que NFkB se
suelte de la subunidad inhibitoria IkB y pueda translocarse al nucleo, de forma que NFkB aumenta
progresivamente en nucleo y desaparece del citoplasma. Ademas, una vez en el nicleo NFkB se activa
fosforilandose. Estos datos confirman que OXxLDL activa NFkB translocandose al nucleo.
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Figura 1.- Mecanismo de regulacion de FN inducida por las OXLDL en células endoteliales. A)
Expresion de FN. B) Produccion de ROS. C) Expresion de NFkB en citoplasma. D) Expresion de
NFkB en nucleo. E) Efecto de NAC sobre p-NFkB. F) Union del factor NFkB al promotor del gen FN
por EMSA. Carril (-): corresponde al control sin extracto nuclear y oligo NFkB biotinilado; carril (+):
corresponde al control con extracto nuclear y oligo NFkB biotinilado; carril (Desp): corresponde al
control con extracto nuclear, oligo NFkB biotinilado y exceso de oligo NFkB no marcado.

‘ ‘ GAPDH

A continuacion, se evaluo si el estimulo de NFkB inducido por las OXxLDL dependia de la produccion de
radicales libres, para ello, se pretrataron las células con un antioxidante N-acetil-cisteina (NAC, 100uM)
para estudiar la expresion de p-NFkB. Las OxLDL inducen fosforilacion de NFkB que se revierte



parcialmente con NAC (Fig. 1E), sugiriendo que su activacion depende al menos en parte de la
produccion de radicales libres.

Por ultimo, ensayos de EMSA confirmaron que NFkB estaba implicado en la transcripcion del gen de FN
(Fig. 1F). En este caso las células fueron incubadas con OxLDL a tiempos cortos (15, 30, 60, 120 y 240
minutos), y posteriormente se extrajeron los nucleos que fueron incubados con un oligo biotinilado que
reconocia especificamente la secuencia de NFkB del promotor humano de la FN. La figura 1E muestra a
la derecha como las OxLDL inducen la unién del oligo al promotor de FN, indicando que las OxLDL
inducen la expresion de FN al activar la union de NFkB a su promotor. El aumento fue méximo a los
60min. A la izquierda de la Fig. 1E se muestran los controles del EMSA, indicando que el efecto es
especifico de NFkB, ya que se desplaza con un exceso de oligo no marcado para NFkB (Desp).

Las OxLDL inducen expresion de ECE-1 y la produccion de ET-1 en células endoteliales

Las células endoteliales fueron tratadas con 50pg/pul de OxLDL a distintos tiempos. Posteriormente, se
analizo la expresion proteica de ECE-1 por Western blot, observando una estimulacion entre las 4 y 8h
(Fig. 2A). Posteriormente, se analiz6 la produccion de ET-1 mediante un ELISA comercial, confirmando
un aumento en paralelo de la sintesis de ET-1, que fue significativo entre las 6 y 8h (Fig. 2B).
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Figura 2.- Efecto de las OxLDL sobre el sistema de ET-1 en células endoteliales humanas. A)
Expresion de ECE-1. B) Produccion de ET-1.
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Figura 3.- Efecto de la ET-1 sobre la expresion de proteinas de MEC. A) Expresion de la proteina
profibrotica CTGF. B) Expresion de FN por Western blot. C) Expresion de FN por
inmunofluorescencia. D) Expresion de coldgeno 1. E) Expresion de Colageno 1 por
inmunofluorescencia. Las fotos de la inmunofluorescencia se realizaron en un microscopio confocal



con un objetivo de 40 aumentos, mostrando los nucleos tefiidos con DAPI en azul, la FN en rojo y el
colageno I en verde.

Los vasos estan formados por células endoteliales y células musculares principalmente, puesto que
encontramos que las OXLDL inducen la sintesis de ET-1, ésta al liberarse ejerce sus funciones sobre otras
células como las CML. Por este motivo, quisimos estudiar el efecto directo de la ET-1 sobre las CML en
cuanto a la regulacion de las proteinas de MEC. Se estudiaron tres proteinas, FN, colageno I y CTGF
como proteina pro-fibrotica. Para ello, las CML se incubaron con distintas dosis y tiempos de ET-1, y se
extrajeron las proteinas que fueron evaluadas por Western blot. Todas las proteinas analizadas CTGF
(Fig. 3A), FN (Fig. 3B) y coldgeno I (Fig. 3D), aumentaron de forma dosis (ET-1 24h) y tiempo
dependiente (ET-1 5nM) en CML. También se evalud la expresion y locacion celular de la FN (Fig. 3C) y
del colageno I (Fig. 3E) por inmunofluorescencia, tras incubar las CML con ET-1 5nM durante 8h. La
ET-1 indujo un aumento evidente de todas las proteinas estudiadas, favoreciendo la fibrosis muscular.

A continuacion, se analiz6 la produccion de radicales libres en CML incubadas con ET-1 5nM durante
distintos tiempos, observando un aumento paulatino con el tiempo que fue significativo a partir de los
30min (Fig. 4).
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Figura 4.- Efecto de la ET-1 en la produccion de especies reactivas de oxigeno en CML.

El receptor ETa media el efecto inductor de la ET-1 sobre la fibrosis en CML

El principal receptor de ET-1 en las CML es el receptor ETs. Para estudiar si el efecto pro-fibrético
inducido por este péptido sobre las CML, era dependiente y especifico de la unioén a este receptor, se
preincubaron las CML con un antagonista especifico del receptor ET (BQ-123 100nM) una hora antes
de afiadir la ET-1 5nM durante 8h. Después se analizaron por Western blot la expresion de FN y de
colageno I, confirmando que el efecto de la ET-1 sobre estas proteinas era especifico de su union al
receptor ET 4 porque en presencia de BQ-123 el efecto se revierte (Fig. 5).
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Figura 5.- La fibrosis inducida por ET-1 estd mediada por su union al receptor ETa en CML. A)
Expresion de colageno 1. B) Expresion de fibronectina (FN).

Discusion

En este estudio hemos logrado establecer una relacion en la hiperlipidemia, presente en enfermedades
cardiovasculares, y la fibrosis vascular.

Los experimentos realizados en células endoteliales evidenciaron en primer lugar que las OxLDL inducen
la expresion de FN vy la sintesis de radicales libres. El mecanismo implicado parece ser a través de la
activacion del factor de transcripcion NFkB por parte de los radicales libres generados por las OxLDL.
Estos resultados estan de acuerdo con la literatura [13], donde observan como las OXLDL son capaces de
estimular la sintesis de radicales libres. Ademas, se demuestra que NFkB regula positivamente la
expresion de FN inducida por OxLDL, sugiriendo que la aterosclerosis potencia el desarrollo de fibrosis
en el endotelio.

Previos estudios ya reflejaron un aumento del sistema de ET-1 por parte de las OXxLDL tanto en células
endoteliales como en ratones deficientes en apoE utilizado como modelo de aterosclerosis [9]. De acuerdo
con esos resultados, este trabajo también muestra como las OXLDL en células endoteliales humanas
aumentan tanto la expresion de ECE-1, como la produccion de ET-1. Dado que muchos autores han
descrito la comunicacion celular existente en aterosclerosis [8], estudiamos el efecto directo de la ET-1 en
CML, para simular que lo pasaria en un vaso con aterosclerosis donde las OxLDL inducen sintesis de



radicales libres, FN y también de ET-1 en el endotelio, y después esa ET-1 ejerceria sus efectos sobre
otras células préximas como las CML.

La ET-1 estimuld la expresion de la proteina profibrotica CTGF, y de proteinas de MEC como FN y
colageno I de acuerdo con la bibliografia [26-28]. Estas proteinas se han descrito como marcadores de
fibrosis por ser factores profibroticos y proteinas de MEC [11,12]. Por tanto, la ET-1 estaria induciendo
fibrosis en el musculo liso. Por otro lado, la ET-1 aumenta la produccion de radicales libres de forma muy
significativa, sugiriendo que éstos podrian estar mediando su efecto sobre la fibrosis. Sin embargo, estos
estudios quedan pendientes de ser realizados.

Por ultimo, para comprobar si los efectos observados sobre la induccion de la fibrosis eran especificos de
la respuesta de la ET-1 tras la unién a su receptor ETa presente en las CML [24], se hicieron
experimentos con el antagonista especifico de dicho receptor, BQ-123, mostrando la especificidad del
efecto. Por tanto, la inhibicion del receptor ET A es capaz de revertir la fibrosis en musculo liso estimulada
por ET-1.

Durante la aterosclerosis existe hiperlipidemia, elevandose asi los niveles de OxLDL. Estas OxLDL en
células endoteliales en cultivo son capaces de inducir sintesis de radicales libres, responsables de activar
al factor de transcripcion NFkB, que a su vez al unirse al promotor de algunos genes como el de la FN
promueve el proceso de fibrosis en el endotelio. Ademas, como las OXLDL son capaces de aumentar los
niveles de ET-1, péptido que se excreta segun se sintetiza, ésta puede actuar en diferentes células como
las CML. Esta ET-1 a su vez induce fibrosis al unirse al receptor ETA del musculo liso, que también
podria estar mediada por la sintesis de radicales libres, puesto que aumentan con la ET-1, pero este
mecanismo necesita ser explorado. En conclusion, durante la aterosclerosis se favorecerian los procesos
de fibrosis tanto a nivel endotelial por las OXLDL como a nivel muscular por la ET-1 generada por dichas
OxLDL, de forma que dicha fibrosis podria ser la causa de la disfuncién vascular presente en la
aterosclerosis.
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