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Introduccion

1. Sistema cardiovascular

El sistema cardiovascular o circulatorio es un sistema biolégico fundamental para
el mantenimiento de la vida en gran numero de organismos que, mediante la
circulacién sanguinea, permite el transporte de oxigeno y nutrientes a las células
del individuo, la eliminacion del diéxido de carbono, el mantenimiento del pH

optimo y el trafico de proteinas y células del sistema inmune.

El aparato circulatorio esta compuesto por el corazon, el érgano muscular
encargado del bombeo de la sangre, y una red de vasos sanguineos (arterias,
venas y capilares) que conforma una estructura ramificada y organizada que

posibilita el aporte de sangre a cada célula del organismo.

1.1 Componentes vasculares y estructura de la pared arterial

En su viaje desde el corazdn a los tejidos, la sangre pasa a través de una serie
de “canales” que componen el arbol vascular, formado por vasos de seis tipos:
arterias elasticas, arterias musculares, arteriolas, capilares, vénulas y venas. En
este sistema, las arterias muestran una progresiva disminucion en diametro a
medida que se alejan del corazén, desde unos 25 mm en la aorta de humanos,
hasta 0.3 mm en arteriolas. De un modo similar, el diametro es menor en las
vénulas y aumenta progresivamente a medida que se aproxima al corazén. Las
arterias son las encargadas de llevar la sangre oxigenada a los tejidos (arterias
sistémicas) y la sangre desoxigenada a los pulmones para su oxigenacion
(arterias pulmonares). Las venas por su parte, son las encargadas del trasporte
de la sangre desoxigenada, salvo las venas pulmonares que llevan sangre
oxigenada de los pulmones al corazon para luego ser distribuida por todo el

organismo (OpenStax-College, 2013) (figura 1).

Las arterias estan formadas por tres capas claramente diferenciadas

denominadas, intima, media y adventicia (figura 2) y cuyas caracteristicas
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Arteriolas, vénulas
y capilares

- Sangre oxigenada |:| Sangre desoxigenada

Figura 1. Esquema general de la circulacién sanguinea. Se representa el circuito que sigue la
sangre desde el corazén a los pulmones para su oxigenacién y posterior distribucién a los
tejidos.

definen la funcionalidad del vaso (OpenStax-College, 2013). La capa intima,
también denominada tunica intima o simplemente “intima”, consiste en una
monocapa de células endoteliales que se encuentran en contacto directo con la
sangre y cuya funcién abarca multitud de procesos, desde el control de la
coagulacion sanguinea hasta el transporte de moléculas a los tejidos. La funcion
del endotelio vascular se explica con mas detalle en el apartado 1.3 de la
Introduccion.

Bajo esta capa se encuentra la capa media o tunica media, que se subdivide en
tres partes. La mas externa se denomina capa elastica interna, compuesta por
una gran cantidad de fibras elasticas a las que se fijan las células endoteliales.
Por debajo de esta existen “olas” concéntricas de células de musculo liso
vascular (CMLVs) mezcladas con fibras elasticas que se encuentran embebidas

en una matriz rica en proteoglicanos (disacaridos unidos a proteinas que realizan
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’ Lamina elastica interna ‘

Lamina elastica externa ‘

@& Célula endotelial

P __(\/\ Lamina elastica

Células de musculo liso vascular

) T~ Elastina
<™ Fibroblasto

Fibras de colageno
. Leucocito 9

Figura 2. Estructura de la pared arterial. Esquema de la organizacion en capas de la pared
arterial. Se observan desde el interior (lumen) hacia el exterior las capas intima, media
(incluyendo las laminas elasticas interna y externa) y adventicia, asi como los principales
componentes celulares y proteicos.
una funcién de union en los espacios intersticiales). Por ultimo, entre la capa de
CMLVs y la adventicia existe otra capa de fibras elasticas conocida como
“elastica externa” que confiere resistencia al vaso. La capa mas exterior de la
media es penetrada por ramas del denominado vasa vasorum encargado del

mantenimiento biolégico de dicha estructura.

Finalmente la capa mas externa de la arteria es conocida como adventicia y esta
compuesta por fibras de colageno dispuestas en haces dispersos, fibroblastos,

fibras elasticas y, en algunos casos, por el vasa vasorum.

Esta descripcion de la estructura arterial se ajusta muy fielmente a la existente
en arterias de gran tamafo como la aorta, disefiada para actuar como reservorio

de sangre y con capacidad para amortiguar la accidn mecanica del bombeo
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cardiaco mediante estiramiento y retroceso. Sin embargo el espesor de cada una
de estas capas, asi como su estructura, varia dependiendo del calibre del mismo
y de la funcion especifica que desempenie el vaso. Por ejemplo, y a diferencia de
la aorta, la pared de las arteriolas contiene menos fibras elasticas y mas CMLVs,
lo que les confiere una mayor capacidad contractil, siendo las principales
responsables de la resistencia periférica al flujo. Por su parte, los capilares son
estructuras de muy pequeiio tamafio, hasta el extremo de ser capaces de
disponer a los glébulos rojos en hileras sencillas. Como ocurre con la capa
intima arterial, la pared capilar estd formada por una monocapa de células
endoteliales apoyada en una membrana de soporte. La principal funcién de los
capilares es permitir el intercambio de nutrientes y metabolitos entre la sangre y

los tejidos intersticiales.

1.2 La aorta. Estructura anatomica

La aorta es la arteria de mayor tamafio del organismo y, debido a sus
caracteristicas anatomicas y estructurales, es susceptible de sufrir un importante
numero de procesos fisiopatolégicos, algunos de los cuales son objeto de
estudio en este trabajo. La aorta se divide anatdmicamente en las siguientes
partes (Baliga, 2014) (figura 3):

Aorta _ascendente: Comprende el recorrido de la arteria desde la base del

ventriculo izquierdo del corazon hasta el inicio del cayado aodrtico. Esta seccion
contiene las denominadas valvulas aodrticas, cuya funcion es asegurar que la

sangre no vuelva al corazon tras ser expulsada.

Cayado aodrtico: Es el segmento de la aorta que discurre entre la aorta

ascendente y la aorta descendente. Posee forma de “u” invertida y es origen de
tres ramificaciones fundamentales: el tronco braquicefalico, las arterias carétidas

y la arteria subclavia.
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Arteria carétida

Arteria carétida -ria © s——l
izquierda ' el -

derecha

Cayado aortico

Arteria subclavia

Arteria subclavia . .
izquierda

derecha

Aorta abdominal

E Aorta ascendente

Seno aodrtico

Arteria femoral

Figura 3. Estructura anatomica de la aorta. Esquema en el que se pueden observar las
diferentes regiones a lo largo de la aorta.

Aorta descendente: Abarca desde el cayado adrtico a la bifurcacion de las

arterias femorales, y se subdivide en aorta toracica (hasta la altura del
diafragma) y aorta abdominal (desde el diafragma hasta el inicio de las arterias

femorales).

Igual que sucede al comparar la estructura de las arterias de distinto tamanio, la
composicidén celular y proteica varia a lo largo de la aorta. Esto, sumado a la
resistencia que debe soportar durante el ciclo cardiaco, confiere a la aorta una

sensibilidad particular para desarrollar procesos patolégicos (Raghavan, 2006).

1.3 El endotelio vascular

El endotelio vascular es el componente principal de la capa intima y uno de los
principales reguladores de la homeostasis arterial y del sistema cardiovascular

en su conjunto.
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Factores antitrombéticos:
A Prostaciclina, Trombomodulina,
TrombOSIS Antitrombina, Activador de
plasminégeno, Herparina, etc.

Fibrinolisis
Factores procuagulantes:
q o e Factor de von Willebrand,
ACt|VaC|°n Tromboxano A2, Tromboplastina,

: Factor V de coagulacion, Factor
plaquetana activador plaquetario, Inhibidor del

activador del plasminégeno, etc.
Permeabilidad
I Mediadores inflamatorios:
vascuilar Interleuquinas 1, 6, y 8, Leucotrienos,

MHC II, etc.
Tréfico de Metabolismo lipi B
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_= Ieucomtos Lipoproteinipasas, etc.
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Factor de crecimiento insulinico,
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Metabolismo y
Catabolismo

Productos de la matriz:
Fibronectina, Laminina, Colageno,

Angiogénesis Proteoglicanos, Proteasas, etc.

Figura 4. Funcién endotelial. Resumen de los procesos regulados por el endotelio y algunas
de las principales moléculas producidas por este tipo celular.

Desde su descubrimiento y hasta la década de los 70 del siglo XX, se le
consideré como un elemento pasivo del vaso que simplemente ejercia de barrera
de difusion para las distintas moléculas presentes en la sangre e impedia el paso
de las células sanguineas hacia la matriz vascular y los 6rganos. Actualmente se
sabe que el endotelio juega un papel activo fundamental en el correcto
funcionamiento vascular, regulando procesos tan diversos como el control de la
fluidez de la sangre, la agregacion plaquetaria y la coagulacion sanguinea, el
tono y la capacidad reactiva vascular, el control de los procesos inmunolégicos e
inflamatorios, o la angiogénesis. Estas funciones endoteliales son consecuencia
de una notable actividad metabdlica que supone la produccion de una gran
cantidad de moléculas con funcién biolégica. Las principales funciones y

moléculas producidas por el endotelio estan resumidas en la figura 4.
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A continuacién se detallan dos de los principales procesos regulados por el
endotelio vascular y que son objeto de estudio en este trabajo: la regulacion del
trafico y el reclutamiento leucocitario a los tejidos y el control del tono y la

capacidad reactiva del vaso.

1.3.1 Trafico de leucocitos y control inflamatorio. Reclutamiento

leucocitario

La migracion leucocitaria hacia los tejidos, extravasacion leucocitaria o
reclutamiento leucocitario, es el proceso por el que los leucocitos migran fuera
del sistema circulatorio en respuesta a dafios tisulares, procesos infecciosos o
ante un estimulo quimiotactico. Es por tanto un mecanismo desencadenado en
respuesta a un estado patoldgico. Este proceso esta altamente regulado y

consta de una serie de etapas bien diferenciadas (figura 5).

1.3.1.1 Captura y rodamiento

En condiciones fisiolégicas normales (estados no inflamatorios) los leucocitos no
interaccionan con las células endoteliales. Para que esto ocurra se necesita
previamente una activacion endotelial que viene precedida por un dafo local o
un estado inflamatorio sistémico. Es entonces cuando el leucocito contacta
intimamente con la superficie endotelial y comienza un proceso denominado
‘rodamiento leucocitario”. Este fendmeno depende de la activacién del endotelio
y de leucocitos, proceso basado en la expresion de moléculas de adhesion
pertenecientes a la familia de las selectinas. Las selectinas son glicoproteinas
transmembrana de tipo | con alta homologia estructural (>50%) encargadas de la
interaccién leucocito-endotelio y que se encuentran tanto en células sanguineas
como vasculares. En la actualidad se conocen tres tipos de selectinas: selectina-
E (Sel-E), presente en el endotelio, selectina-L (Sel-L), expresada principalmente
en granulocitos, monocitos y linfocitos, y selectina-P (Sel-P) descrita por primera

vez en plaquetas. Las selectinas poseen un dominio extracelular responsable de
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la interaccidén con los leucocitos y un dominio citoplasmatico con funciones de

senalizacion mediado por quinasas como ERK o MAPK.

En estado basal, las células endoteliales almacenan las Sel-P en los cuerpos de
Weibel-Palade y solo son translocadas a la superficie celular tras su activacion.
Por su parte, el gen de Sel-E se mantiene constitutivamente silente y su
expresion esta restringida a las células endoteliales activadas. Tanto Sel-P como
Sel-E median en los procesos de adhesion y rodamiento leucocitario en la zona
de inflamacién, lo que supone cierta redundancia funcional. Esto se ha
demostrado en estudio con ratones modificados genéticamente, de modo que
una deficiencia en Sel-E o en Sel-P apenas altera la adhesion leucocitaria
(Kunkel, 1996), mientras que los animales dobles deficientes presentan una
adhesion leucocitaria muy restringida (Bullard, 1996). El principal ligando
leucocitario que interacciona con ambas selectinas es PSGL-1 (Hirata, 2000;
Norman, 1995).

El rodamiento de leucocitos en la superficie endotelial establece un contacto
préximo entre los dos tipos celulares y es el primer paso hacia la adhesién y

parada, procesos regulados por integrinas, proteinas pertenecientes a otra

Iﬂﬁ u Rodamiento Adhesién I : m
o “rolling”
. .
-Selectina-L -Integrina B2 -PECAM-1

1 1 1
1 1 1
1 I 1
1 1 1
1 I 1
1 1 1
1 I 1
: - :

1
H -Ligando 1 de ! -Integrina p1 H -Integrinas
: la Selectina-P : -ICAM-1,2,3 :
1 I 1
1 1 1
1 I 1
1 I 1
1 I 1
1 I 1
1 1 1
1 I 1
1 1 1
1 I 1
1 1 1
1 I 1
1 I 1
1 H 1
1 1 L

ICAM-1,2,3
VCAM-1

— = —
ot Selectina-P
© © Selectina-E

o
:
:
y
¢

Figura 5. Esquema de las distintas etapas involucradas en la migracion transendotelial del
leucocito. Se muestran las principales moléculas expresadas en cada una de las fases tanto
en leucocitos como en células endoteliales.
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superfamilia de receptores de adhesion leucocitaria (Hood, 2002).

1.3.1.2 Adhesién firme y parada

Los leucocitos en rodamiento son activados por quimioquinas endoteliales, lo
que desencadena importantes cambios conformacionales en sus integrinas. Las
integrinas interaccionan con sus ligandos endoteliales, pertenecientes a la familia
de las inmunoglobulinas. Entre estas destacan la molécula de adhesion
plaqueta-célula endotelial (PECAM-1), la molécula de adhesién de célula
vascular (VCAM-1, o CD-106), la molécula de adhesion intracelular (ICAM-1, o
CD-45) o la molécula de adhesion de union JAM. ICAM-1 se expresa
constitutivamente en células endoteliales en estado basal y media tanto el
rodamiento como la adhesion de leucocitos, procesos en los que interacciona
preferentemente con los antigenos LFA-1 y el antigeno de diferenciaciéon de
macrofagos 1 (Mac-1). Por su parte VCAM-1 tiene una baja expresion en células
endoteliales en condiciones basales, pero se induce rapidamente por accién de
mediadores inflamatorios. VCAM-1 interacciona principalmente con el ligando
VLA-4 y media tanto en el rodamiento leucocitario como en la adhesién, lo que
evidencia un solapamiento parcial de ambos procesos (Alon, 1995; Ley, 2001;
Sans, 1999).

1.3.1.3 Diapédesis

También denominada migracion trans-endotelial, la diapédesis es el ultimo paso
en la migracién leucocitaria hacia la matriz vascular. Ocurre preferentemente a
través de las uniones entre las células endoteliales (Muller, 2003), aunque
también se ha visto que los leucocitos adheridos pueden migrar a través de la
propia célula endotelial (migracion transcelular) (Carman, 2008). El fendmeno de
la diapédesis también esta controlado por moléculas de adhesion, algunas de las
cuales se expresan entre las uniones inter-endoteliales. Por tanto, las integrinas
leucocitarias juegan un papel no solo en la migracion a través del endotelio sino
también en la infiltracién a través de la membrana basal subendotelial (Ley,
2006).
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La migracion a través las uniones entre células endoteliales implica la ruptura de
los enlaces de las selectinas en la superficie endotelial y el establecimiento de
nuevos enlaces en los margenes de las células endoteliales. La activacién de
leucocitos produce un debilitamiento de la union mediada por selectinas vy
favorece las asociaciones mediadas por integrinas. PECAM-1, CD-99 y JAM se
localizan sobre todo en las uniones inter-endoteliales y contribuyen a la
migracion paracelular. Por su parte, ICAM-1 y VCAM-1 se expresan en altas
cantidades en unas estructuras denominadas “tazas transmigratorias” (del inglés
“trasmigratory cups”), lugar especifico donde se da la migracion transcelular de

leucocitos (Carman, 2004).

La migracion leucocitaria es esencial a nivel fisiologico tanto para la respuesta
inmune como para la homeostasis hematopoyética. No obstante la desregulacion
de este mecanismo es un elemento clave en el inicio y desarrollo de procesos
fisiopatoldgicos vasculares, entre los que se incluye la aterosclerosis, donde el
reclutamiento de leucocitos en la pared vascular es fundamental en los primeros

estadios del desarrollo de la enfermedad (Mestas, 2008).

1.3.2 Requlacién del tono vascular mediada por el endotelio

Otro de los procesos regulados por el endotelio es el control del tono vascular.
Las células endoteliales poseen gran influencia en el comportamiento de las
CMLVs, alterando su capacidad contractil por medio de la liberacidn de factores
relajantes y contractiles, mediante la interaccion directa con dichas células o
modificando la actividad proliferativa de las CMLVs (Feletou, 2008).
Tradicionalmente se ha considerado que la accion del endotelio genera
respuestas esencialmente vasorrelajadoras, sin embargo el endotelio es
responsable de la produccién de un gran numero de moléculas vasoactivas con
funciones dispares. A continuacion se detallan las principales moléculas

liberadas por el endotelio implicadas en el control del tono vascular.
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1.3.2.1 Factores reguladores de la contractilidad vascular liberados por el

endotelio
-Oxido nitrico (NO)

Inicialmente denominado EDRF (del inglés Endtohelium-derived relaxing factor —
Factor relajante derivado de endotelio) (Furchgott, 1980), el NO es un radical
libre gaseoso con una potente accidn vasodilatadora. EI NO es sintetizado a
partir de L-arginina por accion de la NO-sintasa de la que se conocen tres
isoformas, la NO-sintasa | (o neuronal, nNOs o NOS-1) (Bredt, 1991; Bredt,
1990), la NO-sintasa Il (inducible, iINOS, NOS-2) (Lyons, 1992; Yui, 1991) y la
NO-sintasa Ill (o endotelial, eNOS, NOS-3) (Pollock, 1991; Sessa, 1992),
presentes todas ellas en la pared vascular. La expresion de estas enzimas esta
muy extendida a nivel cardiovascular. Por ejemplo, se sabe que nNOS se
expresa en los nervios perivasculares, en células endoteliales y en CMLVs
(Boulanger, 1998; Gonzalez, 1997; Papapetropoulos, 1997), mientras que iNOS
esta presente en todas las células nucleadas del sistema cardiovascular, como
células endotelilales, CMLVs, fibroblastos, leucocitos o mastocitos
(Papapetropoulos, 1999). Por su parte, eNOS se expresa en todos estos tipos
celulares ademas de miocitos cardiacos y plaquetas (Balligand, 1993; Sase,
1995). No obstante, a pesar de la importancia de todas ellas, la regulacion
epigenética propia del endotelio vascular hace que eNOS sea la isoforma de NO-

sintasa predominante en las células endoteliales sanas (Matouk, 2008).

Debido a su naturaleza gaseosa, la acumulacion celular de NO es muy
complicada, por lo que su sintesis esta altamente regulada para ser liberado en
el momento, lugar y cantidad adecuada. La mayoria de los efectos fisiolégicos
del NO se asocian con la activacion de la guanilil ciclasa soluble en las CMLVs
(Hofmann, 2006) a través de GMPc (Surks, 2007), el cual regula la miosina-
fosfatasa y la consecuente defosforilacion de la cadena ligera de la miosina

(Torrecillas, 2000), mecanismo responsable de la dilatacion vascular.

eNOS es la isoforma de NO-sintasa predominante en el control del tono
vascular. Ratones eNOS-/- carentes de esta enzima presentan una elevada

presion arterial sistémica y pulmonar, ademas de mostrar deficiencias en la
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relajacion inducida por acetilcolina dependiente de endotelio (Brandes, 2000;
Chataigneau, 1999; Huang, 1995). En este mismo sentido, la sobrexpresién de
eNOS en ratones produce una importante hipotension (Ohashi, 1998). Por otra
parte, INOS es la isoforma menos estudiada de la NO-sintasa, pero también
juega un papel muy relevante en la vasodilatacion, especialmente en estados

patolégicos, cuando se induce de manera muy importante (Shah, 2000).
-Derivados del acido araquidénico (prostanoides)

Un gran numero de factores reguladores del tono vascular proceden del
metabolismo del acido araquidonico, del que se obtienen moléculas como
prostaglandinas, prostaciclinas o tromboxanos. La ruta de sintesis de los
principales agentes vasoactivos derivados del acido araquidénico se resume en

la figura 6.
Prostaglandinas

Las prostaglandinas son un conjunto de moléculas con un anillo ciclopentano en
su estructura que ejercen una gran variedad de efectos (incluso contrapuestos)

de gran relevancia en el control del tono y la reactividad vascular.

Prostaglandina D,

La prostaglandina D, (PGD,) es una de las principales prostaglandinas presentes
en el sistema nervioso central y en las células del sistema inmune. También se
encuentra en la pared vascular ya que las dos clases de PGD-sintasas
responsables de su sintesis se hayan en células endoteliales, donde se
sobrexpresan en respuesta al estrés de cizallamiento (Taba, 2000). A nivel
vascular la PGD; interacciona con los receptores DP1 y DP2 lo que provoca

vasodilatacion y promueve la permeabilidad vascular.

Prostaglandina E,

La prostaglandina E2 (PGE,) es la prostaglandina mas abundante en el cuerpo
humano y posee multiples efectos fisioldgicos, entre los que destacan la

secrecion y la motilidad gastrica, la formacion 6sea, la generacion de dolor, la
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Fosfolipasa C Fosfolipasa A2

PGH, sintasa
(COX-1, COX-2 y peroxidasa)

‘ Vasodilatacion ‘

2y -—| |

PGD sintansa
| Prostaciclina sintasa | | Tromboxano sintasa
EA-— EA
‘ Vasodilatacion ‘
‘ Vasodilatacion ‘ ‘ Vasoconstriccién ‘

Figura 6. Esquema de la ruta de produccién de los principales agentes vasoactivos derivados
del acido araquidénico. Se muestran tanto las moléculas activas (azul) como las enzimas
encargadas de su produccion (rosa).

inflamacion, la funcion reproductora femenina, el control de la temperatura
corporal, el control del estado vigilia-suefio y la regulacion de las funciones
renales y de presién arterial. A nivel vascular, PGE; posee efectos contrapuestos
ya que provoca tanto relajacion como contraccidon del musculo liso vascular. Este
fendbmeno puede ser atribuido a la existencia de al menos cuatro subtipos de
receptores acoplados a diferentes rutas de sefalizacidén con los que interacciona
PGE; (EP — receptores de prostaglandina E; EP1, EP2, EP3 y EP4 (Hata, 2004;
Legler, 2010; Park, 2006; Sugimoto, 2007). La PGE; es producida por accion de
las ciclooxigenasas (COXs) y por tres PGE-sintasas que se expresan de manera
constitutiva en multitud de tejidos y tipos celulares, una citosodlica (cPGES) y dos
unidas a membrana plasmatica (MPGES1 y mPGES2). cPGES se asocia
prioritariamente con la actividad de COX-1. Por su parte mPGES-1 se localiza en
la membrana perinuclear y muestra homologia significativa con la superfamilia
de las proteinas asociadas a membrana responsables del metabolismo de
eicosanoides y glutation (superfamilia MAPEG). A nivel vascular, se ha descrito
que esta isoforma se expresa tanto en endotelio como en musculo liso y su nivel

de expresion aumenta en respuesta a estimulos que inducen la actividad de
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COX-2 (Murakami, 2002). Por su parte, mMPGES-2 es una proteina constitutiva
asociada a la membrana de Golgi que puede acoplarse tanto a COX-1 y COX-2
(Kudo, 2005).

PGE; es ligando comun de los cuatro subtipos de receptores (EP1, EP2, EP3 y
EP4). La estimulacion del receptor EP1 produce un incremento de la
concentracion de calcio intracelular y se relaciona con procesos de contraccion
vascular, mientras que la activacion de EP2 y EP4 aumenta la cantidad de AMPc

intracelular y provoca vasodilatacion.

Prostaglandina F»

Las isoformas de la prostaglandina F, (PGF;) se sintetizan a partir de la
prostaglandina H, (PGH2) por la 9-11 endoperoxidasa-reductasa asociada a
membrana y a partir de PGD; por la 11-ketoreductasa citosdlica y la 9-
ketoreductasa (Helliwell, 2004; Watanabe, 2002). La interaccion de la
prostaglandina F2a con el receptor FP genera un aumento de la concentraciéon
intracelular de calcio. Esta prostaglandina, producida en la pared vascular
(incluido el endotelio) es un potente vasoconstrictor, no solo por su accién sobre
los receptores FP sino también por su interaccion con los receptores TP

(receptores de tromboxano).

Prostaglandina I, (prostaciclina)

La prostaciclina (PGl) es una substancia inestable formada por la prostaciclina
sintasa, un miembro de la superfamilia de enzimas del citocromo p450. La
prostaciclina sintasa se expresa en altas cantidades en células endoteliales
(Tang, 2008) vy esta intimamente asociada con COX-1 (Kawka, 2007) y COX-2
(Norata, 2004).

La prostaciclina es un potente vasodilatador dependiente de endotelio (Moncada,
1976; Moncada, 1977; Moncada, 1978; Radomski, 1987a, b). Se ha demostrado
que la ausencia de la prostaciclina sintasa en ratones genera hipertension con
engrosamiento y esclerosis de la pared arterial (Smyth, 2002; Wu, 2005). Al

contrario, su sobrexpresion, individualmente o en asociacién con COX-1,
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previene la hiperplasia de la intima inducida por dafo, la hipertension pulmonar y

el remodelado vascular (Geraci, 1999; Todaka, 1999).

La prostaciclina es ligando preferencial de los receptores IP, cuyo principal
sistema de sefalizacion ocurre a través de la quinasas dependientes del AMPc.
La ablacién genética de los receptores IP estd asociada a un incremento de la
restenosis inducida por dano vascular (Cheng, 2002), al incremento de episodios
trombaoticos (Murata, 1997), al desarrollo de aterosclerosis (Egan, 2004;
Kobayashi, 2004) y al aumento de dafio por reperfusion (Xiao, 2001). De igual
modo, la inhibicién farmacoldgica especifica de los receptores IP bloquea la

respuesta inducida por agentes vasodilatadores (Gluais, 2005; Gomez, 2008).

La prostaciclina juega un importante papel en la vasodilatacion mediada por flujo
(Duffy, 1998; Koller, 1993). Sin embargo, su contribucion a la relajacion aguda
dependiente de endotelio en respuesta a mediadores neurohumorales es a
veces considerada minima, ya que los inhibidores de COX, particularmente la
indometacina, no alteran estas respuestas. Por ello, el papel de la prostaciclina
como un mediador endoégeno responsable de la relajacion dependiente de
endotelio queda a veces en un segundo plano, solo evidenciandose cuando
otras rutas lideres en la respuesta dependiente de endotelio son inhibidas
(Corriu, 1996; Zygmunt, 1998). Un ejemplo de esto es la aumentada contribucién
de PGIl, a las respuestas dependientes de endotelio en ratones deficientes de
eNOS (Chataigneau, 1999; Sun, 1999).

La relajacion en respuesta a PGl, o sus analogos sintéticos esta frecuentemente
asociada con una hiperpolarizacion concomitante de las CMLVs, proceso que
puede provocar la apertura de distintos subtipos de canales de potasio
contribuyendo decisivamente a la hiperpolarizacion en algunos tejidos (Clapp,
1998; Corriu, 2001; Li, 1997; Olschewski, 2006; Orie, 2006; Parkington, 2004).

Por ultimo, en numerosos lechos vasculares, PG, puede actuar no solo como un
factor relajante derivado de endotelio sino como una substancia
vasoconstrictora, bien promoviendo la liberacion de factores vasoconstrictores
derivados del endotelio, o, a altas concentraciones, activando directamente los

receptores TP del tromboxano.
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Tromboxano A,

El tromboxano A; (TXA;) fue descrito originalmente en plaquetas (Hamberg,
1975) como un compuesto activo intermediario en la conversion de
prostaglandina G, a tromboxano B,. El TXA; es un compuesto inestable derivado
de la actividad de COX-1 (Funk, 2007) y, en menor medida, de COX-2 (Grandel,
2000). Tanto las células endoteliales como las CMLVs de la pared vascular
sintetizan TXA, (Feletou, 2009). El TXA, es producido enzimaticamente a partir
de PGH; por la tromboxano sintasa, enzima perteneciente a la superfamilia del
citocromo p450 y expresada en gran numero de tejidos en mamiferos,
incluyendo plaquetas, CMLVs y células endoteliales (Shen, 1998; Shiokoshi,
2002; Tang, 2008; Wang, 2002). El TXA; es ligando preferencial del receptor TP
cuya transduccion de sefales involucra preferentemente dos tipos de proteinas

G, la familia Gq y la familia Gg12/13.

Ademas de ejercer accidn vasoconstrictora, el TXA; esta implicado en los
mecanismos reguladores de la agregacion plaquetaria y de la contraccion y
proliferacion de CMLVs, en el desarrollo de alergias, en la modulacién de la
inmunidad adquirida, la aterogénesis, la neovascularizacion y la metastasis de

células cancerigenas (Nakahata, 2008).
-Especies reactivas de oxigeno

Las especies reactivas de oxigeno engloban una serie de moléculas de pequefio
tamafo derivadas del metabolismo del oxigeno, entre las que se encuentran
peroxidos, radicales libres e iones de oxigeno. Estas moléculas ejercen una
importante funcion en la senalizacion celular. En el sistema vascular, potencian
la estabilidad e incrementan la densidad de receptores TP en la membrana
celular de células endoteliales. La generacion de eicosanoides, la estabilizacion
post-trascripcional de los receptores TP y la produccién de NO son fenbmenos
dependientes de estas especies reactivas de oxigeno, lo que las convierte en

reguladores criticos de la homeostasis vascular.
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1.4 Remodelado patolégico de la pared vascular

Debido a la importancia del sistema cardiovascular en el mantenimiento de la
vida, existen multitud de mecanismos que garantizan su correcto funcionamiento.
Sin embargo estos mecanismos pueden ser sobrepasados como consecuencia
de llevar habitos de vida poco saludables o del gradual envejecimiento del
organismo, lo que promueve el establecimiento de procesos fisiopatolégicos

desencadenantes de la enfermedad cardiovascular.

Las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de muerte a nivel
global. Se estima que en 2008, 17.3 millones de personas murieron debido a
ellas, 7.3 millones a causa de una cardiopatia isquémica y 6.2 como
consecuencia de un accidente cerebrovascular (Alwan, 2011). Lejos de
reducirse, se calcula que el numero de personas que moriran por alguna
enfermedad cardiovascular podria superar los 23 millones en 2030 (Mathers,
2006). En términos generales, la situacion en Espafia es similar al resto del
mundo. Datos de 2006 tasan en 120.000 el numero de personas fallecidas en
nuestro pais a causa de estas enfermedades (Bertomeu, 2008), aunque la
prevalencia de algunas de ellas esta por debajo de la media mundial (Banegasa,
2006), en parte atribuible a ciertos habitos de vida saludables propios de la

cuenca mediterranea.

Entre las enfermedades cardiovasculares mas comunes caben destacar la
hipertension, el accidente cerebrovascular, la aterosclerosis, el aneurisma o el
fallo cardiaco. Muchas de ellas son consecuencia de un remodelado vascular
patolégico (Pasterkamp, 2000; Pasterkamp, 2004; Touyz, 2005; Ward, 2000)
debido a un proceso inflamatorio local y la posterior modificaciéon de la
composicidon del vaso, lo que afecta negativamente a la funcionalidad del mismo
(Berk, 2001).

1.4.1 Aterosclerosis

La aterosclerosis es una enfermedad vascular progresiva caracterizada por la

acumulacion de lipidos y elementos fibrosos en arterias de medio y gran tamano.
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La generacion de placas ateroscleréticas conlleva la estenosis del vaso afectado
y en ultimo término, como consecuencia de su rotura, la formacién de un trombo
oclusivo. El proceso aterosclerético esta favorecido por una serie de factores de
riesgo, entre los que se incluyen la hipertensién, el tabaquismo, la
hipercolesterolemia y ciertos factores genéticos. A continuacion se detallan los
distintos procesos celulares y fisiopatolégicos involucrados en el desarrollo de

esta enfermedad.
1.4.1.1 Fisiopatologia de la aterosclerosis

Se considera que la presencia de altos niveles en sangre de lipoproteinas de
baja densidad (LDLs - del inglés Low-Density Lipoprotein) es el factor

desencadenante de la formacion de placa de ateroma. Las LDLs atraviesan
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Figura 7. Esquema de las principales etapas en la formacion de la placa aterosclerética. (A)
Arteria en condiciones fisiolégicas (B) Activacion endotelial, migracion leucocitaria al espacio
subendotelial y formacion de células espumosas (C) Crecimiento de la placa aterosclerética
como consecuencia de la migracion de células de musculo liso vascular, la acumulacion de
células espumosas y la formacion del vasa vasorum. (D) Rotura de la placa ateroscleroética y
formacién del trombo. Adaptado de “Progress and challenges in translating the biology of
atherosclerosis” Libbv P et al. Nature 2011.
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pasivamente la barrera endotelial y se acumulan en la matriz vascular donde
sufren procesos de modificacion como lipdlisis, protedlisis y oxidacion. Estas
LDLs modificadas poseen un importante caracter inflamatorio y son
fundamentales en los procesos de activacion endotelial previo al reclutamiento
de leucocitos en la matriz vascular (Skalen, 2002). Como consecuencia de la
acumulacion de LDLs modificadas, el endotelio expresa moléculas de adhesion y
libera factores de crecimiento como el factor estimulante de colonias de
macréfagos (MCSF), lo que estimula el reclutamiento leucocitario (proceso
detallado en el apartado 1.3.1 de la Introduccion) y la actividad de monocitos y
macrofagos. La produccion de MCSF promueve la proliferacion de los monocitos
extravasados y su diferenciacion a macrofagos (Smith, 1995) y favorece la
expresion de receptores “basurero” encargados de retirar las LDLs oxidadas
mediante su procesamiento lisosomal. El colesterol libre generado como
consecuencia de este proceso es incorporado a la membrana celular de los
macrofagos o bien es devuelto a la circulacién sanguinea asociado a moléculas
de HDL (transporte reverso de colesterol) (Tall, 2000). Cuando el macréfago no
es capaz de metabolizar todas las LDLs oxidadas, el colesterol se acumula en su
citosol en forma de gotas lipidicas, formando las denominadas células
espumosas. Estos macréfagos poseen un comportamiento aberrante
caracterizado por la liberacion de un mayor numero de citoquinas
proinflamatorias, lo que potencia los fenomenos descritos previamente en este
parrafo y favorece la progresion de la lesion (Glass, 2001; Li, 2002). Estos
primeros acontecimientos conducen a la formacion de placas ateroscleréticas de
pequefio tamafo ricas en macréfagos, denominadas “estrias grasas” (del inglés

fatty streaks).

La transicion desde una lesién relativamente pequefia a una mas compleja y de
mayor tamafo se caracteriza por la proliferacion de CMLVs y su migracion desde
la capa media de la arteria, a través de la lamina elastica interna, hasta la
neoitima subendotelial. Esto sucede como consecuencia de una importante
produccion de mediadores inflamatorios y quimiotacticos (IL-6, IL-8, MCP-1 etc.)
por parte de los leucocitos extravasados (principalmente de los macrofagos

disfuncionantes). Por ultimo, las CMLVs proliferan y captan LDLs modificadas
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contribuyendo a la formacién de nuevas células espumosas y a la sintesis de

proteinas de matriz extracelular (Paulsson, 2000; Ross, 1999).

El principal riesgo que conlleva la formacion de placa de ateroma es su posible
rotura. Cuando esto ocurre se liberan al torrente circulatorio factores
procoagulantes que desencadenan la formacién de un trombo y la obstruccién
del flujo sanguineo. El hecho de que la placa aterosclerética se rompa depende
de su vulnerabilidad, la cual viene determinada en gran medida por la presencia
de una gruesa capa de tejido conectivo denominada “capa fibrosa”. Por lo
general las lesiones mas vulnerables son las que tiene una capa fibrosa pequena
y un alto contenido en células inflamatorias. Sin embargo, existen placas de gran
tamafo que provocan un importante grado de estenosis vascular pero son muy
resistentes a la rotura (Finn, 2010). En lesiones avanzadas, la muerte de los
macrofagos presentes en el nucleo aterosclerético produce la liberacion del
factor tisular, desencadenante de la activacion de la cascada de coagulacién
(Mallat, 1999; Toschi, 1997) y la liberacion de distintas metaloproteinasas (Galis,
1994; Shah, 2001) que degradan la capa fibrosa y desestabilizan la placa. Otro
factor que afecta a la estabilidad de la lesion es el grado de neovascularizaciéon
de la misma. La formacion del vasa vasorum no solo incrementa el tamafio de la
placa aterosclerética facilitando la llegada de nuevas células inflamatorias
(Moulton, 2003) si no que, dada su baja celularidad, debilita a la placa
(Jeziorska, 1999; Virmani, 1998). La formacién del trombo como consecuencia
de la rotura de la placa aterosclerdtica es el causante final del evento isquémico
asociado a la aterosclerosis (infarto de miocardio o cerebral). Las principales

etapas de la aterogénesis se han resumido en la figura 7.

1.4.1.2. Modelos de estudio de aterosclerosis. El raton apoE-/-

En la actualidad existen multitud de modelos animales empleados para el estudio
de la aterosclerosis (Getz, 2012), pero gracias a su facil manejo y bajo coste de
mantenimiento, los modelos murinos son los mas ampliamente utilizados. Pese a
ello, existen claras diferencias en las caracteristicas de las lesiones
ateroscleroticas presentes en ratones y en humanos. Por ejemplo, los ratones

suelen presentar placas de tamano variable pero de gran estabilidad, lo que
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dificulta la realizacion de estudios de vulnerabilidad. Ademas los ratones son
muy resistentes a la formacién de placa aterosclerética tanto en condiciones
basales como en estados hipercolesterolémicos inducidos con dieta rica en
grasa. Para solventar este problema se suelen utilizar modelos modificados
genéticamente basados en la alteracion del metabolismo lipidico que
incrementan la susceptibilidad a padecer la enfermedad. Uno de estos modelos

es el raton deficiente en apoliproteina E (ratén apoE-/-).

La apoE es una glicoproteina sintetizada principalmente en higado y cerebro,
que se encuentra presente en todas las lipoproteinas circulantes (a excepcién de
las LDLs). Su funcion es ser ligando de receptores que eliminan los remanentes
de quilomicrones y lipoproteinas de muy baja densidad (VLDLs — del inglés Very-
Low Density Liporpoteins) en sangre. Sin embargo también se ha observado que
la apoE se sintetiza en monocitos y macréfagos vasculares, lo que les confiere
una importante funcion en la homeostasis del colesterol y en la reaccion

inflamatoria especifica de las arterias ateroscleroticas (Curtiss, 2000).

El raton apoE-/- fue generado independientemente por dos laboratorios mediante
inactivacion del gen apoE enddgeno (Plump, 1992; Zhang, 1992). El ratén apoE-
/- presenta niveles de colesterol muy superiores a los de animales silvestres
(=500 mg/dL frente a =100 mg/dL, respectivamente). Este incremento de
colesterol se acumula sobre todo en la fraccion de VLDLs y de quilomicrones, a
diferencia de lo que ocurre en ratones silvestres, cuya principal lipoproteina en
sangre es la HDL. La alimentacién con dieta grasa produce en ratones apoE-/-
un importante incremento de colesterol sérico, pudiéndose alcanzar
concentraciones de hasta 2000 mg/dL (Plump, 1992; Zhang, 1992). Como
resultado de esta hipercolesterolemia, los ratones apoE-/- desarrollan de manera
acelerada, placas de ateroma con caracteristicas similares a las observadas en
humanos (Reddick, 1994).
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1.4.2. Aneurisma Aodrtico Abdominal (AAA)

Otra de las enfermedades asociadas a un remodelado vascular es el AAA. Un
aneurisma arterial se define como una dilatacién focal y definida del vaso. Los
AAA son dilataciones que se generan en la aorta abdominal y que suponen un
aumento de mas del 50% del diametro original (Johnston, 1991). La formacién
de aneurismas es muy comun en la aorta abdominal debido a su localizacién
cerca de la mayor ramificacion aodrtica que la expone a importantes fuerzas
hemodinamicas (Zatina, 1984). Normalmente los AAA se originan en la region
diafragmatica y se extienden hacia la bifurcacion de las arterias iliacas derecha e
izquierda, pudiendo ser de tamafio muy restringido o, por lo general, ocupando
gran parte de la aorta. A diferencia de lo que sucede con la aterosclerosis, la
prevalencia de AAA es relativamente baja (entorno a un 4,5% de la poblacion
total), siendo 6 veces mas comun en hombres que en mujeres (Norman, 2007).
El principal riesgo que conlleva la formacion de AAA es la posible rotura del
vaso, lo que supone la muerte del individuo en el 90% de los casos (Ernst,
1993).

1.4.2.1 Fisiopatologia del AAA

El proceso fisiopatolégico que subyace a la formacion de AAA es mas
heterogéneo y menos conocido que el aterosclerético. Las lesiones
aneurismaticas poseen caracteristicas muy variables aunque, por lo general, se
caracterizan por un importante infiltrado inflamatorio, una disminucion de la
matriz de elastina vascular, la pérdida de CMLVs en la capa media y el aumento

compensatorio de fibras de colageno (Ailawadi, 2003; Lopez-Candales, 1997).

Se sabe que la predisposicién a la formacién de AAA puede tener un origen
embrionario. La sintesis de elastina en la aorta abdominal practicamente se
detiene en el momento del nacimiento por lo que cualquier alteracion en la
elastogénensis fetal puede tener un efecto a largo término (Norman, 2010). No

obstante, la formacion de AAA se ha considerado histéricamente como una
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manifestacion local de aterosclerosis avanzada (Tilson, 1992), opinion que
genera cierta controversia. La presencia de alteraciones en todo el arbol vascular
en pacientes con enfermedad aneurismatica (Nordon, 2009) y la aparicion de
aneurismas en vasos no susceptibles a aterosclerosis estarian en contra de esta
hipétesis. Argumentos a favor son el hecho de que la mayoria de factores de
riesgo de AAA son comunes a la aterosclerosis (hipertension, obesidad, altos
niveles de colesterol o tabaquismo) (Reed, 1992; Xu, 2001) y que la estenosis
provocada por la aterosclerosis puede conducir a la aparicion de un flujo luminal
alterado (Hoshina, 2003). Por regla general se piensa que la aterosclerosis no es
la caracteristica dominante en el desarrollo de AAA, ya que de ser asi el tamafo
del AAA iria en correlacion con la gravedad de la aterosclerosis en la aorta, cosa

que no sucede (Johnsen, 2010).

A pesar de que una de las principales caracteristicas del tejido aneurismatico es
el marcado infiltrado inflamatorio, aun esta por determinar si la inflamacion
representa el primer evento de la formacion del AAA o es una mera respuesta a
cambios en el vaso. Existen hipotesis que consideran que el inicio del
reclutamiento leucocitario vendria dado por el desarrollo de anticuerpos
autoinmunes contra componentes de la pared vascular, como sugieren distintos
estudios que demuestran una asociacion entre la enfermedad autoinmune vy la
generacion de aneurisma adrtico (Duftner, 2014; Haug, 2003), aunque esta

posibilidad esta lejos de ser confirmada.

Los principales leucocitos presentes en la lesion son macréfagos, linfocitos y en
menor grado neutrdfilos. También, y a diferencia de la aterosclerosis, el infiltrado
leucocitario del AAA posee un importante numero de linfocitos B (Freestone,
1995; Koch, 1990). El lugar donde comunmente se encuentran células
inflamatorias es la capa adventicia de la pared arterial. La extension de la
infiltracion es directamente proporcional al tamaro del tejido aneurismatico, tanto
en tejidos humanos como en modelos animales de la enfermedad (Anidjar, 1992;
Freestone, 1995). Se presume que el reclutamiento de leucocitos en el tejido
aneurismatico esta estimulado por la secreciéon de quimioquinas especificas. Se
han detectado niveles elevados de IL-8 y MCP1 en lesiones humanas. La

citoquina MCP1 es quimioatrayente tanto para monocitos como linfocitos, ambos

53



Introduccion

presentes en la infiltracion leucocitaria del AAA. Otras citoquinas proinflamatorias
que han sido descritas en AAA humanos son la IL-1 (Pearce, 1992), IL-6
(Szekanecz, 1994), TNFa (Pearce, 1992) e Interferon-y (Szekanecz, 1994). En
este mismo sentido, se ha observado un importante incremento de la
concentracion de citoquinas circulantes en individuos con AAA, incluidas IL-1(,
IL-6, TNFa e Interferén-y (Juvonen, 1997; Rohde, 1999). Todos estos datos
sugieren que el proceso inflamatorio estaria intimamente ligado a la formacion

de aneurismas.

Por otro lado, los componentes acelulares, encargados de la estructura y
resistencia del vaso son determinantes a la hora del establecimiento de la
dilatacion. Las fibras de elastina son responsables de la correcta estructura y de
la elasticidad de la aorta, mientras que las fibras de colageno (tipo | y tipo Ill) son
responsables de la resistencia a la tension vascular. Se piensa que una
disminucién de las fibras de elastina en el vaso es el evento desencadenante del
AAA y de su consecuente expansion, mientras que la degradacion de colageno
es el factor responsable de la ruptura de vaso. La elastina y el colageno son
proteinas con un lento metabolismo en condiciones normales y con vidas medias
que pueden extenderse durante décadas. Una baja cantidad de fibras de elastina
y de colageno en la capa media vascular puede deberse a defectos en su
sintesis y/o degradacion. Debido a estas semividas tan largas, parece probable
que una acelerada degradacion sea el principal causante de una drastica
reduccion de fibras. Ademas los datos existentes sugieren que la sintesis de
matriz extracelular aumenta en el proceso aneurismatico, particularmente el

colageno tipo | y Il (Gargiulo, 1993).

La principal familia de enzimas que condiciona la matriz vascular y que por lo
tanto es responsable del establecimiento de AAA, es la familia de las metalo y
serin proteinasas. Las metaloproteinasas de matriz (MMPs) son un gran grupo
de enzimas con una importante funcion estructural. Estas enzimas se expresan
en la mayoria de tipos celulares presentes en la pared arterial como respuesta a
un remodelado vascular (Galis, 2002), aunque parece que son los macrofagos

reclutados los principales encargados de su produccion y secrecion (Saito,
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2002). Las metaloproteinasas mas importantes en la degradacion de la matriz
vascular son MMP-2, MMP-9 y MMP-12, cuyo sustrato preferencial es la
elastina. En este sentido, se ha descrito que estas tres enzimas estan presentes
en AAA humanos (Curci, 1998; Goodall, 2001; Thompson, 1995). Ademas se
han detectado altas concentraciones de MMP-9 en el plasma sanguineo de
individuos afectados con AAA (McMillan, 1999). Sin embargo existen otras
metaloproteinasas que, aunque menos estudiadas, también juegan un papel
fundamental en el remodelado vascular asociado al AAA. Es el caso de MMP-1
(Irizarry, 1993), MMP-3 (Newman, 1994) o MMP-13 (Mao, 1999), las cuales se
sobrexpresan en lesiones aneurismaticas. De igual modo, los agentes
inhibidores de estas metaloproteinasas poseen un efecto protector frente a la
enfermedad. Es el caso de la proteina TIMP1, cuya ausencia promueve la
formacion de AAA en modelos murinos (Eskandari, 2005). En la figura 8 se

muestran los principales procesos involucrados en el desarrollo de AAA.

1.4.2.2 Modelos de estudio del AAA. El modelo de infusién de Angll en
ratones apoE-/-

Igual que ocurre en aterosclerosis, el estudio de AAA se ve facilitado por el uso
de modelos animales. Se han empleado diversas especies animales para la
generacion de AAA experimentales, como perros (Wu, 2001), conejos (Bi, 2012),
ratas (Tanaka, 2009) y ratones. Los modelos murinos de AAA se han
desarrollado empleando gran variedad de aproximaciones metodologicas
(Daugherty, 2004). Existen modelos basados en la modificaciéon genética de
importantes agentes moduladores de la integridad vascular, como los ratones
deficientes en MMP-3 (Silence, 2001) o en TIMP1 (Silence, 2002) los cuales
presentan espontaneamente degeneracion de la capa media vascular. Sin
embargo, los mas empleados son aquellos que inducen la formaciéon de AAA
mediante sustancias quimicas, bien in situ con tratamiento con elastasa (Pyo,

2000) o por infusidon de agentes hipertensivos.

En este trabajo se ha empleado el modelo de infusion de angiotensina Il (Angll)
en ratones apoE-/- desarrollado en el laboratorio de Allan Daugherty. Este

modelo se basa en la administracion de 1000 ng/kg por minuto de Angll por via
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subcutanea durante 28 dias (Daugherty, 2000), generando AAA similares a los
humanos, caracterizados por una degeneracion de la capa media vascular y un
importante infiltrado leucocitario. El principal inconveniente de este modelo es
que forma AAA a nivel suprarrenal, a diferencia de lo que suele suceder en
humanos, donde la mayoria de AAAs aparecen por debajo de las bifurcaciones
renales. Sin embargo, este método aporta importantes ventajas. Por un lado
reproduce las diferencias observadas entre géneros, siendo los machos mucho
mas sensibles al tratamiento con Angll que las hembras. Ademas, genera
lesiones con un patron de expresion de mediadores inflamatorios vy
metaloproteinasas muy similar al de humanos (Rush, 2009). Todo esto, sumado
a su facil metodologia, hace que sea el modelo mas empleado en el estudio de
AAA.
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Figura 8. Fisiopatologia del aneurisma aértico abdominal. Diagrama ilustrativo de los
principales eventos que contribuyen al desarrollo y progresion de AAA. (1) Factores de
riesgo. (2) Reclutamiento leucocitario en la media aértica. (3) Activacion macrofagica y
producciéon de moléculas proinflamatorias. (4) Produccion de metaloproteinasas (MMPs) que
son neutralizadas por TIMPs. (5) Degradacion de elastina y colageno y dilatacion aértica a lo
largo de los afios. (6) Reduccion del numero de CMLVs y de fibroblastos por apoptosis y
senescencia celular. (7) Producciéon de colageno desorganizado. (8) Infiltracion linfocitaria
que, a través de la interaccion con macroéfagos, produce la produccién de citoquinas
antinflamatorias y la deposicion local de inmunoglobulinas. Adaptado de “Adaptive cellular
immunity in aortic aneurysms: cause, consequence, or context?”. Curci JA et al. JCI 2004.
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2. El supresor tumoral p27

2.1 El ciclo celular en mamiferos: Conceptos generales

La célula es la unidad estructural, funcional y biolégica basica de cualquier
organismo vivo. Esta sufre procesos de division destinados a la reproduccion
(organismos unicelulares) o la formaciéon y renovacion tisular (organismos
pluricelulares). El proceso por el que una célula se divide en dos células hijas

idénticas se denomina ciclo celular.

El ciclo celular en eucariotas consiste en cuatro procesos coordinados que son:
crecimiento celular (fase G1), replicacion del material genético (fase S),
distribucion de los cromosomas duplicados en las células hijas (fase G2) y
division celular (fase M o mitosis). En condiciones normales, las células
diferenciadas se encuentran en un estado quiescente o no proliferativo
denominado fase GO y solo tras la estimulacion de la célula por factores
mitogénicos, abandona este estado para entrar en fases activas del ciclo celular.
Cuando la célula se encuentra en el proceso de divisibn, comienza la
denominada fase G1. En esta fase, la célula crece en tamafo y sintetiza y/o
activa las proteinas necesarias para la replicaciéon del ADN. A continuacién la
célula duplica su material genético con el objetivo de transmitirlo, entrando en la
denominada fase S o de sintesis. Completada la sintesis del nuevo ADN, la
célula entra en la mitosis (M), fase en la que el material genético se condensa y
se reparte en las futuras células hijas. La mitosis esta a su vez subdividida en 6

etapas:

-Profase: Comienza con la condensacion del material genético en
cromosomas Yy termina con la rotura de la envoltura nuclear.
-Prometafase: En ella se da la unién entre los cromosomas y el huso

mitotico.
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-Metafase: Comprende la alineacion de los cromosomas formando la
placa metafasica y la separacion de las cromatidas hermanas hacia los
extremos del huso mitético.

-Anafase: Consta de la segregacion de las cromatidas y la elongacién del
huso mitético.

-Telofase: Se da la descondensacion de las cromatidas a ambos extremos
del huso y la reconstitucion de la membrana nuclear.

-Citocinesis: Es la etapa final del proceso en la que se separan

fisicamente las dos células hijas fruto de la division.

Como resultado del ciclo celular se obtienen dos células hijas con idéntico
material genético. Debido a que una division celular aberrante conlleva un
desenlace fatal para la célula y en consecuencia para el organismo, el proceso
estd altamente regulado. En mamiferos, la transicibn a cada uno de estos
estados diferenciados celulares esta controlada por una maquinaria reguladora
muy conservada, que coordina las diferentes etapas del ciclo celular y regula la

respuesta a las sefiales extracelulares que inducen la proliferacién celular.

2.2 Regulacion del ciclo celular

La transicién de una fase del ciclo celular a otra ocurre de manera ordenada y
esta regulada por diferentes proteinas celulares (figura 9). Se conocen como
puntos de control o “checkpoints” (Malumbres, 2011) a una serie de rutas
moleculares que controlan el orden y el tempo de la transicion entre las
diferentes fases del ciclo celular. Existen tres puntos de control de vital
importancia para la correcta division celular: un checkpoint entre la transicion G1
y S que garantiza que la replicacién del ADN solo se da una vez (Hunt, 2011),
otro en la fase S que asegura la correcta replicacion del material genético (Labib,
2011), y un ultimo en la fase M para garantizar la adecuada union de los
microtubulos al huso mitético necesaria para la correcta separaciéon de las
cromatidas en la division celular (Musacchio, 2011). Cualquier alteracién de los
mecanismos responsables de este control lleva a la célula a una incorrecta

division y a una excesiva proliferacion celular.
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Figura 9. Regulacion del ciclo celular en mamiferos. Esquema de los principales componentes
y procesos involucrados en el control del ciclo celular.

La transicion entre las distintas etapas del ciclo celular esta reguladas por las
denominadas quinasas dependientes de ciclina o CDK (del inglés Cyclin-
dependent kinases) (tabla 1). Estas son unas proteinas de la familia de las
serin/treonin quinasas que se activan especificamente en distintos momentos del
ciclo celular y que permiten la transicion entre las fases del mismo. Para su
actividad es necesario que estas quinasas interaccionen con un componente
regulador denominado ciclina, sin el cual permanecen inactivas. La actividad de
los complejos CDK-ciclina esta fuertemente regulada a lo largo del ciclo celular
gracias a procesos de sintesis y degradacion peridédica que modifican la cantidad
de ciclina en la célula (Morgan, 1997). En mamiferos se conocen mas de 20
CDKs distintas que pueden ser activadas por un numero variable de ciclinas
(tabla 1). Las principales CDKs activas en la mayoria de células de mamiferos
son, en orden de descubrimiento, CDK1, 2, 4 y 6. Aunque también se ha aislado
ADNc de las CDK3 y CDK5, sus proteinas codificantes no se hallan en la

mayoria de tipos celulares en cantidad suficiente para regular el ciclo celular.
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Los complejos CDK/ciclina modulan la expresion de los genes encargados del
control del ciclo celular y de la sintesis de ADN mediante la regulacién de los
factores de transcripcion E2F/DP y pRb. Al inicio de la fase G1 los niveles de
ciclina D aumentan en la célula, lo que favorece la formacion de complejos
CDK4/6-ciclina D que fosforilan la proteina del retinoblastoma (pRB). En su
estado defosforilado, pRb se une a e inactiva al factor E2F. Los complejos
CDK4/6-ciclina D son capaces de fosforilar pRB, lo que supone la liberacion de
E2F/DP vy la activacion transcripcional de los genes necesarios para la
progresion del ciclo celular, entre los que estan las ciclinas Ay E (Fuster, 2010) .
La expresion de estas ciclinas genera un proceso de retroalimentacién, ya que la
formacion de complejos CDK2-ciclina A/E también fosforila pRB, incrementando
la actividad de E2F y promoviendo la transcripciéon de genes implicados en el
metabolismo de nucledtidos y en la replicacién del material genético (Harbour,
2000). Por su parte, E2F promueve su propia expresion lo que conduce
finalmente a la superacion del punto de restriccion y a la entrada en la fase S del
ciclo celular. Una vez finalizada la replicacion del material genético, se entra en
la fase G2 donde se sintetiza la ciclina B, la cual forma complejos con CDK1. Los
complejos formados entre CDK1 y ciclina A y B son fundamentales para el inicio
y desarrollo de la mitosis (O'Farrell, 2001). Esta concatenacion de eventos se

resume en la figura 9.

En las ultimas décadas se han llevado a cabo numerosos estudios con el
objetivo de demostrar el papel exacto que juegan cada uno de los diferentes
complejos CDK-ciclina en el control del ciclo celular en mamiferos. Analizando
ratones genéticamente modificados en los que se ha eliminado la expresion de
ciertas CDKs y ciclinas se ha demostrado que muchas de ellas no son
indispensables para la formacion y el desarrollo del animal, lo que sugiere cierto
caracter redundante en la funcionalidad de dichos complejos (Santamaria, 2006).
No obstante, algunos de estos animales presentaron defectos en la formacion y
funcionalidad en érganos vy tejidos, lo que invita a pensar que cada uno de los
diferentes complejos pueden tener mas o menos importancia segun el tipo
celular (Malumbres, 2005).
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Con el propésito de asegurar la progresion monodireccional del ciclo, existe un
férreo control de los niveles proteicos y la actividad de estas moléculas. Con
este propdsito, la célula es capaz de eliminar especificamente las CDKs y las
ciclinas necesarias en cada momento, mediante marcaje por ubiquitinacion y

posterior degradacion por el proteasoma (Reed, 2003).

Otro mecanismo fundamental en la regulacién del ciclo celular es la sintesis de
“‘inhibidores de CDKs” o CKis (del inglés Cyclin-dependent kinase inhibitor), una
familia de proteinas encargadas de inhibir la actividad de las CDKs por

interaccion directa o con los complejos CDK-ciclina (figura 9).

Las distintas CKIs se han clasificado en dos familias segun su similitud
secuencial y su especificidad de accion (Vidal, 2000): la familia INK4 y la familia
Cip/Kip. La familia INK4 incluye las proteinas p15 (INK4b), p16 (INK4a), p18
(INK4c) y p19 (INK4d) que inactivan especificamente las CDKs que participan en
G1 (CDK4 y CDK®6). Estas CKls forman complejos estables con las CDKs antes

de que se unan con la ciclina (Carnero, 1998). La segunda familia de inhibidores

CDK/ciclina Funcién

CDK1 Control de la fase M del ciclo celular formando complejos con la ciclina A y la ciclina B

CDK2 Control de la fase G1-S del ciclo celular formando complejos con la ciclina E y la
ciclina A; Transcripcién de Rb/E2F

CDK4 Control de la fase G1 del ciclo celular formando comlejos con la ciclina D;
Transcripcion de Rb/E2F

CDK6 Control de la fase G1 del ciclo celular formando complejos con la ciclina D.
Transcripcion de Rb/E2F

CDK7 Quinasa activadora de CDKs (CAK del inglés CDK-activating kinase) y transcripcion de
RNAPII formando complejos con la ciclina H

CDKS8 Transcripcion de RNAPII formando complejos con la ciclina C

CDK9 Transcripcion de RNAPII formando complejos con la ciclina T

CDK10 Transcripcién de Ets2

CDK11 Splicing de ARN formando complejos con ciclina L

ciclina A Control de la fase S del ciclo celular formando complejos con CDK2 o CDK1
ciclina B Control de la fase M del ciclo celular formando complejos con CDK1

ciclina C | Transcripcién de RNAPII formando complejos con CDK8
Control de la fase G1 del ciclo celular formando complejos con CDK4 o CDKG®;

ciclinaD Transcrpcién de Rb/E2F
ciclina E dCeor;:Lo/:Ecé('e:Ia fase G1-S del ciclo celular formando complejos con CDK2; Transcrpcion
ciclina H Quinasa activadora de CDKs (CAK del inglés CDK-activating kinase) y transcripcion de

RNAPII formando complejos con la CDK7
ciclina L Splicing de ARN formando complejos con CDK11

ciclinaT Transcripcion de RNAPII formando complejos con la CDK9

Tabla 1. Principales CDKs y ciclinas en mamiferos y su funcion en el ciclo celular.
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la forman las proteinas p21 (Wafl, Cipl), p27 (Kipl) y p57 (Kip2), cuya actividad
es menos especifica, ya que inactivan complejos CDK-ciclina en fase G1 y
también complejos CDK1-ciclina B. En general, cada uno de los miembros de
esta familia suele expresarse con mas intensidad en una fase concreta del ciclo
celular, aunque todos pueden ejercer su funcion a lo largo todo el ciclo (Fuster,
2010).

2.3 p27: Generalidades y funcién

El inhibidor del ciclo celular p27, y particularmente su fosforilacion en la S10, es
el principal objeto de estudio de esta tesis. Como ya se dijo en el apartado
anterior, p27 es una CKI de la familia de los inhibidores Cip/Kip. En humanos la
proteina p27 esta codificada por el gen CDK1B que se encuentra en el brazo
corto del cromosoma 12 (12.87-12.88 Mb), mientras que en ratones (modelo
animal ampliamente utilizado en este trabajo), este gen se encuentra en el
cromosoma 6 (134.92-134.93 Mb). Las secuencias de ADNc de ambos genes
poseen una similitud superior al 90%, y codifican para proteinas de 198 (22.073
Da) y 197 aminoacidos (22.193 Da), respectivamente, siendo sus secuencias

proteicas similares en un 90% (figura 10).

p27 es una proteina intrinsecamente desestructurada. Se han descrito al menos
estructuras secundarias de a-hélice, B-horquilla, p-lamina, y 310-hélice en su
interaccién con el complejo CDK2-ciclina A (Russo, 1996), aunque debido a su
naturaleza “laxa”, su estructura terciaria viene determinada por la proteina con la

que interacciona en cada momento.

p27 se expresa en la mayoria de tejidos y tipos celulares estudiados, actuando
como inhibidor de la progresién del ciclo celular principalmente en la fase GO,
donde se expresa en importantes cantidades (Coats, 1996; Rivard, 1996). En
este sentido, p27 juega un papel relevante en los procesos iniciales de la division
celular al impedir la superacion del punto de restriccion y la entrada en la fase S
del ciclo, bloqueando la actividad quinasa de los complejos CDK2-cilcina E frente

a un estimulo mitogénico (Coats, 1996; Rivard, 1996). Tras la superacion del
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p27 KIP1 HUMANO ATGTCAAAC GTGCGAGTGTCTAACGGGAGCCCTAGCC TGEAGCGGATGGAC GCCAGGCAG 60
P27 KIP1 MURINO ATGTCAAACGTGAGAGTGTCTAACGGGAGCCCGAGCCTGGAGCGGATGGACGCCAGACAA 60
p27 KIP1 HUMANC GCGGAGCACCCCAAGCCCTCGGCCTGCAGGAACCTCTTCGGCCCGGTGGACCACGAAGAG 120
p27 KIP1 MURINO GCGGAGCACCCCAAGCCTTCCGCCTGCAGAAATC TCTTCGGCCCGGTCAATCATGAAGAA 120
VeV e RN RO ON N WO WO OR R WO o o o o O O O O O O wOWW W R R R
p27 KIP1 HUMANC TTAACCCGGGACTTGGAGAAGC AC TGCAGAGACATGGAAGAGGC GAGCCAGCGCAAGTGG 180
p27 KIP1 MURINO CTAACCCGGGACTTGGAGAAGC AC TGCC GGGATATGGAAGAAGC GAGTCAGCGCAAGTGG 180
FRRERERERRRRRRRRRRRRARRTRTRTRRTRTEET & % SRR RRRd SRR Rw SRR R R R R R R R R
p27 KIP1 HUMANO AATTTCGATTTTCAGAATCACAAACCCC TAGAGGGC AAGTACGAGTGGCAAGAGGTGGEAG 240
p27 KIP1 MURINO AATTTCGACTTTCAGAATCATAAGCCCC TGGAGGGCAGATAC GAGTGGCAGGAGGTGGAG 240
TR RRERERE WRRRRRRRTREE AR RFRRRR SRR RR W WRRRRRRRRRE WR R R R R R R
p27 KIP1 HUMANO AAGGGCAGCTTGCCCGAGT TCTAC TACAGACCCCCGUGGLCCCCCAMAGGTGCCTGCAAG 300
P27 KIP1 MURINO AGGGGCAGCTTGCCCGAGTTCTACTACAGGCCCCCGCGCCCCCCCAAGAGCGCCTGCAAG 300
p27 KIP1 HUMANO GTGCCGGCGCAGGAGAGCCAGGATGTCAGC GGGAGCCGCCCGGCGECGCCTTTAATTGGG 360
p27 KIP1 MURINO GTGCTGGCGCAGGAGAGLCAGGATGTCAGC GGGAGCCGCCAGGCGEGTGCCTTTAATTGGG 360
VW RN VRN WRRWWRRRRRRRRR R Rl Wl W R R
p27 KIP1 HUMANC GCTCCGGCTAACTC TGAGGACACGCAT T TGGTGGACCCAAAGAC TGATCCGTCGGACAGT 420
p27 KIP1 MURINO TCTCAGGCAAAC TC TGAGGACCGGCATTTGGTGGACCAAATGCC TGACTCGTCAGACAAT 420
FeRR WRR WRHERERERERRAANNN WHERARAAARRNATRET R & SR RW wREE WRRW
p27 KIP1 HUMANO CAGACGGGGT TAGC GGAGCAATGCGCAGGAATAAGGAAGC GACCTGCAACCGACGATTCT 480
p27 KIP1 MURINO COGECTGEETTAGC GGAGCAGTGTCCAGGGATGAGGAAGCGACC TGC TGCAGAAGATTCT 480
wOR R WRRRRRRRRRRRREE ORW WREE R ARRRRRRRRRRRRw wORR R R R R
p27 KIP1 HUMANO TCTACTCAAAAC AAAAGAGCCAAC AGAAC AGAAGAAAATGT T TCAGACGGTTCCCCAAAT 540
P27 KIP1 MURINO TCTTCGCAAAACAAAAGGGCCAACAGAACAGAAGAAAATGTTTCAGACGGTTCCCCGAAC 540
p27 KIP1 HUMANO GCCGGTTCTGTGGAGC AGACGOCCAAGAAGCCTGGCC TCAGAAGACGTCAAACGTASA 597
p27 KIP1 MURINO GCTGGCACTGTGGAGCAGAC GCCCAAGAAGCCCGGCCTTCGA-——-CGCCAGACGTAA 594
R ER TR AR AT AT AT A AR TSRS R L3 R ORR RR R R RR
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Figura 10. Alineamiento de las secuencias de ADNc (arriba) y proteicas (abajo) de p27 en
humano y en ratén

punto de restriccidn, la célula entra en fase G1, momento en que se reduce
significativamente la inhibicién de los complejos CDK2-ciclina E dependiente de
p27. Esta pérdida de funcidén es debida a la degradacioén proteolitica de p27 y a

la fosforilacién de su dominio de uniéon a CDKs (Chu, 2007; Grimmler, 2007).

La disminucion de los niveles de p27 y su menor interaccion con los complejos
CDKZ2/ciclina E es esencial para la superacién del punto de restriccion y la
transicion G1/S en gran numero de tipos celulares (Bloom, 2003; Coats, 1996;
Ho, 2002; Kossatz, 2004). Sin embargo p27 puede también ejercer su funcién

antiproliferativa actuando sobre otros complejos CDK/ciclina (Toyoshima, 1994),
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como ocurre en la transicion G2/M, durante la cual su degradacion es
fundamental para la activacion de CDK1 y el comienzo de la mitosis (Nakayama,
2004).

2.3.1 Otras funciones de p27

Ademas de su papel principal como regulador del ciclo celular, en los ultimos
afnos se ha visto que p27 también esta involucrada en otros numerosos procesos
celulares. Posiblemente su participacion en el fenomeno de la migracion celular
sea el mas conocido de ellos. Trabajos recientes han demostrado que la
ausencia de p27 provoca importantes defectos en la reorganizacion de las fibras
de actina en el citoplasma y en el establecimiento de adhesiones focales,
disminuyendo la capacidad migratoria de fibroblastos mediante un mecanismo
molecular independiente del control del ciclo celular (Besson, 2004). Esta funcion
vendria dada por la secuencia de aminoacidos en su extremo C-terminal, todo lo
contrario que su papel inhibidor de complejos CDK-ciclina, el cual se asocia al
extremo N-terminal de la proteina (McAllister, 2003). Aunque también se ha
descrito p27 podria limitar la migracién celular a nivel vascular, en parte por su
capacidad para regular la actividad de Rho (Castro, 2003; Diez-Juan, 2003). Las
implicaciones de p27 en la reorganizacion del citoesqueleto también afectan a
otros procesos celulares como la respuesta apoptética (Drexler, 2003; Eymin,
1999a; Eymin, 1999b) o la autofagia (Liang, 2007).

Mas recientemente se ha visto que mediante interaccion con el complejo
p130/E2F4, p27 regula el control de genes involucrados en el procesamiento de

ARN y en la organizacion y respiracion mitocondrial (Pippa, 2012).

Esta versatilidad funcional de la proteina se debe a diversos motivos. Por un
lado, p27 se ha considerado tradicionalmente una proteina nuclear, limitandose
su presencia citoplasmatica a su sintesis o0 su translocacion previa a la
degradacion. Sin embargo, su participacion en muchos de estos procesos
dependeria de la cantidad de p27 en el citoplasma (Gui, 2014). Ademas, como
ya dijimos, p27 posee una estructura desorganizada lo que facilita su interaccion

con gran numero de proteinas. Se sabe que p27 interacciona no solo con distinto
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grupo de CDKs vy ciclinas, sino también con proteinas de muy diversa indole,
como estatmina (Baldassarre, 2005), Grb2 (Moeller, 2003; Sugiyama, 2001),
varios miembros de la familia de proteinas 14-3-3 (Fujita, 2002; Fuijita, 2003;
Sekimoto, 2004), RhoA (Besson, 2004), o los factores de transcripcion MCM7
(Nallamshetty, 2005) y p130/E2F4 (Pippa, 2012).

2.3.2 Modificaciones postraduccionales de p27. Fosforilacion de p27 en la
S10

La actividad biolégica de p27 viene determinada en gran medida por sus
modificaciones postraduccionales. De todas las posibles modificaciones que
puede sufrir p27, la fosforilacidén es la mas frecuente. Hasta el momento se han
identificado 7 posiciones sensibles a la fosforilacion (figura 11), siendo la serina

en posicion 10 (S10) el residuo mas abundantemente fosforilado (Ishida, 2000).

La fosforilacion en la serina 10 (S10) esta relacionada con diversos fenbmenos
celulares. Por un lado, favorece la estabilidad de la proteina como se ha
demostrado en estudios en ratones, que demuestran que la sustitucion de esta
serina por el aminoacido no fosforilable alanina (p27S10A) conlleva una
importante reduccion de los niveles de p27 en diversos tejidos (Besson, 2006;
Kotake, 2005). Del mismo modo, experimentos de vida media in vitro llevados a
cabo en distintos tipos celulares han demostrado que la forma mutante p27S10A
no fosforilable es menos estable que la forma silvestre, y esta a su vez menos
que la forma mutante fosfomimética (obtenida por sustitucion de la serina por
acido aspartico — p27S10D) (Boehm, 2002; Deng, 2004; Ishida, 2002). En este
mismo sentido, trabajos llevados a cabo en células procedentes de ratones
deficientes para esta fosforilacion, mostraron una reducida estabilidad de p27
tanto en fibroblastos (Besson, 2006; Kotake, 2005) como en linfocitos (Kotake,
2005).

Otra de las funciones atribuidas a la fosforilacion de p27 en la serina 10 es el

control de la localizacion subcelular de p27. Estudios en células en cultivo
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transfectadas con plasmidos de sobrexpresiéon de las formas no fosforilable
(p27S10A) y fosfomimética (p27S10D) de p27 demostraron que dicha
fosforilacion es necesaria para la translocacion de p27 del nucleo al citosol
durante la fase G1 del ciclo celular (Ishida, 2002). También se ha descrito una
translocacion citosolica deficiente de p27 en fibroblastos embrionarios de ratones
p27S10A tras ser estimulados con mitégenos (Besson, 2006). No obstante estos
resultados son bastante controvertidos ya que otras investigaciones muestran
que fibroblastos de estos mismos ratones no presentan ninguna alteracion en la

translocacion nucleo-citosol de p27 (Kotake, 2005).

También se sabe que durante la fase G1 del ciclo celular la degradacion
citoplasmatica de p27 es rapida (Carrano, 1999; Connor, 2003; Ishida, 2002;
Tomoda, 1999) por lo que, si la fosforilacién en la serina 10 promueve la salida
citosdlica de p27, lo légico es pensar que la fosforilacion favorece la degradacion
de la proteina. Sin embargo estudios en células obtenidas de ratones p27S10A
(Besson, 2006; Kotake, 2005) y en células transfectadas con plasmidos de
expresion de p27310D y p27S10A (Boehm, 2002; Rodier, 2001) demuestran que
esto no sucede. Estas investigaciones sugieren la implicacién de la fosforilacion
de la S10 en los procesos que determinan la localizacion subcelular de p27; sin
embargo el efecto de esta fosforilacion en la funcion de p27 es motivo de

discusion todavia.

A pesar de la importancia de esta modificacion postraduccional en la regulacién
de la funcién de p27, no son del todo conocidos los procesos por los que se
regula. Por ejemplo, no se sabe si la defosforilacion de p27-S10 observada en
respuesta a diferentes estimulos es debida a la accion concreta de una fosfatasa
o al bloqueo de las quinasas encargadas de la fosforilacién de este residuo. En
la actualidad no se conoce ninguna fosfatasa que actue sobre la serina 10, pero
se han identificado hasta 6 quinasas que la fosforilan: KIS, HMK1, CDK5, AKT,
MIRK y ERK1/2. Todas estas quinasas poseen patrones de expresién y actividad
muy diferentes segun el tejido o el estimulo celular al que respondan, siendo
verdaderamente complicado conocer que quinasa fosforila p27-S10 en cada

supuesto.
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Figura 11. Residuos susceptibles de fosforilacion en p27. Se indican las distintas fosforilaciones
descritas en p27 asi como sus quinasas responsables.

Se ha demostrado que KIS fosforila p27-S10 in vitro y en cultivos celulares,
aunque solo lo hace en fase G1 del ciclo celular y no en GO, cuando el estado
fosforilado de p27 es maximo (Ishida, 2000). Por su parte, CDKS5 fosforila la S10
de p27 tanto in vitro como in vivo en neuronas (Kawauchi, 2006), modificando la
capacidad migratoria de este tipo celular. Sin embargo, a pesar de que CDKS5
presenta una expresion ubicua, necesita interaccionar con diferentes moléculas
activadoras como p35, cuya expresion solo se ha observado en tejido nervioso
(Chen, 2000b; Cho, 2010). Por otro lado, Akt fosforila p27 en la S10 tanto in-vitro
como in-vivo en respuesta a estrés oxidativo y en condiciones de privacion de
estimulos proliferativos (Nacusi, 2006), aunque se piensa que modula
preferentemente la fosforilacion de otros residuos de p27 como las treoinas 157
o 198 (Liang, 2002; Shin, 2002; Viglietto, 2002). Por ultimo Mrik/Dirk1B y Erk1/2
también fosforilan la S10 de p27 pero lo hacen en condiciones muy restringidas.
Mirk/Drik1B se expresa principalmente en tejido muscular (Deng, 2004), mientras
que ERK1/2, que se expresa ampliamente en multitud de tejidos, solo ha
demostrado su capacidad fosforilativa de p27-S10 in vitro pero no in vivo (Ishida,
2000).

En resumen, los datos conocidos confirman la existencia de un importante

numero de quinasas que fosforilan la S10 de p27 pero aun estamos lejos de

conocer el mecanismo exacto por el que se regula esta fosforilacidon, en parte
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debido a que la mayoria de estas enzimas se regulan de manera distinta segun

el tipo celular en el que se expresen o el estimulo al que responden.

2.3.3 p27 y enfermedad cardiovascular

Al ser un importante regulador del ciclo celular, p27 ha sido ampliamente
estudiado en aquellos procesos fisiopatolégicos caracterizados por una excesiva
proliferacion celular. Un claro ejemplo es el desarrollo tumoral, proceso
patologico en el que los niveles de p27 pueden llegar a ser un importante
marcador prondstico de la enfermedad. La expresion de p27 esta reducida en
procesos cancerigenos en diversos o6rganos, como mama (Florenes, 1998),
préstata (Yang, 1998), estdmago (Nitti, 2002) u ovario (Newcomb, 1999), entre
otros. Asimismo, estudios en ratones modificados genéticamente muestran que
la deplecion de esta CKI esta asociada con fendmenos hiperplasicos en gran
numero de tejidos (Fero, 1996; Kiyokawa, 1996; Nakayama, 1996), asi como a
una mayor susceptibilidad para sufrir procesos cancerigenos tras un estimulo
neoplasico (Fero, 1998). Pero el efecto de p27 no solo se limita a estas

enfermedades.

Como se senald anteriormente, el remodelado patolégico de la pared arterial
estd asociado, en un gran numero casos, a fendmenos hiperproliferativos. De
acuerdo con esto, p27 ejerce un papel protector a nivel cardiovascular. Nuestro
laboratorio ha demostrado que la ablacion genética de p27 en ratones apoE-/-
incrementa el desarrollo de aterosclerosis debido a un aumento de la
proliferacion de macrofagos y CMLVs (Diez-Juan, 2001), y que la inactivacion de
p27 restringida a células hematopoyéticas es suficiente para incrementar la
formacion de placa aterosclerdtica en ratones apoE-/- como consecuencia de
una excesiva proliferacion leucocitaria (Diez-Juan, 2004). Algo similar se ha visto
en estudios de dano vascular inducido por Angll en ratones, en los que la
supresion de p27 favorece el engrosamiento de la capa media vascular como

consecuencia de una proliferacion celular exacerbada (Kanda, 2005).
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Las modificaciones postraduccionales de p27 también han sido objeto de estudio
en el contexto del remodelado patolégico vascular. Estudios previos elaborados
en el laboratorio donde se ha desarrollado este trabajo, han demostrado que la
fosforilacién en T187, una de las principales modificaciones de p27, no altera el
desarrollo aterosclerdtico ni los procesos asociados a esta enfermedad
(proliferacion y apoptosis) en placa aterosclerética (Sanz-Gonzalez, 2006). Sin
embargo, mas recientemente se ha visto que la fosforilaciéon de p27 en la S10
protege frente a la formacion de lesiones aterosclerdticas avanzadas (Fuster,
2011). Al estudiar el desarrollo aterosclerdtico en ratones carentes de dicha
fosforilacion (ratones apoE-/- p27S10A) se observoé que estos animales tenian
una mayor susceptibilidad para desarrollar esta enfermedad, incluso cuando la
ausencia de fosforilacion de p27 en S10 se limitd exclusivamente a las células
hematopoyéticas. Profundizando en los mecanismos por los que dicha
fosforilacion protege frente al desarrollo aterosclerético se observé que los
macrofagos que expresaban la version no fosforilable de p27 tenian una mayor
capacidad para captar LDLs modificadas, o que promovia la formacion de

células espumosas.

Estos antecedentes confirmaron que la fosforilacion en la S10 le confiere a p27
nuevas funciones alejadas del control del ciclo celular, las cuales pueden estar
implicadas en los procesos desencadenantes de la enfermedad vascular. En
definitiva y como objetivo general de este trabajo, quisimos profundizar en los
mecanismos por los que la fosforilacién de p27 en la S10 regula los fendbmenos
iniciadores de la enfermedad aterosclerética, la homeostasis endotelial y el

desarrollo de otras enfermedades vasculares, como el AAA.
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Objetivos

El objetivo general de esta tesis ha sido profundizar en el papel de la
fosforilacidon de p27 en la S10 en la regulaciéon de la funcién endotelial y su
implicacion en el remodelado patolégico vascular. Teniendo en cuenta los

antecedentes expuestos en la Introduccion, los objetivos concretos fueron:

- Investigar el papel de la fosforilacién de p27 en la S10 en los eventos

iniciadores del proceso aterosclerético a nivel endotelial.

- Investigar el papel de la fosforilacion de p27 en la S10 en los procesos de

contractilidad vascular dependientes de endotelio.

- Estudiar el papel que juega la fosforilacion de p27 en la S10 en el
desarrollo de AAA.
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1. Reactivos de uso comun y farmacos utilizados

PBS (del inglés Phosphate Buffered Saline) o tampodn fosfato salino: NaCl
(8 g/l), KCI (0,2 g/1), Na;HPO4 (1,44 g/l), KH,PO4 (0,24 g/l) en ddH,0.

T-PBS (Tween-20 PBS): PBS, con 0.05% Tween 20.

Suero salino: NaCl (9 g/L) en ddH20.

Tampon de digestion para colas de raton: Tris 1M pH 8.5 100 ml/l, EDTA
0.5 M 10 mL/l, SDS 20% 10 ml/l, NaCl 5 M pH 3.5 40ml/I, en 1L de ddH,O
y 2,5 ul de proteinasa K (Proteinase K 20 mg/ml QIAGEN).

Tampédn de lisis para la obtencion de extractos proteicos: 50 mM Tris-Cl,
pH 7.2, 1% (p/v) Triton X-100, 0.1% (p/v) SDS, 500 mM, NaCl y 10 mM
MgCI2, suplementado con inhibidores de fosfatasas y proteasas
(Complete®, Roche).

Tampdén de lisis “suave” para obtencion de extractos proteicos
citoplasmaticos: 50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 0.5% Triton X-100, 137.5 mM
NaCl, 10% glicerol, TmM de Naz;VO,4, 50 mM NaF, 10 mM Na4P,07, 5 mM
EDTA e inhibidores de proteasas (Complete®, Roche).

Solucién Krebs-Henseleit: 115 mM NaCl, 2.5 mM CaCl,, 4.6 mM KCI, 1.2
mM KH2PO4, 1.2 mM MgSQOy4, 25 mM NaHCO3;, 11.1 mM glucosa, 0.01
mM EDTA.

Solucién saturada de KCI: KCI (4.61 M) en ddH,0.
Medio de cultivo para células endoteliales: DMEM:F12 (12-719F Lonza)
enriquecido con 100 U/ml de penicilina, 0.1 mg/ml de estreptomicina, 0.4

mM de L-glutamina, 10 mM de Hepes, 10 mM de heparina (H3393,
Sigma-Aldrich) y 50 pg/ml de ECGF (factor de crecimiento para células
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endoteliales - del inglés Endothelial-cell growth factor — ECGS, 354006-
BD).

- Tampédn para lisar eritrocitos: KH4Cl 0.15 M, KHCO3; 0.01 M, EDTA.N»0.01
M, pH 7.4.

- Tampodn citrato para exposicion de antigenos en cortes histologicos: 10

mM de citrato sédicoy 0.05% de Tween 20 ajustado a pH 6.0.

Salvo que se indique lo contrario, todos los reactivos se adquirieron de la casa
comercial Sigma-Aldrich. En la tabla 2 se incluyen los farmacos y moduladores

de la funcion celular empleados en la realizacion de este trabajo.

Molécula Referencia Empleo
. . . . 390602, Bloqueo de la actividad
Hidroxifasudil (Fasudil) Calbiochem quinasa ROCK.
Hidrocloruro de P1250000, Activacion a-adrenérgica.
Fenilefrina (Fenilefrina) Sigma-Aldrich Vasoconstriccion
NS-398 70890, Cayman | |, hinicion selectiva de COX-2
Chemical
DuP-697 70645, Cayman | | 1inicion selectiva de COX-2
Chemical
Angiotensina Il A9525, Sigma- Activacion de los receptores
9 Aldrich AT1R. Generacion de AAA

Tabla 2. Farmacos empleados en los experimentos in vivo, ex vivo e in vitro.

2. Lineas de ratones

El objetivo principal de esta tesis ha sido evaluar el papel de la fosforilacion de
p27 en la S10 en la enfermedad vascular. Para ello se han utilizado ratones
denominados “p27S10A”. Estos ratones, desarrollados en el laboratorio del
doctor Nakayama (Kotake, 2005), son ratones “knock-in” en los que se ha
sustituido el gen endogeno de p27 (Kipl) por una version mutada, la cual
codifica para una forma no fosforilable de p27 en su posicion 10, por sustitucion
de la serina enddégena por una alanina. Con estos animales se han llevado a

cabo la mayoria de estudios in vitro y ex vivo de este trabajo.
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Para los estudios de aterosclerosis y AAA se ha empleado el raton apoE-/-. El
analisis del efecto de la fosforilacion de p27 en la S10 en los modelos
patolégicos se realizd con ratones dobles mutantes apoE-/- p27S10A que se

obtuvieron mediante cruce de ratones apoE-/- y ratones p27S10A.

Por ultimo, para los estudios de aterosclerosis temprana y de extravasacion
leucocitaria se utilizaron ratones apoE-/- Mafia que expresan la proteina
fluorescente verde (EGFP) en leucocitos de linaje mieloide. Los ratones
transgénicos Mafia (del inglés Macrophage Fas-Induced Apoptosis) poseen un
sistema de apoptosis inducible por Fas (miembro de la familia de TNF) asi como
la secuencia del gen de la EGFP bajo control del promotor del gen murino Csflr
(del inglés Colony stimulating factor 1r), cuya expresion esta restringida a células
sanguineas del linaje mieloide. Este animal expresa EGFP en monocitos
circulantes, macréfagos y células dendriticas, las cuales pueden ser eliminadas
al ser tratadas con ligandos que activen el receptor Fas (Burnett, 2004). Se
obtuvieron ratones apoE-/- Mafia y apoE-/- p27S10A Mafia mediante cruce de

ratones Mafia con apoE-/- y apoE-/ p27S10A respectivamente.

2.1 Genotipaje, mantenimiento y sacrificio

Los ratones se destetaron a las 4 semanas de edad y se estabularon por sexos.
El genotipo de los animales se determind por PCR a partir de ADN gendmico
obtenido de una muestra de la cola. El ADN se extrajo incubando las muestras
con 500 pl de “tampdn de digestidn para colas” a 55°C durante 8-12 horas. Tras
la digestion, las muestras se centrifugaron 10 minutos a 16000 g y se recogieron
los sobrenadantes, a los que se le anadié 500 pl de isopropanol para la

precipitacion del ADN. Finalmente el ADN gendmico se disolvié en ddH20.

Los cebadores empleados en las distintas reacciones de PCR destinadas al

genotipaje se detallan en la tabla 3.

La reaccion de PCR empleada para genotipar la linea de ratones p27S10A

genera un fragmento de 155 pares al amplificar el alelo silvestre y un fragmento
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Linea de ratéon Oligonicleétidos cebadores (5°-3)
-GCCTAGCCGAGGGAGAGCCG-
p27S10A -TGTGACTTGGGAGCTCTGCAGC-
-GCCGCCCCGACTGCATCT-

-TGTCTGTCTGTCTGTCTCCGTA-
-GAGGAGGCAGTTGGTAAACATCCG-

apoE-/-

Tabla 3. Cebadores empleados en el genotipaje de las distintas lineas de ratén.

de 245 al amplificar el alelo mutante. Por su parte, la reaccién de PCR empleada
para genotipar la linea apoE-/- genera un fragmento de 270 pares de bases al
amplificar el alelo silvestre y un fragmento de 400 pares de bases al amplificar el

alelo mutante.

Los ratones Mafia se caracterizaron mediante la deteccidon de su fenotipo. Se
extrajo sangre de dichos animales (véase Mat. y Met. 3.4) y se detectd la

expresion de EGFP en leucocitos circulantes por citometria de flujo.

Todos los ratones utilizados fueron de la cepa C57BL/6J y se criaron en un
ambiente libre de patdégenos con adecuadas condiciones de temperatura,
humedad y luminosidad siguiendo las premisas e indicaciones establecidas por
el ICLAS (International Council of laboratroy Animal Science) en las instalaciones
del animalario del Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares Carlos
[l (CNIC).

El sacrificio de los animales se llevé a cabo mediante procedimientos aceptados
en la legislacion vigente: inhalacion de didéxido de carbono o dislocacién cervical.
Salvo que se especifique otra cosa, todos los experimentos se realizaron con

machos adultos de 8 semanas de edad.

3. Obtencion de tejidos y células primarias de ratén

3.1 Obtencion de corazén y aorta de ratén

Para determinar la aterosclerosis presente en los modelos animales empleados,

fue necesaria la obtencion de los corazones de los animales experimentales.
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Para ello, se sacrificaron los ratones (véase Mat. y Mét. 2.1) y se colocaron en
posicion decubito supino. Empleando el material de cirugia adecuado, se
abrieron desde el abdomen hasta la base la cabeza, retirando los 6rganos
colindantes. Para eliminar la sangre, se seccioné la arteria femoral derecha de
cada uno de ellos y se perfundieron inyectando 20 ml de suero salino a través
del ventriculo izquierdo. Una vez aislados, los corazones se sumergieron en una
solucién de paraformaldehido (PFA) al 4% durante ~12 horas y se deshidrataron
en alcoholes de concentracién creciente (3 x 10 minutos en. EtOH 70%, 3 x 10
minutos en EtOH 90%, 3 x 10 minutos en EtOH 96% y 3 x 10 minutos en EtOH
100%) para posterior inclusién en bloques de parafina.

Se obtuvieron aortas de ratén para hacer estudios de expresién génica (Mat. y
Mét. 5), expresion proteica (Mat. y Mét. 4), estudios histologicos (Mat. y Mét. 19),
para la deteccidén de la produccién de moléculas vasoactivas (Mat. y Mét. 15),
para la evaluacion de la reactividad vascular (Mat. y Mét. 13) y para el
aislamiento de células endoteliales (Mat. y Mét. 3.2). En todos los casos la
obtencion de las aortas siguid el mismo procedimiento. Los animales se
sacrificaron (Mat. y Mét. 2.1) y se colocaron en posicion decubito supino. Con
ayuda del material de cirugia adecuado, se abrieron desde el final del abdomen
hasta la base la cabeza, retirando los érganos colindantes. Las aortas se
extrajeron pinzandolas desde la bifurcacion de las arterias iliacas, separandolas
del tejido conectivo hasta alcanzar su insercidén en el corazén. A continuacion se
sumergieron en suero salino y se elimind el tejido adiposo colindante. Para los
estudios de expresidbn génica y proteica, los animales fueron previamente

perfundidos con suero salino para eliminar los restos de sangre.

3.2 Obtencion y cultivo de células endoteliales

Las células endoteliales vasculares son uno de los principales objetos de estudio
de este trabajo. Para su obtencion se extrajeron aortas (Mat. y Mét. 3.1) de al
menos 5-7 ratones de unos 20-25 gramos de peso. Una vez obtenidas, las
aortas se mantuvieron en PBS frio y en condiciones de esterilidad en cabina de

flujo laminar. Se limpiaron las aortas, eliminando el tejido adiposo adyacente y la
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capa adventicia, incubandolas durante 20 minutos a 37°C con una solucion
compuesta de medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-
D5796, Sigma-Aldrich) suplementado con 100 U/ml de penicilina, 0.1 mg/ml de
estreptomicina y 0.65 mg/ml de colagenasa tipo 2 (300 U/mg CLS-2 LS004176-
Worthington Biochemical Corporation). Las aortas se trocearon en pequefios
anillos de 2 mm de longitud y se incubaron a 37°C durante 40 minutos con una
solucion de DMEM con 4 mg/ml de colagenasa tipo 2. A continuacion se detuvo
la reaccion proteolitica de la colagenasa afiadiendo DMEM enriquecido con 10%
de suero bovino fetal (FBS — del inglés Fetal Bovine Serum 1020-098 Gibco).
Los anillos adrticos, tras ser lavados al menos dos veces con DMEM enriquecido
con 10% de FBS, se cultivaron en placas p60 previamente recubiertas con una
solucion de 0.5% de gelatina (G9382, Sigma-Aldrich) y 0.1 mg/ml de colageno
(C8919, Sigma-Aldrich).

Tras varios dias en cultivo se observé la formacién de colonias celulares
alrededor de los anillos aorticos. La seleccion de las células endoteliales se llevo
a cabo por incubacién durante 30 minutos a 4°C con una solucién compuesta de
medio de cultivo para células endoteliales suplementado con 3.5 pl/ml del
anticuerpo anti-CD102 (553326, BD Pharmigen). Después de esta primera
incubacion, se lavaron las células y se incubaron durante 30 minutos a 4°C con
un anticuerpo secundario asociado a perlas magnéticas (Dynabeads®110.35,
Invitrogen) en medio de cultivo para células endoteliales. Las células se lavaron
tres veces con PBS y se levantaron con tripsina. Se detuvo la accién de la
tripsina diluyéndola con medio rico en suero (DMEM enriquecido con 10% de
FBS) y se recogieron las células en suspension. Por ultimo, se expuso la
solucion celular a un campo magnético que retuvo las células que expresan el
antigeno CD-102. Las células seleccionadas se crecieron con “medio de cultivo
para células endoteliales” enriquecido con 10% de FBS en placas recubiertas de

gelatina.
Para la obtencion y el mantenimiento de los cultivos celulares se trabajé siempre

en condiciones de maxima esterilidad en campanas de flujo laminar del tipo Il-A.

Los cultivos se mantuvieron siempre a 37°C en atmosfera con 5% de CO,. Las

82



Materiales y Métodos

células se emplearon para experimentos in-vitro hasta que alcanzaron un

maximo de 8 pases.
3.3 Obtencion de leucocitos de médula 6sea

Para la realizacion de estudios de adhesion leucocitaria in vitro (Mat. y Mét. 6.1)
y de reclutamiento leucocitario in vivo (Mat. y Mét. 8) se emplearon leucocitos
procedentes de médula 6sea de raton. Para su obtencién, se sacrificaron ratones
(Mat. y Mét. 2.2) y se obtuvieron sus tibias y fémures. Los huesos se limpiaron
de grasa y de tejido muscular con ayuda de un bisturi. A continuacion se
cortaron los extremos de cada hueso para mostrar la médula 6sea, la cual se
extrajo inyectando una solucién de Hanks con una jeringa de insulina de 1 mly
una aguja de 27G. La médula 6sea obtenida se disgregd por pipeteo suave y se
incubd durante 5 minutos a 4°C con una tampdn hipoténico (Mat. y Mét. 1) que
elimind los eritrocitos. Las células aisladas se mantuvieron en PBS frio hasta su

utilizacion.
3.4 Obtencion de sangre, suero y determinacion de niveles de colesterol

Se obtuvo sangre de ratones experimentales para la caracterizacion de las
poblaciones leucocitarias y la determinacién de los niveles séricos de colesterol.
La extraccidn se realizé mediante puncién submandibular, recogiendo no mas de
100 pl de sangre en tubos tratados con EDTA (20.1288, Sarstedt).

La obtenciéon de suero se hizo recogiendo 100 ul de sangre en tubos de
polipropileno. A continuacion se dejé que la sangre coagulara a temperatura
ambiente durante 30 minutos. El coagulo se elimind centrifugando 15 minutos a

2000 g y 4°C. El suero recogido se almacend a -80°C hasta su analisis.

Los niveles de colesterol total y libre se estimaron usando el analizador
automatico Dimension RxL Max Clinical System (Siemens) a partir del método
enzimatico descrito por Allain y colaboradores (Allain, 1974), el cual se basa en
la deteccion espectrofotométrica a 500 nm de la molécula quinonamina, obtenida
a partir del peréxido de hidrégeno producido en las reacciones sucesivas de los

ésteres de colesterol con la colesterol esterasa y la colesterol oxidasa.
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4. Analisis de extractos proteicos

4.1 Obtencidn de extractos proteicos

Se obtuvieron extractos proteicos tanto de aorta como de cultivos celulares para
posteriormente analizar la presencia de ciertas proteinas en diferentes
condiciones experimentales. Los extractos proteicos de células endoteliales en
cultivo se obtuvieron afiadiendo 50 ul de “tampén de lisis” (Mat. y Mét. 1) por
cada 10° células. Para asegurar la correcta rotura de las células, se froté la placa
con un rascador y tras recoger la solucion proteica, se congeld en nieve
carbonica, se descongelo rapidamente en un bafio termostatico a 37°C y se agitoé
vigorosamente con un “vortex” durante 30 segundos, repitiendo este
procedimiento al menos 3 veces. Las membranas celulares de la solucion se

eliminaron centrifugando a 16000 rpm durante 30 minutos.

Para la obtencion de extractos proteicos citoplasmaticos se incubaron las células
durante 15 minutos con un tampon de lisis suave (Mat. y Mét. 1). Los extractos

se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 minutos y se recupero el sobrenadante.

Debido a las caracteristicas resistentes y elasticas de las arterias, la obtencién
de extractos proteicos de aortas siguié un procedimiento ligeramente distinto. En
este caso, cada aorta se sumergié en 100 ul de tampdn de lisis y se disgrego
utilizando el sistema TissueLyser (QUIAGEN), el cual rompe el tejido
golpeandolo con esferas metalicas a gran velocidad. Una vez homogeneizada la
muestra, se centrifugd a 16000 rpm para descartar los restos tisulares y las
membranas celulares. El sobrenadante se recupero y se congeld a -80°C para su

posterior uso.

En todos los casos la extraccion se llevd a cabo manteniendo las muestras a 4°C
durante todo el procedimiento para prevenir la degradacion proteica.

4.2 Analisis de extractos proteicos (SDS-PAGE y Western-Blot)

El analisis de la composicion de los extractos proteicos se realizé mediante SDS-

PAGE e inmunodeteccion por Western-Blot. Como primera paso se cuantificé la
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concentracion total de proteinas en los extractos empleando el método descrito
por Bradford (Bradford 1976), el cual se basa en la capacidad que tiene el
compuesto quimico “azul brillante de Coomassie” para unirse a las proteinas de
manera inespecifica. Esta unidon produce una coloracion en la solucion que
puede ser detectada a 595 nm y cuya intensidad es proporcional a la
concentracion proteica de la muestra. La determinacion de la concentracion de
las muestras se hizo por extrapolacion a partir de una recta patron realizada con
soluciones de concentraciones conocidas de albumina de suero bovino (BSA -
del inglés Bovine serum albumin - A7906-100G SIGMA) de entre 0 y 10 ug/ul.
Para ello se prepararon cubetas de espectrometria a las que se anadieron 1 ml
de la solucion comercial Bio-Rad Protein Assay (500-0006-Bio-Rad) y 1 ul de
cada una de las muestra patrén. Del mismo modo y en paralelo se prepararon
tantas cubetas como muestras experimentales a analizar. Tras agitar, se dejo
que se desarrollara la reaccion colorimétrica durante al menos 20 minutos y se
midié la absorbancia en todas las cubetas empleando un espectofotémetro (UV-
1603, Shimadzu).

Electroforesis en SDS-PAGE

La electroforesis permite la separacion de las proteinas de una mezcla segun
distintos parametros. La electroforesis en SDS-PAGE consiste en la separacion
de proteinas tratadas con dodecilsulfato sédico (SDS - del inglés Sodium
Dodecyl Sulfate) mediante migracién por accion de un campo eléctrico a través

de una matriz de poliacrilamida (PAGE - Polyacrylamide Gel Electrophoresis).

Los extractos proteicos fueron tratados con una solucién de 0.1% de SDS,
confiriéndoles una carga negativa homogénea por unidad de masa.
Posteriormente, para cargar las muestras en los geles electroforéticos se
trataron con una solucién de 0.2 mg/ml de azul de bromofenol, 20% de glicerol y
10% de 2-mercaptoetanol. El azul de bromofenol permite visualizar el frente
electroforético durante la carrera mientras que el mercaptoetanol rompe los
puentes disulfuro y asegura la desnaturalizacion proteica. Por ultimo las

proteinas se calentaron a 95°C durante 5 minutos para provocar su
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desnaturalizacion. Estos tratamientos permitieron que la separacién final
dependiera del tamafo proteico y no de la carga enddégena o de la conformacion

de la proteina.

Los geles para la electroforesis se prepararon partir de una solucion comercial
de acrilamida-bis-acrilamida al 30% (161-0156 Bio-Rad). Los geles se dividieron
en dos partes, una superior denominada stacking o “concentradora” preparada
con 5% de acrilamida y pensada para concentrar la muestra antes de la
separacion por pesos moleculares (disolucion de acrilamida-bis-acrilamida,
tampon 1M TRIS 1M-pH 6.8, 10% SDS, 10% (NH4)2.S20s y TEMED) y otra
denominada resolving o “separadora”, encargada de la separacion de las
proteinas (disolucién de acrilamida-bis-acrilamida al porcentaje deseado, tampdn
1.5 M Tris-Base pH 8.8, 10% SDS, 10% persulfato aménico y TEMED). El
porcentaje de acrilamida empleado dependié del peso molecular de las proteinas
a separar, siendo de 8-10% para proteinas de alto peso molecular y de 12-14%

para proteinas de bajo peso molecular.

Se cargaron entre 10 y 25 ug de proteina por condicién y se realizé la migracion
proteica en tampon de electroforesis (25 mM Tris, 192 mM glicina, 0.1% SDS) a
una intensidad de 100 voltios en un sistema MiniProtean Il (Bio-Rad) equipado
con una fuente de voltaje hasta que el frente hubo recorrido todo el gel. Junto
con las muestras de interés se corri6 un marcador de pesos moleculares
(Precision Plus Protein™ Dual Color Standards 161-0374, Biorad) que se empled

para la posterior identificacion proteica.

Western-Blot

Las proteinas separadas por pesos moleculares se transfirieron a una membrana
de polifluoruro de vinilideno (PVDF, del inglés Polyvinylidene fluoride). Para ello,
los geles de poliacrilamida se pusieron en contacto con la membrana de PVDF y
se aplico una corriente eléctrica de 100 V durante 90 minutos en tampon de

transferencia (25 mM Tris pH 8.3, 192 mM glicina y 20% metanol) gracias al

sistema MiniProtean (Bio-Rad). Una vez transferidas a la membrana, se procedio
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a la inmunodeteccion de las proteinas de interés incubando la membrana con

y para
inespecificas del anticuerpo con las zonas sin proteina, la membrana se incubd

anticuerpos especificos. Previamente minimizar interacciones
durante 1 hora a temperatura ambiente con una solucion de bloqueo al 5% de
BSA en TBS-T. A continuacién la membrana se incub6 durante 12 horas a 4°C
con una solucion de bloqueo a la que se le afadié el anticuerpo primario. Para
poder hacer visible la interaccién antigeno-anticuerpo, las membranas se
incubaron tras 3 lavados de 5 minutos con TBS-T, con una solucion de TBS-T y
5% de BSA que contenia un anticuerpo secundario frente al anticuerpo primario.
Este anticuerpo secundario esta ligado a la peroxidasa del rabano (HRP- del
inglés Horseradish Peroxidase) de tal manera que en contacto con el reactivo
revelador ECL-Plus (Amersham Biosciences) genera una reaccién luminiscente
sistema de deteccidn (Fujiflm LAS-3000) y

posteriormente analizada con el software ImageQuant (GE Healthcare) para su

que fue registrada por el

cuantificacion. En la tabla 4 se incluyen las referencias de los anticuerpos
primarios y secundarios empleados y las concentraciones usadas para la

inmunodeteccion.

Casa comercial y Dilucién/
Anticuerpo . Descripcion concentracion de | Técnica
referencia
uso
anti-p27 BD Monoclonal de raton 1/500 WB
(610242)
Santa Cruz
anti-a-tubulina Biotechnology Monoclonal de ratéon 1/1500 WB
(sc-8035)
Santa Cruz
anti-a-actina Biotechnology Monoclonal de ratéon 1/1500 WB
(sc-32251)
Cell Signaling
anti-ERM Technology Policlonal de conejo 1/1000 WB
(3142)
Cell Signaling
anti-fosfo-ERM Technology Monoclonal de conejo 1/1000 WB
(3149)
. Abcam .
anti-p27-fosfo-S10 (ab62364) Monoclonal de conejo 1/1500 WB
Santa Cruz
anti-p-actina Biotechnology Monoclonal de raton 1/2000 WB
(sc-47778)
Santa Cruz 1/1000 WB
anti-VCAM-1 Biotechnology Policlonal de cabra -
(sc-1504) 100 pg/ratén Mi
R&D Systems .
IgG control (AB-108-C) Monoclonal de cabra 100 pg/raton Ml
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Casa comercial y Dilucion/
Anticuerpo ) Descripcion concentracion de | Técnica
referencia uso
. BioXcell .
anti-Sel-P (clon RB40.34) Monoclonal de conejo 1/1000 WB
anti-ICAM-1 (5%83(581'1 ) Monoclonal de rata 11000 W8
Santa Cruz
anti-INOS Biotechnology Policlonal de conejo 1/1000 WB
(sc-650)
Santa Cruz
anti-eNOS Biotechnology Policlonal de conejo 1/1500 WB
(sc-650)
anti-COX-1 Cay”(“fgofgg)m'ca' Policlonal de conejo 1/1000 WB
i 1/1000 WB
anti-COX-2 Cayman Chemical Monoclonal de ratéon
(160112) 1/250 IHQ
. . Santa Cruz
a”t"'(?{%;‘)’”ejc’ Biotechnology C;‘?Shg d%nc%ibﬁaﬁp 1/5000 WB
(sc-2004) 1ug
. Santa Cruz
a“t"('ag;:)""bra Biotechnology CO':‘?S“;’ dinctc’)‘r‘]”HoRP 1/5000 WB
(sc-2020) Jug
. . Santa Cruz
a”t"('gg‘l;rft"” Biotechnology Cotacho on cabra. 1/5000 wB
(sc-2005) 1ug
Santa Cruz
anti-Mac-3 Biotechnology Monoclonal de rata 1/300 IHQ
(sc-19991)
anti-SM-a- Monoclonal de
actina Sigma-Aldrich raton. Conjugado 1/50 IHQ
(fosfatasa (A5691) a fosfatasa
alcalina) alcalina
anti-laG de Vector Producido en
rata (bic?tinilado) Laboratories cabra. Conjugado 1/400 IHQ
(BA-9400) a biotina.
. Monoclonal de cabra.
anti-F4/80 (Alexa Serotec . .
Fluor 488) (MCA497A488-AbD) Conjugsg()’( :L‘l‘éoroforo 1/500 IF
. Monoclonal de rata.
anti-CD11b (APC) | Biolegend (101211 1 - do al fluordforo 1/200 Cit
Clon M1/70) APC
anti-CD49d Biolegend Monoclonal de rata. 1/200 Cit
(biotinilado) (103703) Conjugado a biotina
. BD Monoclonal de rata.
a“t('A%%?ZL (561919 Clon MEL- | Conjugado al fluoréforo 1/200 Cit
14) APC
BD Monoclonal de rata.
anti-PSGL1 (PE) (555306 Clon 2PH1) ConjugadopzlaEI fluoréforo 1/200 Cit
Estreptavidina Ebioscience Conjugada a APC 1/500 Cit

(APC)

(17-4317-82)

Tabla 4. Lista de anticuerpos empleados. WB= Western-Blot, IHQ= Inmunohistoquimica, IF=
Inmunofluorescencia, MI= Microscopia intravital. Cit= Citometria de flujo.
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5. Analisis de expresion génica. PCR cuantitativa en tiempo real

5.1 Extraccion de ARN

El analisis de la expresion de los distintos genes estudiados en este trabajo se
realiz6 por PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR) a partir de ADNc obtenido

por retrotranscripcion del ARNm presente en células y tejidos.

La extraccion se llevo a cabo tanto en células endoteliales como en aorta. En
ambos casos el procedimiento fue similar. Las células en cultivo se trataron con
el reactivo TRIzol (15596-026, Life Technologies) raspando con un rascador para
facilitar la rotura celular. Para la extraccion de ARNm de aortas, el tejido se
sumergié en 200 ul de Trizol y se disgregd empleando el aparato Tissuelyser de
modo similar al expuesto en el apartado (Mat. y Mét. 4.1). Una vez
homogeneizadas, las muestras se centrifugaron a 16000 rpm y a 4°C durante 15

minutos para eliminar los restos no solubles.

El ARNm se obtuvo por separacion de fases y precipitacion. Se afadieron 0.2 ml
de cloroformo por cada 1 ml de TRIzol y se agité la mezcla vigorosamente. Tras
una breve incubacién a temperatura ambiente, se centrifugd a 12000 g durante
15 minutos a 4°C y se recuper¢ la fase acuosa. La precipitacion se llevo a cabo
afadiendo 1.5 volumenes de isopropanol por cada volumen de fase acuosa
recuperada. El ARNm se dejo precipitando durante un minimo de 12 horas a -
20°C. El precipitado se recuperd centrifugando 15 minutos a 12000 g y 4°C,
descartando todo el sobrenadante para, a continuacion, lavarlo con una solucion
de 70% de etanol. Por ultimo se retir6 el etanol y se resuspendié el ARNm en un

pequefo volumen (20-30 nl) de agua ultrapura (agua MiliQ).

El ARNm obtenido se cuantific6 mediante absorbancia espectrofotométrica a 260
nm de longitud de onda con el sistema NanoDrop (Thermo Scientific). La pureza
de los extractos obtenidos se determind calculando el cociente de absorbancias

a 260 y 280 nm, obteniéndose valores cercanos a 2 (pureza maxima).
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5.2 PCR cuantitativa en tiempo real

Para la realizacion de la qPCR se retrotranscribieron a ADNc entre 0,5y 2 ug de
ARNm mediante el empleo de un kit comercial (High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit 4368814, Applied biosystems) basado en la accion de una
transcriptasa inversa y el uso de oligonucledtidos aleatorios. Cada reaccion,
llevada a cabo en un volumen final de 20 pul, se realiz6 con 200 unidades de la
transcriptasa reversa MML-V (del inglés Moloney murine leucemia virus), 100 ng

de oligonucleétidos aleatorios y 40 unidades de un inhibidor de ribonucleasas.

La qPCR se realiz6 utilizando el método de SYBER Green (SYBR Green PCR
Master mix, 4472908, Applied Biosystems). Este métodos se basa en la
interaccion de un fluorocromo con la doble cadena de ADN lo que produce un
complejo capaz de absorber longitudes de onda en torno a 497 nm y emitir a 520
nm, lo que permite el seguimiento de la reaccién a tiempo real y la cuantificacion
de los amplificados mediante el uso del sistema ABI Prism 7900 Sequence
Detection System (Applied Biosystems). Por cada reaccion se amplificaron 10 ng
de cDNA.

Para la cuantificacion relativa de la expresion génica se siguio el método descrito
por Livak y Schmittgen (Livak, 2001). Este método se basa en la determinacion
del denominado parametro “Ct” que se define como el ciclo en el que la
fluorescencia emitida durante la reaccion supera un umbral fijado y que es menor
cuanto mayor es la cantidad de ARNm del gen amplificado. La determinacion de
la expresidn del gen estudiado es relativa a un gen enddégeno denominado
‘housekeeping” cuya expresion es invariable en la condicion experimental y se

calcula mediante la formula 2-AACt :

Ratlo = 2 - [(Ct Gen interés — Ct Gen housekeeping )] condicion 2- [(Ct Gen Interés — Ct Gen housekeeping )] condicion 1

Siendo ACt el Ct de nuestro gen de interés menos el Ct del gen enddgeno y el

AACt la diferencia entre el ACt de una condicion problema (2) y la control (1).
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Gen (proteina) Cebador en sentido (5’ a 3’) Cebador en antisentido (5’ a 3’)
Sell (Sel-L) AAACGAAAGGCAGCTCTCTG CCCGTAATACCCTGCATCAC

Selp (Sel-P) GGTATCCGAAAGATCAACAATAAGTG GTTACTCTTGATGTAGATCTCCACACA
Icam1 (ICAM-1) GGACCACGGAGCCAATTTC CTCGGAGACATTAGAGAACAATGC
Vcaml (VCAM-1) GACCTGTTCCAGCGAGGGTCTA CTTCCATCCTCATAGCAATTAAGGTG
eGFP (eGFP) CGACGGCAACTACAAGAC TAGTTGTACTCCAGCTTGTGC

Nos2 (iNOS) GGCAGCCTGTGAGACCTTTG GCATTGGAAGTGAAGCGTTTC

Nos3 (eNOS) TCAGCCATCACAGTGTTCCC ATAGCCCGCATAGCGTATCAG

COX1 (COX-1) TGGCCAAGGTCTACCCCG CTCTGTACCCAAAGACTGCC

COX2 (COX-2) AGTCTCTCAATGAGTACCGGAAA AAGTTCTTCAAATGATGTGTACGG
mPges1 (mMPGES1) AGCACACTGCTGGTCATCAA TCCACATCTGGGTCACTCCT
mPges2 (MPGES2) ACTTCCACTCCCTGCCCTAT GTTGCAAGCTGTCTCCTTCC

cPges3 (cPGES) GGCAAAGCTTAATTGGCTCA ATCCTCATCACCACCCATGT

Ptgis (PTGIS) TCCATCCCTATGCCATCTTC ACTGCCTGCTTCTGTGGAGT
Thxasl (TBXAS1) GAGGTGCTGGGACAACGTAT GCCTCTGCTGTGAACCTTTC

Mmp2 (MMP-2) GCACCACCGAGGACTATGAC ACTTGTTGCCCAGGAAAGTG

Mmp3 (MMP-3) AGTGGATCTTCGCAGTTGGAA ATTAAACCAGCTATTGCTCTTCAATATG
Mmp9 (MMP-9) CGTGTCTGGAGATTCGACTTGA TGGAAGATGTCGTGTGAG

Mmp12 (MMP-12) GCTGTCACAACAGTGGGAGA ATACCAGATGGGATGCTTGG
Mmp13 (MMP-13) CCTTCTGGTCTTCTGGCACAC GGCTGGGTCGTCACACTTCTCTGG
Timp1 (TIMP1) GCATCTCTGGCATCTGGCATC GCGGTTCTGGGACTTGTGGGC
Gapdh (GAPDH) TGTGTCCGTCGTGGATCTGA CCTGCTTCACCACCTTCTTGAT

Hprtl (HGPRT) CCTAAGATGAGCGCAAGTTGAA CCACAGGACTAGAACACCTGCTAA
36b4 (RPLPO) ACTGGTCTAGGACCCGAGAAG TCCCACCTTGTCTCCAGTCT

Tabla 5. Cebadores empleados para qPCR

La secuencia de los oligonucleétidos utilizados para la amplificacion del cDNA
correspondiente a cada gen estudiado se obtuvo de la literatura o se disefié ex
profeso mediante el programa informatico “Primer3” teniendo en cuenta los
parametros estandares resumidos en (Thornton, 2011). Para cada pareja de
oligonucledtidos se comprobd la eficiencia de amplificacién y la posibilidad de

formar dimeros.

En la tabla 5 se detalla la secuencia de los cebadores utilizados en los estudios

de expresion génica de este trabajo.

6. Ensayos de adhesion leucocito-endotelio

Para la determinacién de la capacidad de adhesion de las células leucocitarias al
endotelio se llevaron a cabo aproximaciones in vitro e in vivo.

6.1 In vitro

El método consistié en la incubacidon de leucocitos marcados fluorescentemente

con cultivos de células endoteliales. Se aislaron leucocitos de médula 6sea de
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raton (Mat. y Mét. 3.3) y se incubaron 10 minutos a 37°C con 1 uM del fluoréforo
BCECF-AM (Molecular Probes, Inc.) en medio de cultivo DMEM con 0,1% de
FBS. Las células se lavaron dos veces con medio DMEM suplementado con

10% de FBS y se resuspendieron en medio de cultivo para células endoteliales.

Por otro lado se cultivaron células endoteliales procedentes de aorta de ratéon en
placas de 96 pocillos hasta que alcanzaron confluencia. Antes de anadir los
leucocitos a los pocillos para establecer contacto con las células endoteliales,
estas se activaron con TNFa (2 ng/ml) durante 8 horas. Se afiadieron 5x10*
leucocitos marcados por pocillo y se incubaron durante 30 minutos a 37°C. A
continuacion se afadid medio de cultivo hasta el borde del pocillo, se sell la
placa con una lamina de plastico y se invirtié6 durante 30 minutos, lo que permitié
la eliminacion por gravedad de aquellos leucocitos que no interaccionaron con el
endotelio. La cantidad de leucocitos adheridos se evalué lisando la células con
una solucion de 0.1% de SDS en 50 mM de Tris a pH 8.5 y midiendo la
intensidad de fluorescencia emitida a una longitud de onda de 538 nm tras
excitaciéon a 485 nm en un lector de microplacas (Fluoroskan Ascent, Thermo
Scientific). La fluorescencia recogida fue indicativa del numero de leucocitos
adheridos al endotelio en cada condicion. Para asegurar que el marcaje
fluorescente de los leucocitos fue similar en todas las condiciones, se comprobd

dicho marcaje mediante citometria de flujo.

Este experimento se llevo a cabo en condiciones basales e inhibiendo la ruta de
senalizacion RhoA/ROCK, para lo cual las células endoteliales fueron incubadas
con medio de cultivo suplementado con fasudil (10° mM) durante las 24 horas

previas a la realizacion del ensayo.
6.2 In vivo. Microscopia intravital en cremaster de ratéon

El estudio de la adhesion leucocitaria al endotelio in vivo se llevé a cabo
mediante microscopia intravital de arteriolas de musculo de cremaster de ratén.
Se trata de una técnica que permite la visualizaciéon de distintos procesos
fisiolégicos y celulares en organismos vivos en condiciones proximas a las

naturales. Este método se ha establecido como una importante herramienta para
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la caracterizacion de gran numero de procesos biolégicos gracias a los
importantes avances en las técnicas de marcaje celular y al desarrollo de

potentes microscopios (figura 12-A).

La preparacion del musculo cremaster para su perfecta visualizacién requiere de

una cuidada cirugia. Los ratones se anestesiaron con una dosis intraperitoneal

esticulo

Glandula s alival

N

A
L

Mis culo™S l
esternocleido hioiden™

4

s

. Arteria carbtida derecha

Figura 12. Microscopia intravital. A. Microscopio de epifluorescencia adaptado para
microscopia intravital. B. Preparacién del musculo cremaster de ratén para su visualizacion.
C. Colocacién del musculo cremaster bajo el objetivo. D y E. Exposicién de la arteria carétida
para su visualizacion. F. Colocacion del animal bajo el objetivo para la observacion de la
cardtida.
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de ketamina (Imalgene 1000; Merial) y medetomidina (Medeson; Urano) de 50 y
0.5 mg/kg respectivamente. A continuacion se inmovilizaron en posicidon decubito
supino y se les depild la region pubica. Bajo lupa y empleando material de
microcirugia, se diseccion6 el musculo cremaster aislandolo de los tejidos
adjuntos. El musculo fue cortado longitudinalmente con un cauterizador y se
extendié sobre un pedestal transparente apropiado para la visualizacion (figura
12-B). Para mantener una correcta temperatura y unas condiciones fisiolégicas
adecuadas, el musculo se perfundié durante todo el procedimiento con suero
salino a 37°C. La visualizacion de las arteriolas se llevdé a cabo empleando un
microscopio intravital (Leica DM6000-FS) con un objetivo de inmersiéon acuosa
Apo 40X NA 1.0 equipado con una camara DFC350-FX en condiciones de
campo claro (figura 12-C). Para promover la interaccion entre los leucocitos y el
endotelio se inyectaron en los testiculos 100 pl de TNFa (1,66 pg/ml) 4 horas
antes de la cirugia. Para la adquisicion y el procesamiento de las imagenes se
utilizé el programa informatico LAS-AF. La adhesién leucocitaria se analizd en

150 pm de arteriola durante un tiempo de 5 minutos.

Los experimentos de adhesion leucocitaria se llevaron a cabo en condiciones
basales y bajo dos estados alternativos: inactivando la via RhoA/ROCK vy
bloqueando la molécula de adhesién endotelial VCAM-1. Los primeros se
realizaron tratando los animales con una dosis oral de 40 mg/kg/dia de fasudil
durante los cuatro dias previos a la cirugia. Por su parte, el bloqueo de VCAM-se
realizd inyectado una dosis intravenosa de 100 pg del anticuerpo a-VCAM-1

inmediatamente después de realizar la cirugia.

7. Estudios de rodamiento leucocitario en caroétida de raton

Para estudiar el rodamiento leucocitario sobre el endotelio durante Ila
aterogénesis se realizaron experimentos de visualizacion de carétida de ratdon
mediante microscopia intravital siguiendo el protocolo recientemente puesto a
punto en nuestro laboratorio (Chevre, 2014). Los animales se anestesiaron e
inmovilizaron en posicion decubito supino de manera similar al apartado Mat. y

Mét. 6.2. Para exteriorizar la arteria carétida del animal se realizdé una pequefia
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incision vertical a la altura del cuello. Con cuidado, se fijo la glandula salival
sobre la preparacion y se separaron los musculos que rodean la arteria carétida,
filandolos con suturas (figura 12-D y 12-E). A continuacién se separé el nervio
vago derecho de la arteria carétida y se colocé una pieza de metal plana por
debajo de la arteria, la cual se sujetd a un soporte lateral. Finalmente, para evitar
el excesivo movimiento arterial causado por el pulso cardiaco, se coloco sobre la
arteria un cubreobjetos pulido, el cual se fij6 a la parte superior del soporte
utilizando plastilina. La region estabilizada se colocé bajo el objetivo del
microscopio multicanal de epifluorescencia equipado con un escaner de
resonancia (figura 12-F). La humedad y la temperatura del tejido se mantuvieron

constantes mediante un goteo de suero salino a 37°C.

Para la visualizacion de los leucocitos se inyectaron por via intravenosa 50 nug de
rodamina 6G (Sigma), una molécula fluorescente con un maximo de emision a
566 nm. Las imagenes se capturaron con un objetivo Apo 6X NA 0.9 de
inmersion acuosa tanto en campo claro como con un filtro Cy3 para la rodamina.
La cantidad de células en rodamiento se determiné contando el numero de
leucocitos que atravesaron una linea imaginaria perpendicular al vaso durante al
menos 30 segundos de grabacion. Para la visualizacion se eligieron las zonas
sensibles a sufrir aterosclerosis, preferiblemente regiones cercanas a la
bifurcacién de la carétida. El niumero de células en rodamiento se normalizé por

el numero de capturas o “frames” grabados en cada ocasion.

8. Estudios de reclutamiento leucocitario en aorta in vivo

Los estudios de migracion leucocitaria en aorta de ratbn como consecuencia del
proceso aterosclerdtico se realizaron mediante transferencia adoptiva de
leucocitos en ratones apoE-/-. El procedimiento consisti6 en la inyeccidon
intravenosa, durante dos dias consecutivos, de 5 millones de leucocitos
procedentes de médula 6sea (Mat. y Mét. 3.3) de ratones apoE-/- Mafia en
ratones apoE-/- que estuvieron alimentados 10 dias con dieta rica en grasa
(10.8% grasa total, 0.75% colesterol; S4892-E010, Ssniff). A continuacion se

sacrificaron los animales y se obtuvieron sus aortas toracicas (Mat. y Mét. 2.1).
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Se extrajo el ARNm de dichas aortas (Mat. y Mét. 5.1) y se analizé por gq°PCR
(Mat. y Mét. 5.2) la expresion de EGFP, la cual indicé el grado de extravasacion

leucocitaria.

Este experimento se llevé a cabo en condiciones basales e inactivando la via de
senalizacion RhoA/ROCK. Para esto se administré por via oral una dosis de 40

mg/kg/dia de fasudil durante los 4 dias previos al sacrificio de los animales.

9. Estudios de formacion de placa aterosclerética temprana

Para el estudio de aterosclerosis temprana se alimentaron durante 4 semanas
animales apoE-/- Mafia y apoE-/- p27S10A Mafia con una dieta rica en grasa
(10.8% grasa total, 0.75% colesterol; S4892-E010, Ssniff). Estos animales fueron
sacrificados a las 16 semanas de edad y se les extrajo el corazon para el estudio

histolégico del seno adrtico (Mat. y Mét. 19.1).

10. Analisis de poblaciones leucocitarias y moléculas de

adhesion

Para la caracterizacion de las poblaciones leucocitarias en sangre se emplearon
técnicas de citometria de flujo. La citometria de flujo es una técnica biofisica
basada en la utilizacion de luz laser, que permite el recuento y clasificacion de
células segun sus caracteristicas morfolégicas y Opticas. El citdmetro de flujo es
un aparato con un sistema de fluidos capaz de adquirir muestras de células en
suspension y determinar distintos parametros de la misma por el método de la
impedancia o Coulter, el cual mide y cuenta células detectando los cambios de
impedancia eléctrica que provoca una particula cuando pasa por un liquido
conductivo a través de él. De este modo cada célula causa cambios en la
impedancia de la conductividad eléctrica que son registrados como incrementos
en el voltaje entre dos electrodos. El numero de impulsos detectados es
proporcional al numero de particulas en la suspension mientras que intensidad

de los mismos es proporcional al volumen de cada particula. Con esto se
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obtienen diagramas de distribucion de volumenes que permiten identificar
poblaciones celulares. Ademas, el empleo de laseres de emision a diferentes
longitudes de onda permite la excitacion y posterior deteccion de fluoréforos,

posibilitando la deteccion de proteinas especificas mediante inmunodeteccion.

La determinacion de las principales subpoblaciones leucocitarias en sangre
(monocitos, neutrdfilos y linfocitos) se llevé a cabo de manera automatica con el
sistema Abacus Junior (Diatron) directamente en sangres extraidas de los

ratones experimentales.

La cuantificacion de la expresion de las moléculas de adhesién en leucocitos
circulantes de ratén se llevé a cabo mediante inmunomarcaje con anticuerpos
fluorescentes. Se extrajo sangre de los animales experimentales (Mat. y Mét.
3.4) y se incubd con 10 volumenes de tampon de lisis para eritrocitos (Mat. y
Mét. 1). Posteriormente los leucocitos se lavaron 3 veces con PBS y se
incubaron durante 45 minutos a temperatura ambiente con los anticuerpos
especificos frente a las moléculas de adhesion leucocitaria (Sel-L, PSGLA1,
CD11b CD49d) mostrados en la tabla 4. Para el marcaje con anticuerpos
biotinilados los leucocitos se incubaron posteriormente durante 30 minutos con
una solucién de estreptavidina fluorescente. Una vez lavadas, las células se
resuspendieron en una solucion de 2ug/ml de DAPI (marcador de viabilidad
celular) en PBS y se estudiaron con el sistema FACs Canto (BD Biosciences)

equipado con el software DIVA (BD Biosciences).

11. Ensayos de proliferacion en cultivos de células endoteliales

Se evaluo la proliferacién de células endoteliales in vitro mediante experimentos
de incorporacién de un analogo fluorescente de la timidina (Click-iT® Plus EdU
Alexa Fluor® 488 Flow Cytometry Kit, Life Technologies) al ADN de nueva
sintesis. Las células endoteliales fueron ayunadas durante 24 horas con medio
de cultivo sin FBS para sincronizar el cultivo en GO0. Posteriormente se les
cambié el medio por uno rico en mitégenos (10% de FBS) con una concentracion
de 10 uM Click-iT® Plus como indica el fabricante. Las células fueron recogidas

a distintos tiempos de incubacién tras tripsinizacion. Se analizo la fluorescencia
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de dichas células por citometria de flujo excitandolas con un laser de emision a
488 nm y recogiendo la sefal a emitida a 530/30 nm. Se detecté el numero de
células que habian incorporado dicho elemento (niUmero de células en divisidn) y
la intensidad de fluorescencia de dichas células (numero de divisiones que habia
sufrido la célula). El grado de proliferacion células se determiné utilizando la
herramienta “Proliferation” del programa informatico Flow-Jo, la cual permitid
establecer el indice de division celular, definido como el nimero promedio de

divisiones que han sufrido las células de un cultivo en relacion al cultivo original.

12. Ensayos de migracién en células endoteliales en cultivo

El estudio de la capacidad migratoria de células endoteliales se llevé a cabo
mediante experimentos de migracion celular en membrana porosa. Se cultivaron
células endoteliales en pocillos “transwell” con una superficie porosa de tamano
de poro de 8 um (Corning) previamente recubiertos con gelatina. Las células se
mantuvieron en cultivo durante 24 horas con medio para células endoteliales sin
FBS. A continuacidon se cambié el medio de cultivo celular por uno rico en suero
(10% de FBS) y se dejo que las células migraran a través de la membrana
porosa durante 24 horas. Para cuantificar la migracion celular, se recuperaron
las membranas, se eliminaron mediante raspado las células que permanecieron
en la cara superior de la membrana (células no migradas) y se fijaron
sumergiéndolas en una solucion de 4% de PFA durante 3 horas. A continuacion
las células se tineron tratando las membranas con una solucion de 2 ug/ml de
DAPI en PBS durante 2 horas. Finalmente las membranas se montaron en un
portaobjetos con medio de montaje (SlowFade — Life Technologies) y se

visualizaron en un microscopio de epifluorescencia.

13. Estudios de reactividad vascular ex vivo. Miégrafo de

alambre

Para evaluar la reactividad vascular y la capacidad contractil de aortas de ratén
ex-vivo, se empleé la miografia de alambre. Esta técnica desarrollada por

Mulvany y Halpern (Mulvany, 1976) permite determinar la contractilidad y la
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reactividad de un vaso tras un estimulo vasoconstrictor midiendo la tension que
ejerce dicho vaso anclado a un alambre. Para la realizacibn de estos
experimentos se sacrificaron los animales y se obtuvieron sus aortas (Mat. y Mét.
2.1), las cuales se sumergieron inmediatamente en tampon Krebs-Henseleit a
4°C. Con ayuda de una lupa, se disecciond el vaso, eliminando todo el tejido
conectivo y la grasa adyacente. Posteriormente las aortas se cortaron en
segmentos de 2 mm y se montaron en las camaras del sistema DMT multi-
chamber wire myograph (DMT) (figura 13-A) con tampon Krebs-Henseleit a
37°C y con constante burbujeo de carbdogeno (95% Oz y 5% COy). Los
segmentos se montaron entre dos alambres uno fijo y otro mévil conectado a un
transductor de fuerza que detecta el movimiento (figura 13-B). Tras 30 minutos,
en los que se dejé que los segmentos de las aortas se estabilizasen, se realizo la
normalizacion de las condiciones experimentales iniciales con el objetivo de

establecer un estado basal de los vasos que imitase la distension fisioldgica.

La tensién inicial en reposo del vaso en el sistema determina su respuesta
vasomotora, por lo que es critico que todos los segmentos partan de la misma
tension inicial. El procedimiento para la normalizacion consiste en estirar el vaso
montado y grabar la fuerza ejercida por la pared del vaso a cada punto de
distension. La fuerza es automaticamente grabada por el modulo de
normalizacion de DMT, mientras que la distension es registrada a través de la

ruleta micrométirca y anotada manualmente. Este procedimiento permite el

A B Segmento vascular

Conectado a Conectado a tornillo
transductor de fuerza micrométrico

Figura 13. Miografo de alambre. (A) Sistema para miografia de alambre DMT multi-chamber
wire myograph. (B) Preparacion del segmento vascular en la camara del sistema.
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calculo del diametro interno vascular, el cual se obtiene como la diferencia entre
las medidas de la ruleta micrométrica y el diametro conocido de 2 alambres

montados.

Ya que la tension de la pared es la fuerza medida dividida por la longitud de la
pared (normalmente 2 mm) y el grosor del vaso es constante, la presién efectiva
correspondiente a cada distension se calcula automaticamente usando las

ecuaciones de Laplace:

Tension = (Presion x radio) / grosor

Presién efectiva= Tension mural / (Circunferencia interna/ 21r)

En primer lugar, se verificé la integridad del vaso mediante la realizacion de una
curva de contractilidad inespecifica en respuesta a KCl. El KCI activa los canales
de Ca*? de las CMLVs, incrementando la concentracion de calcio libre en el
citosol e induciendo la contractilidad celular por activacién de la quinasa de la
cadena ligera de la miosina (Ratz, 2005). Se incubaron los segmentos con una
concentracion de KCI de 120mM en tampdén Krebs-Henseleit y se dejo que
contrajesen durante 5 minutos registrando su movimiento. Posteriormente se
lavaron las aortas 4 veces con tampon Krebs-Henseleit a 37° C y se dejaron
estabilizar. A continuacion se estiraron los segmentos hasta alcanzar una

presion efectiva de 100 mmHg.

Para determinar la capacidad contractil del vaso se realiz6 una curva de
contractilidad a distintas dosis de fenilefrina. Para esto se afadieron a las
camaras, soluciones madres crecientes de fenilefrina, obteniéndose
concentraciones finales de 1nM, 10 nM, 0,17uM, 1 uM y 10 puM. Se registro la
respuesta contractil a cada una de las concentraciones y la contractilidad se
representd como el porcentaje de contraccion de cada segmento con respecto a

la contraccion maxima inducida por KCI.

Se realizaron este tipo de curvas en segmentos aodrticos en estado basal,
denudados de endotelio y tratados con el inhibidor de COX-2 NS-398. Para
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eliminar el endotelio, los segmentos de aorta fueron colocados sobre un papel,
se aplastaron y se hicieron rodar para que las caras interiores del vaso se
tocaran. Para el bloqueo de la enzima COX-2 se anadié NS-398 (1 uM) al

tampon Krebs-Henseleit durante todo el procedimiento.

14. Ensayos de reactividad vascular in vivo

Se llevaron a cabo experimentos de reactividad vascular in vivo mediante
microscopia intravital en arteriolas del musculo cremaster de raton. La
preparacion de los animales y la adquisicion de las imagenes fueron similares a
la detallada en Mat. y Mét. 6.2. La contractilidad vascular se evalud
administrando por via venosa una dosis de 50 ul de fenilfreina a 1 mM. Las
arteriolas se grabaron durante los 20 segundos previos a la administracion del
farmaco y durante los 5-10 minutos siguientes. La capacidad contractil del vaso
se determin6 midiendo el didametro del vaso antes y después de la administracion
del farmaco a diferentes tiempos hasta que recuperd su estado inicial. Para
evitar las diferencias de contractilidad atribuibles al calibre arterial, se obtuvieron

imagenes de arteriolas de diametros similares.

Estos experimentos se realizaron en condiciones fisioldgicas y tras inactivaciéon
de la enzima COX-2. Para ello los ratones fueron tratados con una dosis oral de

0.12 mg/dia del inhibidor especifico NS-398 los tres dias anteriores a la cirugia.

15. Determinaciéon de moléculas vasoactivas liberadas por aorta

de ratéon

Se determind la liberacion de tromboxano 2 (TXAp), prostaciclina (PGly) y
prostaglandina E2 (PGE;) mediante kits comerciales basados en el método de
ELISA (del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). El sistema ELISA se

basa en la deteccidon de un antigeno en una solucién, mediante su incubacion
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con una superficie tratada con un anticuerpo que lo reconoce especificamente y
lo inmoviliza. A continuacion se evidencia esta union, empleando otro anticuerpo
conjugado a una enzima que reconoce el antigeno inmovilizado y permite llevar
a cabo una reaccion colorimétrica que da una seinal facilmente detectable por

espectrometria.

El produccion de TXA; se determind con el kit TXB; ELISA Kit (501020, Cayman
Chemical) siguiendo las instrucciones del fabricante. La deteccion de TXA; es
dificil ya que se hidroliza rapidamente de manera no enzimatica a tromboxano B
(TXBy). El kit empleado detecta especificamente TXB,, metabolito mucho mas
estable. El ensayo consta de unos pocillos recubiertos de un anticuerpo
monoclonal especifico para TXB,y se basa en la competicion entre TXB,y TXB;
conjugado a acetilcolinesterasa (TXB,-AChE trazador) por el numero limitado de
anticuerpos de TXB; presentes en el pocillo. El trazador es incubado a una
concentracion conocida mientras que el TXB; libre altera la unién del trazador al
anticuerpo. De este modo, la cantidad de trazador que es capaz de unirse al
anticuerpo es inversamente proporcional a la cantidad de TXB; libre en el pocillo.
La deteccion del trazador inmovilizado en cada pocillo se lleva a cabo a partir de
una reaccién mediada por la acetilcolinesterasa a la que va conjugada. Esta
enzima en presencia de tiocolina (o reactivo de Ellman) produce la sintesis de
acido 5-tio-2-nitrobenzoico que posee una coloracion amarilla y que puede ser
detectada por espectrofotometria a 412 nm. La absorbancia a esta longitud de
onda fue proporcional a la cantidad de trazador unido e inversamente
proporcional al TXB; libre de la muestra. A partir de concentraciones conocidas
de TXB; suministradas por el fabricante se realizaron curvas de absorbancia-
concentracion que se emplearon para la determinacibn exacta de la

concentracion de TXA, de las muestras por extrapolacion.

Para la determinacion de la liberacion de PGE, y PGl se utilizaron los kits
PGE; ELISA Kit — Monoclonal (514010, Cayman Chemical) y 6-keto
PGF4 ELISA Kit (515211, Cayman Chemical) basados en el mismo principio que
el kit empleado para medir el TXB,. PGl se hidroliza espontaneamente a 6 keto-

PGF .. El ensayo se basa en la competicion de 6 keto-PGF4 y de 6 keto-PGF14
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conjugados a AChE. Por su parte la deteccion de PGE, se basa en la

competicion entre PGE; y PGE; conjugado con AChE.

Las muestras se obtuvieron sumergiendo segmentos adrticos de 2 mm de
longitud en tampon Krebs-Henseleit a 37°C con constante burbujeo de
carboégeno durante 20 minutos. La medida de la reaccién colorimétrica se llevé a
cabo empleando un espectrofotdmetro de microplacas (xMark Microplate
Absorbance Spectrophotometer — Biorad). La determinacién de la liberacion de
TXA; también se realizé en condiciones de bloqueo de la actividad de COX-2,
para lo cual se siguidé exactamente este mismo procedimiento, suplementando el

tampdn Krebs-Henseleit con NS-398 para una concentracion final de 1 uM.

16. Analisis de la actividad COX en células endoteliales en

cultivo

El estudio de la actividad COX en cultivos celulares se llevé a cabo mediante el
empleo de un kit comercial (760151 —Cayman) basado en la deteccion
colorimétrica a 590 nm del compuesto N,N,N’,N’-tetrametil-p-fenilenediamina
(TMPD) obtenido a partir de la actividad peroxidasa de COX. La actividad en las
muestras se calculd por extrapolacion a partir de una recta patron realizada con
soluciones de COX de concentracion conocida. Las muestras consistieron en un
homogeneizado proteico obtenido a partir de 10° células en 90 pl de tampén de
lisis (0.1 M Tris-HCI, pH 7.8 con 1 mM de EDTA). Para la determinacion
especifica de la actividad de COX-2, las muestras se trataron con el inhibidor
DUP-697 como indico el fabricante. El ensayo se llevé a cabo en placas de 96
pocillos y la sefial colorimétrica se detecté en un lector de microplacas (xMark

Microplate Absorbance Spectrophotometer— Biorad).

17. Medidas de presion arterial

La presidén arterial de los ratones se registré utilizando el sistema BP-2000

(Visitech Systems), el cual se compone de un esfigmomandmetro que se coloca
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en la cola del raton, un emisor de luz y un detector. Este sistema se basa en el
fendmeno de la transmision fotopletismografica, de modo que la variacién en la
cantidad de luz transmitida a través de la cola es la sefal basica que se analiza
para determinar la presién arterial y el pulso cardiaco. Cada vez que el corazén
late, una onda de presion viaja a través del sistema vascular. Cuando alcanza la
cola, los vasos se dilatan ligeramente lo que dispersa mas la luz incidente
(momento correspondiente a la sistole). A medida que la ola de presién pasa, los
vasos en la cola se hacen mas pequenos como consecuencia de la bajada de
presiéon, dandose una menor dispersion de la luz (momento correspondiente a la
diastole). El sistema BP-2000 detecta la variacion en la luz transmitida a través
de la cola del raton y calcula automaticamente los valores de presion sistdlica y

diastolica en ratones conscientes.

Los datos de presion arterial se calcularon como el promedio de 10 mediciones
consecutivas. Para obtener valores fiables de presién arterial, los ratones fueron
adaptados al sistema haciendo medidas diarias de presiéon arterial durante al

menos una semana.

18. Estudios de formacion de AAA

Para el estudio del AAA se utilizd el modelo descrito por Daugherty y
colaboradores (Daugherty, 2000) basado en la infusion de Angll en ratones
apoE-/-. El procedimiento consistié en la implantaciéon subcutanea de una bomba
osmotica (2004, Alzet) de liberacion de Angll para la administracién de una dosis
de 1ug/kg/min durante 28 dias. Para la colocacion del dispositivo liberador de
angiotensina, se anestesiaron los animales con isofluorano inhalado (2% en
oxigeno) y se les practico una pequefia incision en la espalda a escasos
milimetros del cuello, por la que se introdujo la bomba osmética. La bomba se
activé previamente sumergiéndola en suero salino a 37°C durante un minimo de
48 horas. La herida se cerré con sutura y se aplico desinfectante. Tras 28 dias
de tratamiento con Angll se sacrificaron los animales y se obtuvieron las aortas

para su analisis histolégico (Mat. y Mét. 19.2).
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Para estudiar la progresiéon de la enfermedad durante el modelo se llevé a cabo
la visualizacién de la aorta abdominal mediante ecografia de ultrasonidos
(sistema VEVO770). Para esto, los ratones fueron depilados en su zona
abdominal y se anestesiaron con isofluorano inhalado. Posteriormente fueron
colocados en posicion decubito supino y con una sonda abdominal se visualizo
la aorta desde su el inicio de la aorta toracica hasta la bifurcacion de las arterias
renales. Se midié el tamafo de la aorta en aquella posicidon donde el diametro
era maximo (normalmente justo por encima de las suprarrenales). Para el célculo
final del diametro de la aorta abdominal, se hizo un promedio midiendo un
minimo de dos imagenes por raton y un minimo de dos diametros por imagen.
Se tomaron imagenes de ecografia antes de implantar las bombas (dia 0) y

durante el transcurso del modelo (dia 2, 5, 12,18, 24 y 28).

Este modelo patolégico se llevo a cabo en condiciones control y en condiciones
de bloqueo de la enzima COX-2. Para esto se administrd a los ratones una dosis
intraperitioneal de 5 mg/ kg del inhibidor NS-398 en dias alternos, empezando
tres dias antes de la implantacion de las bombas osméticas y hasta el final del

modelo tras 28 dias de infusion de Angll.

19. Estudios histolégicos

19.1 Caracterizacion de las lesiones ateroscleréticas

Para la cuantificacion de la formacion de placa aterosclerdtica se obtuvieron
cortes histologicos de 3 micras de grosor de tres regiones distintas de la valvula
aortica a partir de los corazones obtenidos de los animales experimentales. Los
cortes histolégicos se desparafinaron y rehidrataron mediante lavados con xileno
(tres lavados de 4 minutos), etanol al 95% (dos lavados de 4 minutos), etanol al
70% (dos lavados de 2 minutos), etanol al 50% (dos lavados de 2 minutos) y

agua ultrapura MilliQ (un lavado de 5 minutos).
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Para la correcta visualizacion del tejido se realizé una tincion de hematoxilina-
eosina (H/E). Los cortes histoldégicos se sumergieron durante 30 segundos en
una solucién de hematoxilina de Harris (Sigma) que tiind los nucleos celulares de
color violeta intenso, posteriormente se aclar6 la tincion mediante lavados
rapidos en una solucién de diferenciacion (0,25% (v/v) de HCI en etanol al 70%)
y a continuacion se tifieron los citoplasmas celulares sumergiendo las muestras
durante 20 segundos en una solucién hidroalcéholica de eosina al 50%. Por
ultimo se realiz6 la deshidratacidon de los cortes histolégicos mediante un
tratamiento inverso al anteriormente expuesto y se montaron con medio
comercial Eukitt (O. Kindler GmbH & Co).

Se obtuvieron imagenes de 3 cortes por cada una de las 3 regiones analizadas
(desde el inicio de la aorta toracica hasta la zona de las valvulas) empleando un
microscopio (Olympus BX41) con un objetivo de 20X acoplado a una camara
(Olympus UC30). Las imagenes obtenidas fueron analizadas con el software de
imagen Image J (NIH), cuantificandose el area de la lesion aterosclerdtica para

cada una de las muestras.

Para analizar el contenido en macrofagos de las placas ateroscleréticas se
empled la inmunofluorescencia de tejido. Esta técnica permite en muestras
histologicas la localizacion de un antigeno mediante la incubacion con
anticuerpos especificos y la deteccidn de esta unidon a partir de anticuerpos
secundarios fluorescentes. La composicion en macrofagos de las placas
ateroscleroticas se llevo a cabo mediante la deteccion del antigeno F4/80. Para
ello se obtuvieron cortes histologicos de seno adrtico de manera similar a la ya
expuesta (Mat. y Mét. 19.1). Después de su hidratacion (Mat. y Mét. 19.1), los
cortes histolégicos fueron tratados con tampoén de citrato de sodio a 100°C
durante 20 minutos, lo que expuso el antigeno. A continuacién, se realizé un
bloqueo de uniones inespecificas mediante tratamiento con medio de bloqueo
(suero de caballo al 5 % en PBS) durante 45 minutos y se incubaron las
muestras 12 horas a 4°C con el anticuerpo anti-F4/80 (dilucién 1/500) conjugado
al fluoroforo Alexa Fluor 488. Tras varios lavados con PBS, los cortes fueron

tratados con una solucion de 2 ug/ml de DAPI en PBS para marcar los nucleos y
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se montaron en medio de montaje (SlowFade - Life Technologies). Las
imagenes fueron obtenidas con un microscopio confocal Leica TCS/SP2 con un

objetivo 40X de inmersidn en aceite.

19.2 Caracterizacion de las lesiones anuerismaticas

Para determinar las caracteristicas de los AAA en el modelo de infusion de Angll
en ratdn se realizaron estudios histolégicos. Una vez administrada la Angll, las
aortas fueron fijadas con PFA al 4%, deshidratadas, incluidas en parafina y
cortadas a 3 micras de grosor. Se realizaron estudios inmunohistolégicos para
detectar el contenido en macréfagos y CMLVs asi como de expresion de COX-2

de dichas lesiones.

Para la deteccion de macréfagos se empled un anticuerpo especifico frente al
antigeno Mac-3 expresado en macrofagos. El tejido se desparafind y se hidrato
de siguiendo los mismos pasos ya expuestos en Mat. y Mét. 19.1. Los cortes
histoldgicos fueron tratados con una solucién de peréxido de hidrégeno al 3% en
PBS durante 30 minutos, lo que bloqued la actividad peroxidasa enddgena. A
continuacion se bloquearon las interacciones inespecificas que pudiera dar
nuestro anticuerpo, incubando los cortes con una solucion al 3% en suero de
cabra durante 90 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se incubaron
los cortes con el anticuerpo primario anti-Mac-3 en la propia solucion de bloqueo
(dilucion 1/250) durante 12 horas a 4°C. Las secciones fueron lavadas 3 veces
con PBS para eliminar el anticuerpo sobrante y se incubaron con el anticuerpo
secundario anti-IgG de rata conjugado a biotina (diluido 1/400 en medio de
bloqueo). Por ultimo se realizaron 3 nuevos lavados con PBS y se realizé una
incubacion de 7 minutos con estreptavidina conjugada a HRP (dilucion 72
labvision). Tras 3 nuevos lavados con PBS se procedi6 al revelado, para lo cual
se incubaron los cortes con el reactivo DAB (Serotec) que en presencia de la
enzima HRP forma un precipitado de color marrén. Se procedié a su montaje
tras deshidratacidon en alcoholes de gradacion creciente con el medio de montaje

comercial Eukitt como se explica en Mat. y Mét. 19.1.
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La deteccion de COX-2 se llevd a cabo siguiendo exactamente el mismo
procedimiento, incubando los cortes histoldgicos con el anticuerpo primario anti-
COX-2 (dilucion 1/250).

Para detectar la presencia de CMLVs en la lesion aterosclerdtica se emple6 un
anticuerpo frente a a-actina especifica de musculo liso, conjugado a fosfatasa
alcalina (tabla 4). El procedimiento fue similar al descrito para la deteccién de
macrofagos y COX-2. Se desparafinaron los cortes histolégicos y se incubaron
con solucion de bloqueo para evitar las interacciones inespecificas.
Posteriormente los cortes fueron incubados con una solucion diluida 1/50 del
anticuerpo en solucién de bloqueo durante toda la noche a 4°C. Finalmente se
lavaron las muestras con PBS al menos 3 veces y se reveld la interaccion
utilizando el sustrato comercial Fast Red (Sigma) que por accién de la fosfatasa
alcalina produce un precipitado de color rojo. Los cortes se montaron en medio

de montaje glicerol-gelatina (Sigma) sin deshidratar.

Para la deteccion de colageno en ateroma se realizé la tincion tricrémico de
Masson, compuesta por la hematoxilina de Weigert, el rojo fucsina y el colorante
verde luz, que tiAen nucleos celulares, fibras musculares y colageno,
respectivamente. Para llevar a cabo esta tincion previamente se deben preparar
dos soluciones de trabajo, una solucibn A compuesta por hematoxilina de
Weigert al 1% en etanol absoluto y que se prepara al menos una semana antes
de su uso manteniéndose siempre en oscuridad y una solucién B formada por
0,4% (v/v) de cloruro férrico al 30% y 0,1 % (v/v) de acido clorhidrico en agua
destilada. En el momento de realizar la tincion ambas soluciones se mezclaron
vertiendo la solucién B sobre la A. Los cortes ya desparafinados (Mat. y Mét.
19.1) se sumergieron en la mezcla durante 4 minutos y posteriormente se
lavaron con agua corriente al menos 10 minutos. A continuacion se incubaron
con una solucién de fucsina al 0,1% y acido acético al 10% en agua destilada, y
seguidamente se sumergieron en una solucién formada por acido fosfotungstico
al 10% durante 4 minutos. Posteriormente los cortes histoldégicos se sumergieron
en acido acético al 10% en agua destilada durante 5 minutos, lo que provocé la

desdiferenciacion de la muestra. Por ultimo los cortes se sumergieron en una
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solucion de verde luz al 1% (Fisher Scientfific) y acido acético al 0,5 % en agua
destilada durante 50 segundos. Los cortes tefidos se lavaron en acido acético al
10% durante 2 minutos y se deshidrataron sumergiéndolos rapidamente en
alcohol del 95% (1 minuto), alcohol absoluto (1 minuto) y xileno (1 minuto).

Finalmente las muestras se montaron con medio de montaje Eukitt.

Tanto para la cuantificacién de los marcajes inmunohistoquimicos como para la
cuantificacion del contenido en colageno, se realizé un promedio de un minimo
de 3 cortes histoldégicos por cada aorta a partir de 3 regiones distintas del
aneurisma. La toma de imagenes se llevd a cabo utilizando un microscopio
(Olympus BX41) con un objetivo de 20X acoplado a una camara (Olympus
UC30) vy el analisis de la sehal positiva se determind utilizando el programa
informatico ImageJ (NIH). Los datos se representaron como el porcentaje de

lesidn positiva para dicho componente con respecto al area total de la lesion.

19.3 Estudios estructurales en aorta toracica

Para determinar las caracteristicas estructurales de la aorta toracica se
emplearon dos técnicas histologicas. Por un lado se hizo una visualizacion
general de las aortas mediante tincion de H/E, siguiendo el mismo procedimiento
descrito en Mat. y Mét. 19.1. Por otro lado, se determiné el numero de capas de
elastina en aorta toracica aprovechando las caracteristicas autofluorescentes de
estas estructuras. Los cortes histolégicos se obtuvieron siguiendo el protocolo
descrito en el apartado Mat. y Mét. 19.1 y tras su hidratacion se montaron
directamente con medio de montaje (SlowFade - Life Technologies). Se
determiné la cantidad de capas de laminas elasticas en secciones de aorta
toracica en imagenes obtenidas en un microscopio confocal Leica TCS/SP2 con
un objetivo de 40X recogiendo la sefal emitida tras excitar la muestra con un
laser de Argén emisor a 488 nm. Se analizaron por cada animal un minimo de 3

cortes procedentes de 3 regiones distintas de la aorta.

109



Materiales y Métodos

20. Analisis estadistico

Los datos obtenidos se representaron como la media + el error estandar de la
media. En los experimentos con dos grupos, la existencia de diferencias
estadisticamente significativas se evalu6 mediante un test de Student no
pareado de una cola. Cuando se compararon mas de dos grupos, se empled un
ANOVA de dos factores y el test post-hoc de Bonferroni. En ambos casos los
test estadisticos se hicieron empleando el programa informatico GraphPad
Prism. Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas para

valores de p<0.05.
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1. Papel de la fosforilacién de p27-S10 en la activacion endotelial

y en la formacién de placa aterosclerética temprana

1.1 La hipercolesterolemia inducida por dieta grasa reduce rapidamente la
fosforilacion de p27 en la S10 y promueve la expresion de moléculas de

adhesion en aorta de ratéon

Estudios previos llevados a cabo en el laboratorio donde se ha desarrollado esta
tesis han demostrado que la fosforilacion de p27 en la S10 juega un papel
fundamental en el desarrollo de placa aterosclerética avanzada modulando la
captaciéon de LDLs modificadas por parte de los macrofagos (Fuster, 2011).
Dado que la implicacion de p27 en este proceso supone una funcion mas alla de
la clasica actividad antiproliferativa de la proteina, quisimos averiguar si esta
modificacion postraduccional también interviene en otros procesos relevantes en

la aterogénesis, particularmente en las primeras etapas de la enfermedad.

A B Aorta
Dieta 9 dias
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Figura 14. La hipercolesterolemia inducida por dieta grasa reduce rapidamente la fosforilacion
de p27 en la S10 en aorta de ratones apoE-/-. (A) Niveles de colesterol libre y colesterol total en
sueros de ratones apoE-/- alimentados con dieta control (n=5) o con dieta rica en grasa
durante 9 dias (n=5). (B) Analisis por Western-Blot de extractos proteicos procedentes de
aortas de ratén apoE-/- alimentados con dieta control o con dieta rica en grasa (DG) durante
9 dias. Se indica debajo la relacién entre los niveles de p27 fosforilado en S10 y la cantidad
total de p27 (p27ser10-P/p27) (relativo a control=1). Se detecté la cantidad de a-actina en
ambas condiciones como control de carga. Se muestra un Western-Blot representativo y el
valor promedio de tres experimentos independientes realizados con una muestra de 6 aortas
por condicion.
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Como primer paso, estudiamos si el grado de fosforilacion de p27 en la S10 se
ve regulado por la presencia de altos niveles de colesterol en sangre, ya que la
hipercolesterolemia es uno de los principales causantes de la activacion
endotelial y del inicio del proceso aterosclerético. Para esto, se alimentaron
ratones apoE-/- con dieta grasa durante 9 dias, tratamiento que no genera
placas ateroscleréticas pero produce altos niveles de colesterol en sangre, como
se pudo comprobar al analizar el colesterol total y libre en el suero (figura 14-
A). Mediante Western-Blot se analizé la cantidad total de p27 y de su forma
fosforilada en la S10 en extractos proteicos obtenidos de las aortas de estos
mismos animales. El ensayo mostré que las aortas obtenidas de los ratones
hipercolesterolemicos presentaban unos niveles de fosforilacion en la S10
reducidos cuando se comparaban con los de las aortas de ratones alimentados
con dieta control (figura 14-B). Estos resultados sugieren que la
hipercolesterolemia promueve la defosforilacion de p27 en la S10 a nivel aodrtico

antes de la aparicion de placa aterosclerética.

Dado que la activaciéon endotelial es el primer fendbmeno derivado de la
acumulacion lipidica en el espacio subendotelial, decidimos estudiar si la
hipercolesterolemia generada tras sélo 9 dias de dieta grasa era suficiente para

inducir la expresion de moléculas de adhesién a nivel vascular. Se analizd
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Figura 15. La hipercolesterolemia incrementa rapidamente la expresion de moléculas de
adhesion en aorta de ratones apoE-/-. Andlisis de los niveles de expresion génica de L-Sel, P-
Sel, ICAM-1 y VCAM-1 en arco aodrtico de ratones apoE-/- alimentados con dieta control
(n=6) o con dieta grasa durante 9 dias (n=5). Los datos son representados como expresién
relativa de cada uno de los genes con respecto a la condicion de dieta control.
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mediante qPCR la expresion génica de Sel-L, Sel-P, I-CAM y VCAM-1 en el arco
aortico de ratones apoE-/- alimentados con dieta control o dieta grasa. El analisis
mostrd una ligera sobrexpresion de la mayoria de estas moléculas de adhesion
en aorta de ratones apoE-/- sometidos a dieta grasa, que alcanzé significatividad
estadistica para VCAM-1 (figura 15).

1.2 La hipercolesterolemia induce la defosforilacion de p27 en la S10 en

células endoteliales de aorta de ratén in vitro

Los resultados anteriores mostraron una rapida defosforilacion de p27 en la S10
y la sobrexpresion de VCAM-1 en aortas de raton tras un breve periodo de
hipercolesterolemia inducida por dieta grasa. Puesto que el endotelio vascular es
el tipo celular donde se expresan preferentemente la mayoria de moléculas de
adhesion, quisimos determinar si la hipercolesterolemia modifica el estado
fosforilado de p27 en este tipo celular. Se trataron células endoteliales en cultivo
con sueros de ratones alimentados con dieta estandar o alimentados durante 4
dias con dieta grasa, que ya presentaban niveles altos de colesterol (figura 16-
A). Tras analizar por Western-Blot los extractos proteicos se observé una clara
reduccion de los niveles de fosforilacion de p27-S10 tras una incubacion de 6
horas con sueros hipercolesterolémicos (figura 16-B). Estos resultados

confirman que la hipercolesterolemia se asocia con un descenso en el grado de
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Figura 16. La hipercolesterolemia induce la defosforilacion de p27-S10 en células endoteliales
de aorta de raton. (A) Niveles de colesterol libre y colesterol total en sueros de ratones apoE-
/- alimentados con dieta control (n=4) o tras 4 dias de dieta grasa (n=5). (B) Izquierda.
Analisis por Western-Blot de los niveles de fosforilacion de p27 en células endoteliales de
aorta de ratén incubadas durante 30 minutos y 6 horas con sueros de ratdon alimentados con
dieta control (DC) o con dieta rica en grasa (DRG). Se analizé la cantidad de B-actina como
control de carga. Derecha. Representacion de la cuantificacion de los niveles de p27
fosforilado relativizados a los niveles totales de p27 (p27ser10-P/p27) en dichas condiciones.
Los datos muestran el promedio de dos experimentos independientes.
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fosforilacién de p27 en S10 en células endoteliales.

1.3 La ausencia de fosforilacion de p27 en la S10 promueve la expresion de

moléculas de adhesion en aorta de ratén

A continuacion quisimos determinar si la sobrexpresion de moléculas de
adhesion observada en aortas de ratones alimentados con dieta grasa durante 9
dias (figura 16) era consecuencia de la defosforilacion de p27 (figura 15-B) o
por el contrario se debia al estado inflamatorio provocado por Ia
hipercolesterolemia. Para responder a esta cuestion empleamos el raton
transgénico apoE-/- p27S10A, el cual expresa una version mutada de p27 que
no puede ser fosforilada en su décimo residuo. El estado desfosforilado de p27
en estos ratones se confirmé en extractos proteicos procedentes de aorta, en los
que se pudo comprobar como la forma fosforilada de p27-S10 es indetectable
por Western-Blot con un anticuerpo especifico para reconocer esta modificacion
(figura 17-A).

Al estudiar por qPCR la expresién génica de Sel-L, Sel-P, ICAM-1 y VCAM-1 en
aortas de ratones apoE-/- y apoE-/- p27S10A se observo que los niveles de

expresion de Sel-L, ICAM-1 y VCAM-1 eran superiores en ausencia de la

A Aorta B

D apoE-- . apoE--p27S10A

apoE"- g

apoE-- p27S10A

% ol p<0.05 Aorta p<0.05

p27 3

Ser10-P | — 8

2

&

P27 | MR . ®

3

o

2

Z

fﬁl 10 m[

Sel-L Sel-P ICAM-1  VCAM-1

Figura 17. La ausencia de fosforilacion de p27 en la serina 10 incrementa los niveles de
expresion de moléculas de adhesion en aorta de ratén. (A) Analisis por Western-Blot del
estado fosforilado de p27 en aorta de ratones apoE-/- y apoE-/- p27S10A. Se analizé la
cantidad de B-actina en las muestras como control de carga. (B) Niveles de expresion génica
de las moléculas Sel-L, Sel-P, ICAM-1 y VCAM-1 en aortas de ratones apoE-/- y apoE-/-
p27S10A (n=2 muestras de 2-3 aortas por condicion). Los resultados se relativizaron para
cada gen con su control (apoE-/-).
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fosforilacion de p27 en la S10 en estados no hipercolesterolémicos (figura 17-
B). Este resultado revelé una relacién causal entre la ausencia de fosforilaciéon

de p27-S10 y el aumento de la expresion de moléculas de adhesion en aorta.
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Figura 18. La ausencia de fosforilacion de p27 en la S10 aumenta la expresién de VCAM-1 en
células endoteliales de aorta de raton. (A) Analisis por Western-Blot del estado fosforilado de
p27 en células endoteliales de aorta procedentes de ratones control y ratones p27S10A. Se
detectd la expresion de o-tubulina como control de carga. (B) Niveles de ARNm de las
moléculas Sel-P, ICAM-1 y VCAM-1 en células endoteliales de aorta de ratdn procedentes
de animales control o p27S10A (n=2 grupos de 3 aortas por condicion). Los datos se
relativizaron para cada gen con su control. (C) Analisis por Western-Blot y cuantificacion de
los niveles proteicos de VCAM-1, ICAM-1 y Sel-P en células endoteliales de ratones control y
ratones p27S10A. Se representaron los niveles de expresion de cada una las proteinas
relativos a la condicién control. Se utilizaron como control de carga a-tubulina y p-actina. Se
emplearon 2 cultivos distintos por condicién. Los datos representados corresponden a dos
experimentos independientes.

119



Resultados

1.4 La ausencia de fosforilacion de p27 en la S10 aumenta la expresion de

VCAM-1 en células endoteliales de aorta de raton

A continuacion quisimos corroborar que el aumento de expresion de moléculas
de adhesién especificas de endotelio observada en aortas de ratones carentes
de la fosforilacion de p27 en la S10 ocurre en este tipo celular. Para esto se
aislaron células endoteliales de aorta de ratones p27S10A y de ratones
silvestres, las cuales presentan respectivamente las formas desfosforilada y
fosforilada de p27 en la S10 (figura 18-A). Observamos que la expresién de la
forma no fosforilable de p27 no altera los niveles de expresion de Sel-P e ICAM-
1 pero incrementa considerablemente los niveles VCAM-1 tanto a nivel de ARNm
(figura 18-B) como a nivel proteico (figura 18-C). Este hallazgo confirm¢ la
relevancia de la pérdida de la fosforilacién de p27-S10 en la activacion endotelial

evidenciada por la sobrexpresion de VCAM-1.

1.5 La ausencia de fosforilacion de p27 en la S10 no modifica las
poblaciones leucocitarias en sangre de raton ni la expresion de moléculas

de adhesion en leucocitos

Los experimentos llevados a cabo hasta el momento indicaron un claro papel de
la fosforilacion de p27 en la regulacion de la expresion de moléculas de
adhesion, principalmente VCAM-1, en células endoteliales. Dado que estas
moléculas juegan un papel fundamental en los procesos de interaccion leucocito-
endotelio y sabiendo que dicha fosforilacion interviene en el comportamiento
leucocitario (Fuster, 2011), quisimos averiguar si también participaba en el
control del estado inflamatorio de los animales alterando los niveles leucocitarios
en sangre o la expresion de ligandos proteicos en estas células. Con este fin se
extrajo sangre de ratones apoE-/- y apoE-/- p27S10A y se determind, mediante
citometria de flujo, el numero de leucocitos totales, linfocitos, neutréfilos y
monocitos (figura 19-A) asi como la expresiéon de las integrinas Sel-L, PSGL-1
(ligando de Sel-P), CD11b (ligando de ICAM-1) y CD49b (ligando de VCAM-1)
(figura 19-B) en cada uno de estas subpoblaciones. Los datos obtenidos
demostraron que el déficit de fosforilacion de p27 en la S10 no modifica las

poblaciones leucocitarias presentes en sangre ni la expresion de ligandos en
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Figura 19. La ausencia de fosforilacion de p27 en la S10 no modifica las poblaciones
leucocitarias en sangre ni la expresion de moléculas de adhesion en dichas poblaciones en
ratones apoE-/-. (A) Cuantificacion de la cantidad de leucocitos totales y proporcion de
linfocitos, neutréfilos y monocitos en sangres de ratones apoE-/- (n=9) y apoE-/-p27S10A
(n=7). (B) Niveles de expresion (representado como valor arbitrario de fluorescencia) de las
integrinas Sel-L, PSGL1, CD11b y CD49d en leucocitos totales y en las principales
subpoblaciones leucocitarias en sangres de ratones apoE-/- (n=6) y apoE-/-p27S10A (n=5).
(LEU=leucocitos totales; MON=monocitos; NEU=neutrdfilos y LIN=linfocitos).

dichas células. Estos resultados, sumado a los datos previos, sugieren que al
menos en lo que respecta a las poblaciones leucocitarias y el grado de expresion
de integrinas en estas poblaciones durante las primeras etapas de la
aterogénesis, el papel de esta modificacion postraduccional esta restringido al

contexto endotelial.

1.6 La ausencia de fosforilacion de p27 en la S10 incrementa la actividad de

la via de senalizacion RhoA/ROCK en células endoteliales de aorta de raton

La via de sefalizacion RhoA/ROCK regula multitud de procesos celulares, como
la migracién (Joshi, 2008; Worthylake, 2003), la proliferacion (Yasui, 1998), y la
contractilidad (Peters, 2007). A nivel endotelial, RhoA/ROCK modula la expresion
de la molécula de adhesién VCAM-1 (Seye, 2004). Habiendo demostrado que la

ausencia de fosforilacion de p27 promueve la expresion de VCAM-1 a nivel
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Figura 20. La ausencia de fosforilacion de p27 en la S10 activa la ruta RhoA/ROCK en células
endoteliales de aorta de ratéon. Analisis por Western-Blot y cuantificaciéon de los niveles de
expresion de las proteinas Ezrina-Radoxina-Moesina (ERM) y sus formas fosforiladas
(Fosfo-ERM) en células endoteliales de ratones silvestres y p27S10A. Los resultados se
mostraron como el cociente entre los niveles de las formas fosforilada y los niveles totales de
ERM y se relativizé a la condicion control. Se detecté a-tubulina como control de carga de las
muestras.

endotelial, decidimos determinar si cambios en el grado de fosforilacién de p27-
S10 podrian participar en la regulacion de la sefializacion por la via RhoA/ROCK
en el endotelio. Para comprobar esta hipotesis cuantificamos, en células
endoteliales, los niveles proteicos de los miembros de la familia ERM
(Erzina/Radoxina/Moesina) y de sus formas fosforiladas, las cuales son un
indicador indirecto de la actividad RhoA/ROCK. Observamos que las células
endoteliales procedentes de ratones p27S10A presentaban un mayor estado
fosforilado de las proteinas ERM (figura 20), lo que muestra una mayor
activacion de la via RhoA/ROCK en estas células e identifica a esta via de
sefalizacion como posible responsable de la activacion endotelial observada en

estados defosforilados de p27-S10.

1.7 La ausencia de fosforilacion de p27 en la S10 en el endotelio promueve
la adhesion leucocitaria como consecuencia de un aumento de la actividad
de la via RhoA/ROCK y de la sobrexpresiéon de VCAM-1

Los resultados anteriores sugieren que la falta de fosforilacion de p27 aumenta la
expresion de VCAM-1 en células endoteliales debido a la activacion de la via de
sefializacion RhoA/ROCK. Por ello, quisimos comprobar si esta regulacion

afectaba a la funcionalidad del endotelio y, centrandonos en el contexto
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aterosclerotico, a la adhesién leucocitaria vascular. Para responder a esta
cuestion, se realizaron experimentos in vitro en los que se evalud la union
leucocito-endotelio incubando leucocitos y células endoteliales procedentes de
ratones silvestres o carentes de la fosforilacion de p27-S10. Estos ensayos
demostraron que la adhesidén leucocitaria era mayor cuando las células
endoteliales carecian de la fosforilacion de p27 (figura 21-A). De hecho, cuando
se incubaron leucocitos p27S10A con endotelios mutantes, la adhesion
leucocitaria fue similar a la observada empleando leucocitos control (figura 21-
A), lo que confirmé al endotelio como principal tipo celular responsable de este

fenémeno.

Ademas y como sugieren resultados anteriores, pudimos comprobar que la
mayor adhesion leucocitaria observada en el endotelio p27S10A es
consecuencia de un incremento de la actividad de la via RhoA/ROCK, ya que al
incubar las células endoteliales con fasudil, un inhibidor especifico de esta ruta,
se observo una cantidad similar de leucocitos adheridos a endotelio control y
p27S10A (figura 21-B).
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Figura 21. La ausencia de fosforilacion de p27 en la $S10 en el endotelio promueve la adhesién
leucocitaria in vitro como consecuencia de un aumento de la actividad de la via RhoA/ROCK. (A)
Representacion de la cantidad relativa de leucocitos adheridos a un cultivo endotelial (CEs).
Se comparan las siguientes condiciones: leucocitos control-endotelio control, leucocitos
control- endotelio p27S10A y leucocitos p27S10A — endotelio p27S10A. Los resultados se
expresan relativizados a la condicion control (leucocitos control — endotelio control). (B)
Representacion de la cantidad de leucocitos adheridos a un cultivo endotelial (CEs control o
p27S10A) en condiciones basales y tras tratamiento con fasudil. Los resultados se expresan
relativizados a la condiciéon control (CEs control sin tratamiento con fasudil). (A y B) Se
muestra un promedio de tres_experimentos independientes.
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Este hallazgo fue confirmado in vivo, con estudios de adhesion leucocitaria en
arteriolas cremastéricas mediante microscopia infravital, en los que pudimos ver
como la ausencia de fosforilacion en p27-S10 incrementé la adhesion
leucocitaria en arteriolas, y como ese incremento se revertia con el tratamiento

de los animales con fasudil (figura 22-A).

Por ultimo, se determiné si la mayor adhesion leucocitaria asociada a la ausencia
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Figura 22. La ausencia de fosforilacion de p27 en la S10 promueve la adhesion leucocitaria in
vivo como consecuencia de un aumento de la actividad de la via RhoA/ROCK y de la
sobrexpresion de VCAM-1. (A) Cuantificacion relativa (arriba) e imagenes representativas
(abajo) de la adhesion leucocitaria en arteriolas cremastéricas de ratones silvestres y
p27S10A en condiciones basales (n=11 arteriolas control y 10 arteriolas p27S10A de 4
animales por grupo) o tras ser tratados con fasudil (n=21 arteriolas de 7 animales por grupo).
(B) Cuantificacion relativa (arriba) e imagenes representativas (abajo) de la adhesion
leucocitaria en arteriolas cremastéricas de ratones silvestres y p27S10A tras ser tratados con
un anticuerpo control (n= 9 arteriolas control de 3 animales por grupo) o con un anticuerpo
especifico frente a VCAM-1 (n= 12 arteriolas de 4 animales por grupo). (A y B) En las
imagenes se sefialan con flechas los leucocitos adheridos.
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de fosforilacion de p27 en la S10 era consecuencia del incremento que
habiamos observado en la expresion endotelial de VCAM-1 (figura 18). Se
trataron ratones silvestres y p27S10A con un anticuerpo especifico frente a
VCAM-1 y se estudio la adhesion leucocitaria en arteriolas cremastéricas. De
nuevo pudimos comprobar como los ratones p27S10A presentaban un mayor
numero de leucocitos adheridos que los ratones silvestres, diferencia que

desaparecia con el bloqueo de VCAM-1 (figura 22-B).

Estos resultados confirmaron que la ausencia de fosforilacion de p27-S10
incrementa la adhesion leucocitaria al endotelio mediante un mecanismo
dependiente de la activacion de la via de sefalizacion RhoA/ROCK vy la
expresion de VCAM-1.

1.8 La ausencia de fosforilacion de p27 en la S10 incrementa el rodamiento

leucocitario en carétida de ratones apoE-/- durante la aterogénesis

Las arteriolas son vasos de pequefo calibre que no presentan aterosclerosis,
motivo por el cual decidimos estudiar los procesos de interaccion leucocito-
endotelio en arterias de mayor tamafo susceptibles a desarrollar lesiones
ateroscleréticas, como la arteria carétida. Sirviéndonos de un nuevo método de

visualizacion in vivo basado en técnicas de microscopia intravital fluorescente
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Figura 23. La ausencia de fosforilacion de p27 en la S10 incrementa el rodamiento de leucocitos
en la carétida de ratones apoE-/-. Cuantificacion (izquierda) e imagenes representativas
(derecha) del rodamiento leucocitario en carétida de ratones apoE-/- y apoE-/- p27S10A
alimentados con dieta control (DC) o con dieta rica en grasa (DRG) durante 14 dias (n=7- 21
campos de 5 ratones por grupo).
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desarrollado en nuestro laboratorio (Chevre, 2014), se estudié el fenbmeno de
rodamiento leucocitario durante la aterogénesis en ratones apoE-/- y apoE-/-
p27S10A alimentados con dieta control o con dieta grasa. Como era de esperar,
los animales alimentados con dieta grasa presentaron un mayor numero de
leucocitos en rodamiento que los alimentados con dieta control. No obstante se
pudo comprobar que en ambas condiciones, los ratones deficientes de la
fosforilacion de p27-S10 mostraban mayores tasas de rodamiento leucocitario

que sus controles apoE-/- (figura 23).

1.9 La ausencia de fosforilacion de p27 en la S10 promueve el
reclutamiento leucocitario en aortas de ratones apoE-/- como consecuencia

de un mecanismo dependiente de RhoA/ROCK

En el proceso aterosclerético, y después del rodamiento, los leucocitos se
adhieren firmemente al endotelio y cambian su morfologia en busca de zonas
que permitan su extravasaciéon y final reclutamiento en la capa intima arterial
(Binder, 2002; Hansson, 2005). Dado que la fosforilacion de p27 en la S10
modula la interaccion leucocito-endotelio, quisimos estudiar si esta modificacion

postraduccional también participa en el proceso posterior de extravasacion

+ FASUDIL

% p=0.0459 E

w2 w

3 s 1 1

g 2

s T K

° 2

c 14 c

) 2

g g 0,5

o Q

o i

apoE-- apoE™" apoE-- apoE~-
p27S10A p27S10A

Figura 24. La ausencia de la fosforilacion de p27-S10 promueve el reclutamiento leucocitario en
aortas de ratones apoE-/- durante la aterogénesis debido a la activacion de RhoA/ROCK.
Expresion relativa de EGFP en aortas de ratones apoE-/- (n=4) y apoE-/- p27S10A (n=6) o
tratados con fasudil tras administracion intravenosa de leucocitos procedentes de médula
6sea de ratones Mafia. Los animales fueron alimentados con dieta grasa durante 2 semanas.
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leucocitaria. Para responder a esta cuestion se llevaron a cabo experimentos de
transferencia celular adoptiva empleando leucocitos procedentes de ratones
Mafia, los cuales expresan EGFP en las células de origen mieloide (monocitos y
neutrofilos principalmente) (Burnett, 2004). Se inyectaron leucocitos Mafia
procedentes de médula 6sea durante dos dias consecutivos en ratones apoE-/- y
apoE-/- p27S10A de 3 meses de edad alimentados durante 2 semanas con dieta
grasa. A continuacion se analizé por g°PCR la presencia de ARNm de EGFP en
la aorta de estos animales como medida del grado de extravasacion leucocitaria,
observandose que la ausencia de fosforilacion de p27 en la S10 facilita el
reclutamiento leucocitario en aorta de ratén durante la aterogenésis (figura 24).
Estas diferencias en la extravasacion leucocitaria entre ratones apoE-/- y
p27S10A desaparecieron en animales previamente tratados con fasudil (figura
24). Estos resultados confirman que la ausencia de fosforilacion de p27 en la
S10, mediante activacién de la via de sefializacion RhoA/ROCK, aumenta el
reclutamiento leucocitario que ocurre en las etapas tempranas del desarrollo de

la aterosclerosis.

1.10 La ausencia de fosforilacion de p27 en la S10 promueve la formacién
de aterosclerosis temprana como consecuencia de un incremento de la
actividad de la via RhoA/ROCK

apoE-- apoE”-p27S10A

Figura 25. Lesiones ateroscleréticas en seno adrtico de ratones apoE-/- tras cuatro semanas de
dieta grasa. Imagenes representativas de macrofagos positivos para F4/80 (verde) en
secciones de seno aodrtico de ratones apoE-/- y apoE-/- p27S10A alimentados con dieta
grasa durante 4 semanas. Los nucleos celulares fueron marcados con DAPI (azul).
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Los estudios presentados hasta ahora se llevaron a cabo en ratones alimentados
con dieta control o con dieta grasa durante periodos cortos para evitar la
formacién de lesiones ateroscleréticas de tamano considerable. Para evaluar si
el aumento de adhesion y extravasacion leucocitaria asociado al estado
defosforilado de p27-S10 tenia relevancia en la formacion aterosclerdtica
temprana, se alimentaron ratones apoE-/- Mafia y apoE-/- p27S10A Mafia con
dieta grasa durante 4 semanas. En estas condiciones, ambos grupos de ratones
presentaron pequefas lesiones conocidas como “fatty streaks” que estaban
compuestas principalmente por macréfagos, como se pudo observar mediante
inmunodeteccion del antigeno F4/80 (figura 25). El analisis histoldgico en seno
aortico de ambos grupos experimentales mostro lesiones de mayor tamarfo en
ratones apoE-/- p27S10A Mafia en comparacion con sus controles (figura 26-A).
Ademas, de acuerdo con nuestros resultados previos, el tamano de las lesiones
ateroscleréticas fue similar en ratones de ambos genotipos tratados con fasudil
para bloquear la actividad RhoA/ROCK (figura 26-B).
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Figura 26. La ausencia de fosforilacion de p27 en la S10 aumenta la formacion de aterosclerosis
temprana debido a un incremento de la actividad de la via RhoA/ROCK. (A) Imagenes
representativas y cuantificacion de la formaciéon de placa aterosclerética en el seno aértico
de ratones apoE-/- Mafia (n=9) y apoE-/- p27S10A Mafia (n=9) tras 4 semanas de dieta
grasa. (B) Imagenes representativas y cuantificacion de la formacién de placa aterosclerética
en el seno adrtico de ratones apoE-/- Mafia (n=10) y apoE-/- p27S10A Mafia (n=11) tras 4
semanas de dieta grasa y tratamiento con fasudil.
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Figura 27. La ausencia de fosforilacion de p27 en la S10 aumenta la expresion de VCAM-1 y la
extravasacion leucocitaria en aortas de ratones apoE-/- tras 4 semanas de dieta grasa. (A)
Niveles relativos de expresion génica de VCAM-1 y EGFP en aortas de ratones apoE-/-
Mafia y apoE-/- p27S10A Mafia tras 4 semanas de dieta grasa (n=4-5 aortas por condicion)
(B) Niveles relativos de expresion génica de VCAM-1 y EGFP en aortas de ratones apoE-/-
Mafia y apoE-/- p27S10A Mafia tras 4 semanas de dieta grasa tratados con fasudil (n=4-5
aortas por condicion).

Finalmente se estudiaron los niveles de expresion génica de VCAM-1 y EGFP
(indicativo del reclutamiento de monocitos y neutréfilos) en las aortas de estos
animales. Como era de esperar, se observé una mayor expresiéon de VCAM-1 y
EGFP en ratones apoE-/- p27S10A Mafia en comparacion con sus controles
apoE-/- Mafia (figura 27-A), diferencias que desaparecieron cuando se bloqued
la actividad RhoA/ROCK mediante tratamiento con fasudil (figura 27-B).

En su conjunto estos datos sugieren que la ausencia de fosforilacion de p27 en
la S10 promueve una mayor actividad de la via RhoA/ROCK y la sobrexpresion
de VCAM-1 en aorta, lo que acelera el desarrollo aterogénico en las primeras

fases de la enfermedad.
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1.11 La ausencia de fosforilacion de p27 en la S10 no modifica la
proliferacion ni la migracion en células endoteliales en cultivo, pero reduce

los niveles citosodlicos de p27

La proliferacion celular y, en menor grado, la migracién celular, son las
principales funciones clasicamente asociadas a p27. Siendo ambos procesos
fundamentales en el desarrollo aterosclerético, nos propusimos determinar si la

fosforilacién de p27 en la S10 los regula en células endoteliales.

Para el estudio del papel de la fosforilacion en S10 de p27 en la proliferacion
celular se llevaron a cabo experimentos basados en la dilucién del marcador
celular Cell-Trace-Violet como consecuencia del reparto del citoplasma entre las
células hijas tras la divisidon celular. El estudio mediante citometria de flujo
mostro tasas similares de division al comparar células endoteliales silvestres y
p27S10A, tanto en condiciones de ayuno como tras estimulacion mitogénica
(adicionando FBS) durante 1 y 4 dias (figura 28-A).

Por otra parte, la migracion de estas células se evalud en pocillos porosos en

condiciones de ayuno y tras un estimulo migratorio (FBS) de 24 horas,
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Figura 28. La ausencia de fosforilacion en p27-S10 no modifica ni la proliferacién ni la capacidad
migratoria de células endoteliales in vitro. (A) Representacion del indice de division de células
endoteliales procedentes de ratones silvestres y p27S10A en ausencia de un estimulo
mitogénico (privadas de FBS) y tras estimulacion con FBS durante 1 y 4 dias. El resultado
muestra el promedio de dos experimentos independientes. (B) Representacién del numero
de células migradas en un ensayo de migracién en pocillo poroso de células endoteliales
procedentes de ratones silvestres y p27S10A en condiciones de ayuno (privadas de FBS) o
tras un estimulo migratorio (10% de FBS durante 24 h).
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comprobandose en ambas condiciones que la ausencia de fosforilacion no

modifica la capacidad migratoria de las células endoteliales (figura 28-B).

Estos experimentos revelaron tasas similares de proliferacion y de migracion en
células endoteliales procedentes de animales de ambos genotipos, por lo que
pudimos descartar estos mecanismos como responsables de la aterosclerosis

acelerada observada en ratones p27S10A.

Se sabe que p27 puede interaccionar con RhoA (Besson, 2004), y que la
fosforilacion de 27 en la S10 modula la localizacién subcelular de la proteina
(Rodier, 2001). Por lo tanto, estos mecanismos podrian afectar la cantidad y
localizacion subcelular de p27 en las células endoteliales y facilitar la exacerbada
actividad RhoA/ROCK presente en células endoteliales p27S10A. Para
comprobar esta posibilidad se analizaron por Western-Blot extractos proteicos de
citoplasma de células endoteliales procedentes de ratones control y p27S10A.
Estos estudios mostraron que la ausencia de la fosforilacion de p27-S10 reduce
de manera significativa los niveles totales de la proteina en este compartimento
(figura 29). Este resultado sugiere que la menor presencia de p27 en el
citoplasma reduce la capacidad de p27 para interaccionar con RhoA, lo que

supone un importante indicio para desentramar el mecanismo responsable del
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Figura 29. La ausencia de fosforilacion de p27 en la S10 se asocia con una reducciéon de los
niveles citoplasmaticos de p27. Izquierda. Western-Blot de extractos citoplasmaticos de
células endoteliales procedentes de aortas de ratones silvestres (C) o carentes de la
fosforilacion de p27 en la S10 (p27S10A). Derecha. Grafica mostrando la cuantificacion de
los niveles de p27. Se detectd la expresion de Lamina A/C (proteina nuclear) y GAPDH
(proteina citoplasmatica) para verificar la calidad de los extractos citoplasmaticos. Todas las
proteinas se detectaron en un extracto total (T). La grafica muestra el promedio relativizado
de la cuantificacién de dos Blots independientes realizados con muestras procedentes de
dos cultivos distintos de células endoteliales por cada condicion.
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fenotipo observado en ausencia de la fosforilacion de p27 en la S10.

2. Papel de la fosforilacion de p27 en el control de la reactividad

vascular dependiente de endotelio

2.1 La ausencia de fosforilacion de p27 en la S10 aumenta la expresion y la

actividad de la enzima COX-2 en células endoteliales de aorta de ratéon
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Figura 30. La ausencia de fosforilacion de p27 en la S10 aumenta la expresién de la enzima COX-
2 en células endoteliales de aorta de ratén. (A) Niveles de expresion del ARNm de eNOS,
iINOS, COX-1 y COX-2 en células endoteliales de aorta de raton p27S10A y silvestres. Se
muestra el promedio de 3 experimentos independientes. (B) Western-blot representativo y
cuantificacién de los niveles de expresion de las enzimas eNOS, iINOS, COX-1 y COX-2 en
células endoteliales de aorta de ratones p27S10A y silvestres. Se muestra el promedio de 2
experimentos independientes. (A y B). La cuantificacién esta relativizada para cada gen y
proteina por su control.

De la investigacion sobre las implicaciones de la fosforilacion de p27-S10 en el
desarrollo de aterosclerosis temprana se puede concluir que esta modificacion
postraduccional regula decisivamente la funcién endotelial. Dado que el
endotelio esta implicado en el control del tono y la capacidad reactiva vascular,

nos dispusimos a investigar si esta fosforilacién también modula estos procesos.

Como primer abordaje, se analizé por qPCR la expresidén génica de algunas de
las enzimas implicadas en la produccién de las principales moléculas que
regulan la reactividad vascular, como son las enzimas eNOS e iINOS
(responsables de la produccion de 6xido nitrico), o COX-1 y COX-2 (productoras
de moléculas vasorreactivas, como prostaglandinas, prostaciclinas vy

tromboxanos).
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Figura 31. La ausencia de fosforilacion de p27 en la S10 aumenta la actividad de la enzima COX-
2 en células endoteliales de aorta de raton. Cuantificacion de la actividad relativa de COX en
células endoteliales control (n=5) y p27S10A (n=4) en estado basal y bajo el efecto del
inhibidor DUP 697.

Mientras que no observamos diferencias en la expresion de eNOS, iINOS y COX-
1 al comparar células endoteliales silvestres y p27S10A, la ausencia de
fosforilacién de p27-S10 aumentd los niveles de expresion de COX-2 en este
tipo celular (figura 30-A). Estos resultados fueron confirmados a nivel proteico
mediante Western-Blot (figura 30-B). A continuacion se comprobd si, como
consecuencia de la sobrexpresiéon de COX-2, las células endoteliales p27S10A
poseian una mayor actividad ciclooxigenasa. Mediante el empleo de un kit
comercial se determind la actividad peroxidadasa dependiente de COX en
células endoteliales silvestres y carentes de la fosforilacion de p27-S10,
confirmando que la expresion de p27S10A incrementa notablemente esta
actividad (figura 31). Por ultimo se corrobord que la ausencia de fosforilacion de
p27-S10 aumenta la funcidn ciclooxigenasa endotelial como consecuencia de la
sobrexpresiéon de COX-2, ya que cuando se realiz6 este mismo ensayo
bloqueando especificamente esta isoforma con el inhibidor DUP 697, se
obtuvieron valores similares de actividad COX en células endoteliales silvestres y
p27S10A (figura 31).

2.2 La ausencia de fosforilacion de p27 en la S10 aumenta la contractilidad
vascular dependiente de endotelio en respuesta a fenilefrina mediante la
accién de COX-2
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COX-2 es un importante modulador de los procesos de contractilidad y
regulacion del tono vascular ya que es responsable de la produccion de
prostanoides (Camacho, 1998; Versari, 2009). Por este motivo quisimos evaluar
si el aumento de COX-2 en endotelio provocado por la ausencia de fosforilacion

de p27-S10 podia modificar la capacidad contractil arterial.

Para responder a esta cuestion se llevaron a cabo experimentos de miografia de
alambre, técnica que permite evaluar ex vivo la contractilidad vascular en
respuesta a diferentes estimulos. En primer lugar comprobamos que no existen
diferencias significativas en los valores de contraccion maxima a KCI al comparar
anillos de aorta de ratones silvestres y p27S10A (datos no mostrados). A
continuacion analizamos la capacidad contractii de los anillos adrticos en

respuesta a dosis crecientes de fenilefrina (agonista «1-adrenérgico con
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Figura 32. La ausencia de fosforilacion en p27-S10 aumenta la contractilidad vascular
dependiente de endotelio en respuesta a fenilefrina. (A) Curva de contraccién, a dosis
crecientes de fenilefrina, de aortas de ratones p27S10A (n=7) y ratones silvestres (n=5). (B)
Arriba. Curvas de diametro arterial con respecto a tiempo de arteriolas de cremaster de
ratones p27S10A (n=7) y ratones silvestres (n=7) en respuesta a una dosis de 50 pl de
fenilefrina a 1 mM. Abajo. Representacién de la contraccion maxima alcanzada por dichas
arteriolas. (C) Curva de contraccion a dosis crecientes de fenilefrina de aortas de ratones
p27S10A (n=6) y ratones silvestres (n=8) previamente denudadas de endotelio.
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importante accion contractil), determinando el porcentaje de contraccién respecto
a la contraccion maxima inducida por KCI. Los datos obtenidos mostraron que
las arterias procedentes de ratones p27S10A alcanzaban un mayor grado de

contraccion que sus controles silvestres en respuesta a distintas concentraciones
de fenilefrina (figura 32-A).

Este hallazgo pudo ser confirmado in-vivo mediante microscopia intravital de
arteriolas en musculo cremaster. Se administré una dosis de 40 pl de fenilefrina
(102 M) a ratones silvestres y p27S10A y se registré la respuesta contractil en
las arteriolas de dichos animales durante un maximo de 10 minutos. En este
tiempo se pudo comprobar que las arteriolas de los ratones que expresaban la
version no fosforilable de p27 en S10 alcanzaban diametros menores que las

arteriolas de los ratones silvestres, acompafnado a su vez de un mayor tiempo de
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Figura 33. La ausencia de fosforilacion de p27 en la S10 aumenta la contractilidad vascular en
respuesta a fenilefrina por un mecanismo dependiente de COX-2. (A) Curva de contraccién, a
dosis crecientes de fenilefrina, de aortas de ratones p27S10A (n=6) y ratones silvestres (n=6)
en presencia de 1 uM de NS-398, inhibidor especifico de COX-2. (B) Izquierda. Curvas de
diametro arterial con respecto a tiempo de arteriolas de cremaster de ratones p27S10A (n=6)
y ratones silvestres (n=8) tratados con NS-398 en respuesta a una dosis de 50 ul de

fenilefrina 1mM. Derecha. Representacion de la contraccion maxima alcanzada por dichas
arteriolas.
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recuperacion, lo que indic6 una mayor respuesta al estimulo vasoconstrictor
(figura 32-B).

Ademas pudimos demostrar que la mayor sensibilidad contractil observada en
ratones p27S10A era debida especificamente al efecto de la fosforilacion de p27-
S10 en células endoteliales, ya que la eliminacibn mecanica del endotelio
reducia la mayor capacidad contractii de las aortas obtenidas de ratones
p27S10A equiparandolas a los valores de las aortas de ratones control (figura
32-C).

Para comprobar si el aumento de COX-2 en endotelio p27S10A es la causa de la
mayor respuesta contractil que observamos en aorta de ratones p27S10A, se
estudié la contractilidad vascular en respuesta a fenilefrina bajo el efecto del
inhibidor especifico de COX-2 NS-398 en aortas ex vivo y en arteriolas in vivo
por técnicas de miografia y microscopia intravital, respectivamente. Los datos
obtenidos mostraron respuestas contractiles similares en ratones control y
p27S10A por ambas aproximaciones experimentales cuando se bloqued la
funcién de COX-2 (figura 33), lo que confirmd que la actividad COX-2 es
responsable de la hiperreactividad vascular observada cuando p27 no esta

fosforilado en S10.

PGE: PGl TXA:2
o ns - o 0<0.05 1 Control
2 2 2 . BN p27S10A
© 2 - - _|
o ® 10d L °
c
2 S S 4
o O S
2" S 05 E
2 K o 2
o o o

ml ™

NS-398

Figura 34. La ausencia de fosforilacion de p27 en la S10 aumenta la produccion de tromboxano
A2 en aortas de raton. Medida relativa de la liberacién de los principales metabolitos
vasoactivos derivados del acido araquidénico, PGE2, PGI2 y TXA2 en aortas de ratones
silvestres y p27S10A (n=5-17 aortas por genotipo) en condiciones basales. En el caso de
TXA2 también se midié su libracion en aortas incubadas con 1uM NS-398 para inhibir COX-
2.
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2.3 La ausencia de fosforilacion de p27 en la S10 aumenta la produccién de

tromboxano 2 mediada por COX-2 en aorta de ratéon

La proteina COX-2 es una enzima clave en la biosintesis de moléculas
vasoactivas derivadas del acido araquidonico (Feletou, 2011), como la
prostaglandina E; y la prostaciclina (PGE, y PGIl;) y el tromboxano (TXAz)
(figura 6). Por ello, cuantificamos la produccion de PGE;, PGIl, y TXA; en aortas
de raton con el objetivo de identificar el agente responsable de la
hipersensibilidad contractii observada en arterias p27S10A. Mediante la
utilizacion de kits comerciales se cuantificd la liberacion de estas moléculas en
aortas murinas en estado basal. Mientras que no habia diferencias en los niveles
de liberacion de PGE, y PGl entre aortas p27S10A y control, observamos que la
liberacién del vasoconstrictor TXA; fue considerablemente mayor en aortas
procedentes de ratones p27S10A (figura 34). Este resultado se relaciond
directamente con el incremento de la actividad de COX-2 en dichas aortas ya
que la cantidad de TXA, liberado fue muy similar en aortas silvestres y p27S10A
cuando previamente fueron tratadas con el inhibidor de COX-2 NS-398 (figura
34).

Finalmente se analizaron mediante qPCR los niveles de expresiéon del ARNm
que codifica para las enzimas directamente responsables de la sintesis de PGE,
PGl, y TXA; en aortas murinas. Mientras que se observaron niveles de expresiéon

similares de los genes PGES1, PGES2 y cPGES (responsables de la produccion
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Figura 35. La ausencia de fosforilacion de p27 en la S10 aumenta la expresion de TBXAS1 en
aorta de ratéon. Expresion génica relativa de las principales enzimas encargadas de la sintesis
de PGE, (PGES1, PGES2 y cPGES), PGI, (PTGIS) y TXA, (TBXAS1) en aortas de ratones

silvestres (n=5) o p27S10A (n=4).
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de PGE;) y de PTGIS (enzima sintetizadora de PGl,), los niveles de ARNm de
TBXAS1 (productor de TXA;) fueron mas elevados en aortas p27S10A que en
sus controles silvestres (figura 35).

En conjunto estos datos demuestran que una deficiente fosforilacion de p27 en la
S10 promueve la sintesis del vasoconstrictor TXA, a través del aumento de la
actividad COX-2 y de la sobrexpresion de TBXAS1, lo que explicaria el aumento

de la reactividad vascular en las arterias de los ratones p27S10A.

2.4 La ausencia de fosforilacion p27 en la S10 no modifica los niveles de

presion arterial en ratones

Teniendo en cuenta las implicaciones patolégicas de una desregulacion de los
mecanismos responsables del control del tono vascular y dado que la expresion

de p27S10A conduce a un incremento de la contractilidad vascular en respuesta
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Figura 36. La ausencia de fosforilacion de p27 en la S10 no modifica la presion arterial basal, ni
tras tratamiento con fenilefrina en ratones. Valores de presion arterial sistélica, diastdlica y
media de ratones silvestres (n=3) y p27S10A (n=3) en estado basal o tras una dosis de 50 pl
de fenilefrina a una concentracion de 1mM y 0.1 mM.
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a fenilefrina en ratén, se pensdé en la posibilidad de que la ausencia de
fosforilacion de p27-S10 pudiera causar alteraciones de la presiéon arterial en
estos animales. Mediante la utilizacion del sistema BP-2000 se determind la
presion arterial en ratones silvestres y p27S10A en condiciones basales
(anestesiados) y tras una dosis intravenosa (V) de 50 pl del agente hipertensivo
fenilefrina a una concentracién de 0.1 mM y 1 mM. Como se esperaba la
administracion del agonista adrenérgico incrementd considerablemente la
presion arterial en los animales pero, sorprendentemente, no se observaron
diferencias significativas en la presion arterial al comparar los ratones silvestres y
los p27S10A, lo que pone de manifiesto que, a pesar de que la ausencia de
fosforilacién de p27-S10 conduce a estados de hipersensibilidad frente a agentes

vasoconstrictores, esto no se traduce en una mayor presién arterial.

2.5 La ausencia de fosforilacion de p27 en la S10 aumenta el diametro

luminal en aortas murinas

Por dltimo quisimos investigar si las alteraciones observadas en el
comportamiento vascular debidas a la ausencia de fosforilacion de p27-S10
podian llevar asociada alguna modificacion estructural de las arterias murinas.
Para ello se hizo un estudio histologico de las aortas toracicas de los ratones
p27S10A. El analisis mostré que los ratones p27S10A poseian el mismo numero
de fibras de elastina y el mismo espesor de la capa media que sus controles
silvestres (figura 37-A-C). No obstante, gracias a las posibilidades de analisis
que nos permite el miografo de alambre, pudimos comprobar que el tamafo de
la luz (diametro luminal) de las aortas procedentes de los animales que expresan
la versién no fosforilable de p27 eran ligeramente superiores que los diametros
de las aortas de los ratones silvestres (figura 37-B). Este aumento de diametro
luminal no iba acompanado de cambios en el area de la seccidon de corte de la
pared arterial, por lo que el remodelado vascular observado se podia calificar
como eutréfico hacia el exterior, posiblemente debido a un mecanismo

adaptativo en respuesta a la disfuncién endotelial previamente observada.

139



Resultados

Control p27S10A
u B C _
T
* _5
€ —_ gE
S 800~ g0 -
g : é 0.2
. § 600 BS
© £ ec
=
2 w0 23
I g T 8 0.1
[ = s
s 5 200- S
=} o 25
= (11
2 g
= <
<

Numero de capas de elastina: 5,1 en
ambos genotipos

Figura 37. La ausencia de la fosforilacion de p27 en la S10 aumenta el didmetro luminal en
aortas murinas. (A) Imagenes representativas de secciones adrticas de ratones silvestres y
p27S10A tefidas con hematoxilina/eosina (arriba) y observadas por microscopia confocal
tras ser excitadas con un laser emisor a una longitud de onda de 488nm (abajo). (B) Medidas
del perimetro interno y (C) del espesor de la pared arterial de aortas de ratones silvestres
(n=16) y p27S10A (n=17).

3. Papel de la fosforilacion de p27 en la S10 el desarrollo de AAA

3.1 La ausencia de fosforilacion de p27-S10 promueve la formacion de AAA

en un modelo de ratéon basado en la infusién de Angll

Debido a las similitudes en el proceso de desarrollo de aterosclerosis y de la
formacién de aneurismas (detallados en la Introduccién) y dado que la ausencia
de fosforilaciéon de p27 en la S10 tiene importantes implicaciones tanto en el
comportamiento como en la estructura vascular, decidimos estudiar si esta
modificacion postraduccional también juega un papel relevante en el proceso de

generacion de AAA.

Para ello, se emple6 el modelo de formacion de AAA en ratones apoE-/-
mediante infusidn subcutanea del agente hipertensivo Angll. Se analizé por
ecografia abdominal el grado de dilatacion aortica de ratones apoE-/- y apoE-/-
p27S10A tras infusion de Angll durante 5, 12 y 24 dias. Los ratones deficientes
de la fosforilacion de p27 en la S10 mostraron mayor diametro aértico desde las

primeras fases del modelo (dia 5) y durante todo el desarrollo del mismo (dia 12
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Figura 38. La ausencia de fosforilacion de p27-S10 promueve la formacion de aneurismas
aérticos abdominales en ratones tras tratamiento con Angll. (A) Arriba. Representacion del
diametro maximo relativo de aortas de ratones apoE-/- y apoE-/- p27S10A en condiciones
basales (n= 2 apoE-/- y 4 apoE-/- p27S10A) y tras infusion de Angll durante 5 dias (n= 12
apoE-/- y 10 apoE-/- p27S10A), 12 dias (n= 12 apoE-/- y 9 apoE-/- p27S10A) y 24 dias (n=9
apoE-/- y 9 apoE-/- p27S10A ). Abajo. Imagenes representativas de las ecografias
abdominales realizadas en ratones apoE-/- y apoE-/- p27S10A en estado basal y tras 24 dias
de tratamiento con Angll e imagenes de estas aortas tras el sacrificio de los animales (dia 28
de tratamiento). (B) Valores de incidencia de AAA en ratones apoE-/- y apoE-/- p27S10A
tratados con Angll durante los tiempos indicados. (C) Curvas de supervivencia de ratones
apoE-/- y apoE-/- p27S10A tratados con Angll durante 28 dias.

y 24) (figura 38-A). Asimismo, el numero de animales que presentaron AAA
(considerando AAA como una dilatacion aodrtica que supera en un 50% el
diametro adrtico inicial) fue mayor en el grupo apoE-/- p27S10A, siendo muy
llamativas estas diferencias durante los primeros dias de la administracion de la

Angll (figura 38-B). Por ultimo, al estudiar la supervivencia durante el transcurso

141



Resultados

del modelo, pudimos constatar como los ratones carentes de la fosforilacién de

p27-S10 mostraban tasas de mortalidad superiores comparado con sus controles

apoE-/- (figura 38-C). Todos estos datos sugieren que la pérdida de fosforilacion

de p27 en la S10 acelera y agrava el proceso de formacién de AAA en el modelo

murino de infusidén de Angll, empeorando el prondstico de la enfermedad.

3.2 La ausencia de fosforilacion de p27 en la S10 no modifica la

composicion de las lesiones aneurismaticas ni la presion arterial de

ratones tratados con Angll

Con el objetivo de identificar el mecanismo por el que la fosforilacion de p27 en

la S10 protege frente a la formacion de AAA, se hizo un analisis histolégico de
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Figura 39. La ausencia de fosforilacion de p27-S10 no altera el contenido en colageno,
macréfagos y CMLVs de aneurismas aodrticos abdominales de ratones tratados con Angll.
Cuantificacion e imagenes representativas de muestras histolégicas de AAA de ratones
apoE-/- (n=5) y apoE-/ p27S10A (n=5) en las que se detecté el contenido de colageno
(tricrémico de Masson), macréfagos (inmunodeteccién de Mac-3) y células de musculo liso

(inmunodeteccion de a-actina especifica de musculo liso).
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las muestras obtenidas en el modelo de infusién de Angll en ratones. Mediante
tincion tisular e inmunohistoquimica se detectaron algunos de los principales
componentes presentes en lesiones aneurismaticas, como el colageno
(Tricromico de Masson), los macrofagos (inmunodeteccidon de Mac-3) y las
CMLVs (inmunodeteccion de o-actina especifica de mdusculo liso). La
cuantificacion del area positiva para cada componente revelé que la composicion
de estas lesiones no se ve modificada por la ausencia de fosforilacion de p27-
S10 (figura 39).

Por otro lado, la hipertension arterial es un importante factor de riesgo en el
proceso de formacion de AAA (Vardulaki, 2000). Los experimentos mostrados
hasta el momento indican que las arterias de los ratones p27S10A presentan
una mayor capacidad contractil en respuesta a agentes hipertensivos y, dado

que la Angll es un potente agente vasoconstrictor, quisimos averiguar si la
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Figura 40. La ausencia de fosforilacion de p27-S10 no modifica la presion arterial en ratones
tratados con Angll. Valores de presion arterial sistolica, diastélica y media de ratones apoE-/-
(n=6) y apoE-/- p27S10A (n=6) en estado basal y a distintos tiempos de tratamiento con
Angll.
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fosforilaciéon de p27-S10 participa en el control de la presion arterial durante el
desarrollo de esta enfermedad. Se evalud las presiones arteriales sistdlica,
diastdlica y media de ratones apoE-/- y apoE-/- p27S10A mediante el uso de un
esfingomandmetro para cola de ratdn, antes de la implantacion de las bombas
osmoéticas liberadoras de Angll y a distintos tiempos del modelo de AAA. La
presién arterial de los ratones apoE-/- y apoE-/- p27S10A aumentd
considerablemente desde el inicio de la administracion subcutanea de Angll, sin
embargo no observamos en ningun momento diferencias entre ambos grupos de

ratones (figura 40).

Por tanto, la ausencia de fosforilacion de p27 en la S10 no modifica las
caracteristicas de la lesion aneurismatica. Este resultado descarta el aumento
del reclutamiento leucocitario, la exacerbada migracion de CMVLs o la acelerada
degradacion de colageno como posibles mecanismos responsables del
agravamiento de la enfermedad en ratones apoE-/- p27S10A. Del mismo modo,
no parece probable que los fendmenos hipertensivos estén detras del fenotipo

observado en los ratones incapaces de fosforilar p27 en la S10.

3.3 La ausencia de fosforilacion de p27 en la S10 aumenta la expresion de

COX-2 en aortas aneurismaticas

Ademas de jugar un importante papel como agente modulador del tono vascular,
COX-2 participa activamente en multitud de procesos inflamatorios y patolégicos
(FitzGerald, 2003; Rajakariar, 2006; Seibert, 1994). Dado que los resultados
previos mostraron que la fosforilacién de p27 modula la expresién de COX-2 al
menos en células endoteliales (figura 30), quisimos comprobar si su expresion
en aorta también esta regulada por esta fosforilacion, tanto en condiciones
basales como tras tratamiento con Angll. Como era de esperar (Beltran, 2009;
Morinelli, 2008; Ohnaka, 2000), tras analizar por Western-Blot los extractos
proteicos de aorta de ratén en el modelo de formacion de AAA, observamos que
la accion hipertensiva e inflamatoria provocada por la Angll incrementa los
niveles de COX-2 tanto en aortas apoE-/- como apoE-/- p27S10A. Sin embargo,

tanto en condiciones basales como bajo el efecto del agente generador de AAA,
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Figura 41. La ausencia de fosforilacion de p27-S10 incrementa la expresion adrtica de COX-2 en
respuesta a Angll. (A) Analisis por Western-Blot y cuantificacion de los niveles proteicos de
COX-2 en aortas de ratones apoE-/- y apoE-/- p27S10A sin tratar y tratados con Angll
durante 28 dias. Se detect6 B-actina como control de carga. Los datos se relativizaron a la
condicién control (aortas apoE-/- de ratones sin tratamiento). (B) Analisis inmunohistologico y
cuantificacion de los niveles de COX-2 en lesiones aneurismaticas de ratones apoE-/- (n=4) y
apoE-/- p27S10A (n=8) tratados con Angll durante 28 dias.

se pudo ver como los niveles de COX-2 estaban incrementados en aorta de

ratones que expresaban la version no fosforilable de p27 (figura 41-A). Ademas,

el estudio inmunohistoquimico de muestras de AAA de estos animales evidencio

una mayor expresion de COX-2 en ausencia de la fosforilacion de p27-S10
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(figura 41-B). Por ultimo, cuando estudiamos el comportamiento endotelial in
vitro, observamos que la Angll reduce los niveles de fosforilacion de p27 en la
S10 al mismo tiempo que aumenta la expresion de COX-2 en este tipo celular
(figura 42).

Estos datos confirman un papel regulador de la fosforilacién de p27-S10 en los
mecanismos implicados en la expresion de COX-2 a nivel vascular, y ponen de
manifiesto la probable implicacion de esta enzima en la formacién acelerada de
AAA observada en ratones p27S10A.

3.4 La ausencia de fosforilacion de p27 en la S10 aumenta la expresion de

MMPs en aortas murinas

Como se senald en la Introduccion, el establecimiento del AAA es consecuencia
de un complejo proceso fisiopatologico arterial en el que intervienen multitud de
agentes remodeladores. Uno de ellos es una exagerada actividad
metaloproteinasa en la pared arterial, la cual conduce a la degradacion de la
matriz vascular y al debilitamiento de la aorta. Basandonos en esto y en el hecho
de que la actividad de COX-2 esta asociada con la sobrexpresion de algunas de
las principales metaloproteinasas implicadas en el proceso de formacion de AAA

(Ghoshal, 2012; King, 2006), nos dispusimos a analizar si la fosforilacion de p27-

Células endoteliales

P27 | s - | ooy o e -

ERK2 |4 &S 4= T Angll
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Angll _ 1 3 6
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Figura 42. La Angll reduce la fosforilacion de p27 en la S10 y promueve la expresion de COX-2
en células endoteliales. Analisis por Western-Blot de los niveles proteicos de p27, de su forma
fosforilada en la S10 y de COX-2 de células endoteliales en cultivo, en condiciones basales y
tras tratamiento con Angll (1uM) durante los tiempos indicados. Se detect6 ERK-2 como
control de carga.
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Figura 43. La ausencia de fosforilacion de p27-S10 promueve la expresion de las
metaloproteinasas MMP-2 y MMP-12 en aorta de raton. Anadlisis de la expresion génica de las
proteinas MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-12, MMP-13 y TIMP1 en aortas de ratones apoE-/-
y apoE-/- p27S10A sin tratar (n=4 para cada genotipo) y tratados con Angll (n=4 para cada
genotipo) durante 28 dias. Los datos se representan para cada gen relativizados a su
control.

S10 podria alterar la expresién de estas enzimas. Estudiamos por qPCR la
expresion de MMP-2, 3, 9, 12 y 13 asi como del inhibidor de MMPs TIMP1, en
aortas murinas apoE-/- y apoE-/- p27S10A, tanto en estado basal como tras el
tratamiento con Angll. Los datos obtenidos mostraron que las aortas de los
ratones apoE-/- p27S10A presentan mas expresion de la metaloproteinasa
MMP-2, y sobre todo de MMP-12, la cual también se sobrexpreso tras el

tratamiento con Angll (figura 43).

Este resultado muestra que la ausencia de fosforilacion de p27 en la S10
incrementa la expresion de MMPs, lo que en cierto modo explicaria la mayor

sensibilidad de los ratones p27S10A a sufrir remodelado vascular.

3.5 La ausencia de fosforilacion de p27 en la S10 promueve la formacion de

AAA en ratones por un mecanismo dependiente de COX-2

Dado que COX-2 participa activamente en el proceso de formacion de AAA
(Ghoshal, 2012; King, 2006), quisimos comprobar si su sobrexpresiéon en
ratones apoE-/- p27S10A es, al menos en parte, responsable de la acelerada
formacion de AAA en estos animales. Las imagenes de la aorta abdominal
obtenidas por ecografia de ultrasonidos pusieron de manifiesto que el

tratamiento con NS-398 para inhibir COX-2 igualé tanto el tamafio de las
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lesiones aneurismaticas en ratones apoE-/- y apoE-/- p27S10A (figura 44-A)
como la incidencia de la enfermedad (figura 44-B) o la mortalidad (figura 44-C)
tras infusién de Angll. Por otro lado, los niveles de expresion génica en aorta de
las metaloproteinasas estudiadas con anterioridad también fueron equiparables
entre los ratones apoE-/- y apoE-/- p27S10A tratados con NS-398 (figura 44-D),

lo que confirmd que la actividad de COX-2 es responsable de la sobrexpresion
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Figura 44. La ausencia de fosforilacion de p27-S10 promueve la formacion de aneurismas
aérticos abdominales en ratones a través de una aumentada actividad COX-2. (A)
Representacion de los diametros maximos relativos de aortas de ratones apoE-/- y apoE-/-
p27S10A tratados con NS-398 en condiciones basales (n= 12 apoE-/- y 11 apoE-/- p27S10A)
y tras infusién de Angll durante 5 dias (n= 14 apoE-/- y 10 apoE-/- p27S10A), 12 dias (n= 12
apoE-/-y 9 apoE-/- p27S10A) y 24 dias (n= 11 apoE-/- y 8 apoE-/- p27S10A). (B) Valores de
incidencia de AAA en ratones apoE-/- y apoE-/- p27S10A tratados con NS-398 e infundidos
con Angll durante los tiempos indicados. (C) Curvas de supervivencia de ratones apoE-/- y
apoE-/- p27S10A tratados con NS-398 e infundidos con Angll durante 28 dias. (D) Analisis
de la expresion génica de las proteinas MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-12, MMP-13 y TIMP1
en aortas de ratones apoE-/- y apoE-/- p27S10A (n=4 para cada genotipo) tratados con NS-
398 e infundidos con Angll durante 28 dias.
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de metaloproteinasas en ausencia de la fosforilacion de p27-S10.
En definitiva, estos datos demuestran una clara implicacion de la enzima COX-2

en la capacidad protectora de la fosforilacion de p27 en la S10 frente a la

formacién de AAA inducido por Angll.
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El papel protector de las proteinas inhibidoras del ciclo celular frente a la
enfermedad cardiovascular estda ampliamente descrito como demuestra un
importante numero de estudios (Fuster, 2010). Sin embargo la implicaciéon de
este grupo de proteinas en contextos alejados de la proliferacion celular esta

todavia lejos de conocerse.

Trabajos anteriores realizados en este laboratorio han demostrado un efecto
protector de p27 frente a la aterosclerosis gracias a su funcion inhibidora de la
proliferacion y migracion celular (Diez-Juan, 2001; Diez-Juan, 2004) (Castro,
2003; Diez-Juan, 2003). En estos trabajos con cultivos celulares y ratones
modificados genéticamente se observd que la expresion de p27 inhibe la
proliferacion y migracion de CMLVs y de macrofagos, favoreciendo la formacion
de placa aterosclerética. Sin embargo, recientemente se ha descrito que p27 no
solo posee un papel ateroprotector basado en su funcion anti-proliferativa si no
que, mediante su regulacién dependiente de la fosforilacion en la S10, puede
modular otros procesos involucrados en el desarrollo de la enfermedad. Por
ejemplo, se ha visto que la pérdida de esta fosforilacién incrementa la capacidad
de los macréfagos para captar LDLs modificadas y promueve la aterogénesis en

estados avanzados de la enfermedad (Fuster, 2011).

Estos precedentes sugieren la posibilidad de que la fosforilacién de p27 en la
S10 juegue un importante papel en el desarrollo de la enfermedad vascular.
Nuestros estudios pretendieron por una parte, identificar si esta modificacion
postraduccional regula los eventos iniciadores de la aterosclerosis mediante el
control del comportamiento endotelial y, por otro, estudiar la implicacion de esta
fosforilacién en otros procesos fisiopatoldgicos vasculares, como la formacion de
AAA.

Como primera aproximacion, estudiamos si la hipercolesterolemia, factor
desencadenante de la aterosclerosis, modifica el estado fosforilado de p27 en la
S10. El uso del modelo murino apoE-/- nos permiti6 observar como la
hipercolesterolemia induce significativamente una bajada de los niveles de la
fosforilaciéon de p27 en la S10 en aorta. Estudios previos demostraron que la

aparicion de placa aterosclerética va asociada con una importante defosforilacion
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de p27 en la S10 (Fuster, 2011), sin embargo en este trabajo hemos podido ver
una clara reduccion de los niveles de p27-S10 fosforilado a nivel adrtico después
de tan solo 9 dias de dieta grasa, cuando aun no han aparecido placas
ateroscleréticas. Este resultado pone de manifiesto que la pérdida de
fosforilacién de p27 en la S10 en arterias viene provocada por los altos niveles
de colesterol en sangre y no es consecuencia de los procesos fisiopatolégicos
desarrollados posteriormente. Ademas la incubacion de células endoteliales con
suero procedente de ratones hipercolesterolémicos produjo la reduccion de la
fosforilacidon de p27 en la S10 en este tipo celular, identificando al estimulo

hipercolesterolémico como inductor de la defosforilacion de p27-S10.

Puesto que la hipercolesterolemia es responsable de la activacién endotelial y la
consecuente expresidon de moléculas de adhesion durante la aterogénesis
(Libby, 2002), quisimos determinar si la pérdida de la fosforilacién de p27 en la
S10 podria fomentar la expresion de dichas moléculas. Nuestros resultados no
solo demostraron que la hipercolesterolemia promueve la expresion de
moléculas de adhesion endotelial en aorta, principalmente VCAM-1, sino que
también mostraron que esto es consecuencia de la reduccion de los niveles de
fosforilacion de p27, ya que los ratones p27S10A que carecen de dicha
fosforilacion mostraron una mayor expresion de VCAM-1, ICAM-1 y Sel-L antes
incluso de ser alimentados con dieta grasa. Este hallazgo se confirmé en células
endoteliales obtenidas de animales p27S10A, las cuales mostraron mayores

niveles proteicos de VCAM-1 en estado basal.

Hasta este momento se pensaba que el papel de p27 en el endotelio vascular se
limitaba a contribuir al mantenimiento de su estado quiescente no proliferativo
(Chen, 2000a), controlando por ejemplo la proliferacion y la migracion de las
células endoteliales durante la angiogénesis (Goukassian, 2001). Sin embargo
nuestros resultados son la primera evidencia de que p27 también ejerce en el
endotelio una accién mas alla de su accién antiproliferativa (Chen, 2000a;
Seibold, 2004) o antimigratoria (Hsu, 2014). De hecho la proliferacion celular no
se ve afectada por la fosforilacion de p27 en la S10 segun nuestros
experimentos, igual que ocurre en linfocitos, fibroblastos y macréfagos murinos
(Besson, 2006; Fuster, 2011; Kotake, 2005), a pesar de que la pérdida de
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fosforilacién de p27-S10 conduce a la reduccién de los niveles totales de p27 en
estos tipos celulares. En relacion a esto, hemos visto que la ausencia de la
fosforilacion de p27-S10 provoca una reduccion de la cantidad de p27
citoplasmatico en células endoteliales. No obstante tenemos evidencias de que
la cantidad nuclear de p27 no se ve afectada por esta modificacion
postraduccional (datos no mostrados), lo que explicaria que las células
procedentes de animales p27S10A y de animales silvestres tengan la misma

capacidad proliferativa.

Asimismo, hemos observado que la capacidad migratoria de las células
endoteliales no esta condicionada por esta fosforilacion. Existen claras
evidencias de que p27 controla este proceso. Por un lado estudios llevados a
cabo en fibroblastos demuestran que la ausencia de p27 reduce dramaticamente
la migracion celular (Besson, 2004) aunque, por otro lado se ha visto que la
sobreexpresion de esta CKI en CMLVs inhibe la migracién celular (Castro, 2003;
Diez-Juan, 2003). Nosotros hipotetizamos que quiza la disminucion de los
niveles citoplasmaticos de p27 asociados a la ausencia de fosforilacion en la S10
no es suficiente para comprometer la capacidad migratoria de estas células, pero
sin duda serian necesarios mas experimentos que confirmasen esta posibilidad y

que evidenciasen el mecanismo exacto subyacente a este fendmeno.

La versatilidad funcional de p27 descrita en estos ultimos afios es en parte
consecuencia de su capacidad para interaccionar con un gran numero de
proteinas, entre las que destaca RhoA, una GTPasa perteneciente a la
superfamilia de Ras (Besson, 2004). Estudios previos han evidenciado que la
activacién de RhoA y de sus quinasas asociadas ROCK promueven el proceso
aterosclerotico. Se sabe que la inhibicion farmacolégica de ROCK protege frente
al desarrollo de aterosclerosis en modelos porcinos (Shimokawa, 2001) y
murinos (Mallat, 2003), promoviendo la proliferacion de linfocitos T, la
acumulacion lipidica y la formacién de células espumosas (Wang, 2008a). De
hecho, la fosforilacion de p27 en S10 inhibe la via de senalizacion RhoA/ROCK
en macrofagos, restringiendo su capacidad para captar LDLs modificadas
(Fuster, 2011). Por otro lado, la expresion de VCAM-1 esta altamente regulada

por esta GTPasa en células endoteliales (Kawanami, 2013). Estos antecedentes
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nos llevaron a estudiar la via de sefalizacion de RhoA/ROCK como posible
responsable de la sobrexpresion de VCAM-1 observada en células endoteliales
carentes de la fosforilacion de p27 en la S10. Nuestros experimentos mostraron
que la expresion de la forma no fosforilable de p27 (p27S10A) aumenta la
presencia de VCAM-1 y de las formas fosforiliadas de ERM en células
endoteliales, de lo que se deduce que en ausencia de la fosforilacion de p27-
S10, la via RhoA/ROCK esta sobreactivada.

VCAM-1, debido a su importante papel en los fendmenos de adhesién
leucocitaria, también participa muy activamente en los primeros estadios de la
formacion de placas ateroscleréticas, como demuestran estudios en modelos
murinos en los que se ha podido ver como una deficiente expresion de VCAM-1
conlleva una disminucién en la formacién de placas ateroscleréticas (Zhou,
2009). En este sentido, y como era de esperar, observamos que la activacion de
la via RhoA/ROCK y la sobrexpresion de VCAM-1 en células endoteliales debida
a la pérdida de fosforilacion de p27 en la S10 promovieron los fenémenos de
interaccién leucocito-endotelio. El andlisis del numero de leucocitos adheridos a
cultivos de células endoteliales carentes de la fosforilacion y células endoteliales
control demostré que en condiciones defosforiladas de p27 este fendmeno esta
aumentado. De igual modo, el estudio de adhesion leucocitaria en arteriolas
cremastéricas mostré un mayor numero de leucocitos adheridos en ratones
p27S10A que expresaban la version no fosforilable de p27. Ademas, la
implicacion de RhoA/ROCK y VCAM-1 en este fenobmeno fue claramente
evidenciada al comprobar que el bloqueo de la funcionalidad de ambos (bien con
fasudil o bien con anticuerpos especificos frente a VCAM-1) conduce a similares
tasas de adhesion leucocitaria tanto si p27 esta fosforilado en su S10 como si

no.

A continuacion fuimos capaces de comprobar que esta mayor interaccion
leucocito-endotelio atribuible a la ausencia de fosforilacion de p27-S10 también
ocurria durante el proceso aterogénico. Valiéndonos de una nueva técnica
desarrollada en este laboratorio (Chevre, 2014), pudimos visualizar in situ las
primeras fases de la formacion de placa de ateroma en la arteria caroétida,

observando que los animales apoE-/- p27S10A presentaban un mayor numero
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de leucocitos rodantes que sus controles apoE-/-. Este fendbmeno se dio tanto
con animales alimentados con dieta control como induciendo el proceso
aterogénico con una alimentacién grasa durante 14 dias. De hecho, fue muy
interesante comprobar como las diferencias en el numero de leucocitos rodantes
se redujeron considerablemente en esta segunda condicién debido, en nuestra
opinién, a la perdida de fosforilacién de p27-S10 que sufren las aortas de los
ratones apoE-/- por la hipercolesterolemia, como vimos previamente. A este
respecto pensamos que una hipercolesterolemia prolongada llevaria a la
defosforilacion total de p27-S10 a nivel arterial y haria que el comportamiento
vascular de los ratones apoE-/- y los apoE-/- p27S10A fuera el mismo.
Lamentablemente se desconoce como la hipercolesterolemia reduce la
fosforilacién de p27 en la S10, lo que nos invita a llevar a cabo aproximaciones
genomicas y protedmicas que permitan identificar los agentes que participan en

dicho proceso.

Posteriormente hipotetizamos que, si la ausencia de fosforilacion de p27 en la
serina 10 aumenta el rodamiento y la adhesion leucocitaria arterial, la
extravasacion deberia estar también incrementada en estas condiciones. De
hecho, cuando se estudid la expresion de moléculas de adhesion en arterias
apoE-/- y arterias apoE-/- p27S10A, pudimos ver como la expresion de Sel-L
(selectina expresada principalmente en leucocitos) era significativamente mayor
en la condicién defosforilada, o que en si ya sugiere la existencia de un mayor
numero de leucocitos infiltrados en las arterias procedentes de ratones apoE-/-
p27S10A. Esta idea se confirmd con estudios de transferencia adoptiva de
leucocitos en ratones apoE-/-, que demostraron un aumento en el reclutamiento
leucocitario en la media arterial en ausencia de la fosforilacién de p27 en S10.
Asimismo, y como sucedié en los estudios in vitro e in vivo de adhesién
leucocitaria, el bloqueo de la via RhoA/ROCK mediante tratamiento con fasudil
igualé el numero de leucocitos extravasados en ambos grupos de animales,
reforzando el importante papel de esta ruta de sefalizacion en el

comportamiento endotelial derivado de la ausencia de fosforilacion de p27.

Los fendbmenos de adhesion leucocitaria, rodamiento y extravasacion, dependen

principalmente de dos compartimentos o tipos celulares distintos, el endotelio y
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los leucocitos. Los datos obtenidos indican claramente que la fosforilacion de
p27 modula el fenotipo endotelial. De hecho los experimentos de extravasacion
leucocitaria mediante transferencia adoptiva se realizaron en todas las
condiciones, inyectando leucocitos silvestres, lo que excluye el componente
hematopoyético como posible responsable de la mayor infiltracion leucocitaria
observada en ratones apoE-/-p27S10A. Sin embargo, estudios previos han
demostrado que la ausencia de fosforilacion de p27-S10 altera el
comportamiento leucocitario. Particularmente se ha visto que los macrofagos
p27S10A aumentan su capacidad para captar LDLs modificadas en comparacion
con células control (Fuster, 2011). Dada la implicacién de esta modificacion
postraducional en la funcion de los macréfagos, decidimos evaluar si los
leucocitos carentes de esta fosforilacién expresaban mas moléculas de adhesion
en superficie, del mismo modo que ocurre en células endoteliales. El estudio de
las sangres de ratones p27S10A demostré que la cantidad de monocitos,
neutréfilos y linfocitos no se ve alterada por la ausencia de la fosforilacion de
p27-S10. Asimismo, los niveles de expresion de los ligandos Sel-L, PSGL-1,
CD11b y CD49d fueron semejantes en estas subpoblaciones leucocitarias de
ratones apoE-/- y apoE-/- p27S10A, lo que confirma que la funcionalidad
leucocitaria no esta condicionada por la fosforilacion de p27 en S10, al menos en
lo que se refiere a su interaccion con el endotelio. En este mismo sentido, los
experimentos de adhesion in vitro mostraron que la incubacion de leucocitos y
células endoteliales p27S10A conlleva la adhesién del mismo numero de
leucocitos que si los leucocitos expresan p27 fosforilable en la S10, lo que
refuerza la idea de que es el endotelio, y no el leucocito, el que modifica la
adhesion leucocitaria. Ademas, estos resultados sugieren que la fosforilacion de
p27 en la S10 no solo esta regulada de manera diferencial en distintos tipos
celulares como ya dijimos en la Introduccion, si no que probablemente sus

implicaciones funcionales también sean distintas en cada uno de ellos.

Por ultimo pudimos ver como todos estos fendmenos observados en ausencia de
fosforilaicion de p27-S10 condujeron a la aceleracion de la formacion de placa
aterosclerotica temprana. El analisis de ratones apoE-/- Mafia y apoE-/- p27S10A
Mafia alimentados con dieta grasa durante 4 semanas mostré la presencia de

lesiones ateroscleréticas de mayor tamafo en seno aortico cuando p27 no se
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encuentra fosforilado en S10, hecho que se asoci®é a un aumento del
reclutamiento leucocitario (analizando por qPCR la presencia de EGFP) y a una
sobrexpresion de VCAM-1 en aorta. A su vez, la inhibicién farmacolédgica de la
via RhoA/ROCK eliminé las diferencias en la formacion de placa aterosclerdtica,
el reclutamiento leucocitario y la expresion de VCAM-1 entre los ratones apoE-/-
Mafia y apoE-/- Mafia p27S10A.

Estos experimentos en su conjunto ponen de manifiesto que la pérdida de la
fosforilacién de p27 en la S10 no solo modifica el comportamiento endotelial en
respuesta a los primeros estimulos aterogénicos sino que esto se traduce en una
aceleracion del desarrollo temprano de la aterosclerosis. Ademas nuestros
resultados identifican de un modo concluyente a la ruta RhoA/ROCK y a la
molécula VCAM-1 como responsables de dicho efecto. En conclusién,
proponemos que la pérdida de fosforilacion de p27 en la S10 activa la via
RhoA/ROCK y promueve la expresion de VCAM-1 en el endotelio, favoreciendo
la adhesion y el reclutamiento leucocitario y la formacion de placa aterosclerotica

temprana (figura 45).

A pesar de todo, el mecanismo molecular por el que esta fosforilacion modifica la
actividad RhoA/ROCK no esta del todo claro. Otros laboratorios han demostrado
que tanto la estabilidad de p27 (Ishida, 2000) como su translocacion del nucleo
al citosol (Rodier, 2001) dependen de la fosforilacion en la S10. De acuerdo con
esto hemos observado una reduccion de los niveles citoplasmaticos de p27 en
células endoteliales de ratones p27S10A, algo que ya se habiamos visto en
macrofagos (Fuster, 2011). Actualmente pensamos que el mecanismo
responsable de la activacion de la via RhoA/ROCK en ausencia de la
fosforilacidon de p27 es una menor interaccion entre p27 y RhoA, hipoétesis que
debera validarse experimentalmente (por ejemplo mediante experimentos de
inmunoprecipitacion). De igual modo, seria interesante analizar los niveles
proteicos de RhoA en las células que expresan la version no fosforilable de p27,
ya que debido a la capacidad de p27 para regular la expresion de proteinas, no
podemos descartar la posibilidad de que la expresion de RhoA también esté

condicionada por la fosforilacion de p27-S10.
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Figura 45. Mecanismo propuesto para el agravamiento de la aterosclerosis temprana asociado a
una deficiente fosforilacion de p27 en la S10.

Dada la versatilidad funcional del endotelio, nos planteamos estudiar si la
fosforilacidon de p27 en S10 regula otros procesos importantes, concretamente
los fendbmenos de contractilidad y reactividad vascular. En un primer abordaje
con células endoteliales de aorta de ratén, vimos que la ausencia de la
fosforilacion de p27-S10 promueve la expresion y la actividad de COX-2, sin
alterar la expresion de otras enzimas importantes en la regulacion de moléculas
vasoactivas, como COX-1, eNOS o iINOS. COX-2 o PTGS2 es la enzima que
transforma el acido araquidénico en PGHoy, principal precursor de prostanoides.
En condiciones normales esta proteina se expresa en muy bajas cantidades en
la mayoria de tejidos y tipos celulares, pero su expresion se ve rapidamente
inducida en respuesta a procesos inflamatorios (Seibert, 1994). Sin embargo,
COX-2 si se expresa constitutivamente en endotelio (Funk, 2007), donde posee

una funcion clave en el control del tono vascular. COX-2 es conocida por ser el
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principal responsable de la sintesis vascular del vasodilatador PGl,, el cual es
fundamental cuando la biodisponibilidad de NO se ve disminuida. En este
sentido, estudios previos han demostrado que en estados patolégicos como
diabetes e hipertension la actividad de COX-2 podria suponer un mecanismo
compensatorio de la disfuncidn endotelial (Meeking, 2000; Nacci, 2009),
aumentando la produccion de prostaciclinas vasodilatadoras. Asimismo, se sabe
que la inhibicion de COX-2 incrementa el tono vascular en arterias humanas en
respuesta a norepinefrina, al reducir la produccion de los vasodilatadores PGl, y
PGE;, tras un estimulo inflamatorio (Foudi, 2009), o que el bloqueo de la
actividad COX-2 a nivel vascular reduce la liberacion de PGl, y la liberacién de
NO en modelos animales, lo que predispone a padecer fendmenos hipertensivos
y tromboticos (Yu, 2012).

Todos estos antecedentes sugirieron que el aumento de la actividad de COX-2
en células endoteliales asociada a la ausencia de la fosforilacién de p27-S10
debia modificar el comportamiento vascular, reduciendo la capacidad contractil
arterial. Gracias al empleo del miografo de alambre pudimos estudiar estos
fendmenos, observando que, al contrario de lo que pensabamos, la ausencia de
fosforilaciéon incrementa la respuesta contracti frente a un estimulo
vasoconstrictor en aorta. Este hallazgo fue confirmado en estudios in vivo en
arterias de menor tamafno (arteriolas cremastéricas), en los que pudimos ver
como los ratones p27S10A respondieron mas intensamente al estimulo contractil
provocado por la fenilefrina. Asimismo, constatamos que esta contractilidad
alterada atribuida a la ausencia de la fosforilacion de p27-S10 era debida a una
disfuncionalidad del endotelio, puesto que los experimentos en midgrafo de
alambre realizados con aortas a las que se eliminé el endotelio revelaron
similares grados de contraccion en las aortas control y p27S10A. Por otro lado,
se observd que un tratamiento tanto ex vivo de las aortas como in vivo de los
ratones con el inhibidor NS-398, especifico de la enzima COX-2, igualaba el
comportamiento de las arterias control y p27S10A. En conjunto, estos datos
demostraron que la fosforilacion de p27 en la S10 participa activamente en los
procesos de contractilidad vascular, mediante un mecanismo en el que estaria

involucrada la COX-2 endotelial.
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Como consecuencia de estos hallazgos, quisimos identificar la molécula
vasoactiva responsable de la contractilidad exacerbada observada en arterias de
ratones que expresaban la forma no fosforilable de p27. La actividad COX-2 esta
muy ligada a la produccién de PGl,, sin embargo también se sabe que COX-2
participa en la sintesis de agentes vasoconstrictores. Por ejemplo, se ha
demostrado que la induccién de COX-2 en células endoteliales de roedores,
tanto en aorta como en arterias de resistencia, se asocia con un incremento de
prostanoides contractiles derivados de endotelio (Heymes et al., 2000; Alvarez et
al., 2005; Blanco-Rivero et al.,2005; Shi et al., 2008; Virdis et al., 2009). De igual
modo, y aunque generalmente se relaciona con COX-1, COX-2 también es
responsable de la produccion del vasoconstrictor TXA; en condiciones
inflamatorias (Grandel, 2000). Al estudiar en aorta la liberaciéon de PGE;, PGl;
(moleculas vasodilatadoras) y TXA; (molécula vasoconstrictora) vimos que la
ausencia de fosforilacién de p27 en S10 potencia la produccion de TXA, como
consecuencia de la activacion de COX-2. Ademas, observamos en aorta de
ratones p27S10A mayor expresion de TBXS1, la enzima directamente
encargada de la sintesis final de TXA;. En conclusion, la ausencia de
fosforilacion de p27 en la S10 aumentdé en aorta la produccién del
vasoconstrictor TBXA,, sin provocar cambios en otros prostanoides. Dado que el
PGH; producido por COX-2 es el precursor comun de las tres moléculas
estudiadas, puede parecer incoherente que sélo la liberacion de TXA, esté
aumentada y no la de PGE; y PGl,. Sin embargo este desequilibrio en la
produccion final de prostanoides no es del todo extrafo, ya que se sabe que
depende de la isoenzima de COX involucrada en el proceso, asi como del tipo

celular estudiado o el estimulo inductor de la liberacion (Caughey, 2001).

Aunque la sobrexpresion de COX-2 se considera un mecanismo compensatorio
frente a la hipertension, y a pesar de la existencia de multitud de estudios que
asocian el bloqueo especifico de esta isoenzima con la aparicién de hipertension
(Chan, 2009), consideramos que la hipersensibilidad a la contractilidad de las
arterias de los ratones p27S10A podria llevar asociado un incremento de la
presion arterial en estos animales. Sin embargo, no observamos diferencias en
los niveles de presion arterial de los ratones p27S10A y sus controles, tanto en

estado basal como tras el tratamiento con distintas dosis del agente hipertensivo
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fenilefrina. Este sorprendente resultado puede deberse a varios motivos. Por un
lado, los estudios mostrados se llevaron a cabo en animales jovenes de 8
semanas de edad y quiza la disfuncion endotelial observada conduzca a
procesos hipertensivos como consecuencia de un proceso acumulativo en el

tiempo, solo evidenciable en ratones de mayor edad.

También hay que tener en cuenta que el endotelio produce otras moléculas que
regulan el tono vascular que no hemos estudiado en este trabajo. EI NO es la
molécula mas relacionada con la actividad endotelial, ademas su sintesis
promueve la expresion de COX-2 (Fang, 2014). Sin embargo, nuestros datos de
expresion proteica de eNOS e iINOS en células endoteliales y el analisis de
metabolitos derivados del NO realizado en suero de estos ratones (datos no
mostrados) parecen indicar que la produccion de NO no se veria alterada por el
estado de fosforilaciéon de p27-S10. Tampoco hay que olvidar que el endotelio no
es el unico responsable de la regulacion de la capacidad contractil arterial.
Efectivamente, las CMLVs, cuya actividad no se ha evaluado en esta tesis
doctoral, también juegan un papel preponderante en este proceso. Las CMLVs
pueden presentar diferentes fenotipos, desde un estado maduro quiescente,
conocido como “fenotipo contractil”, que determina el diametro del vaso
sanguineo (Schaper, 1996; Zalewski, 2002), hasta fenotipos migratorios o
proliferativos generados normalmente en respuesta a dafio tisular, que van
acompafados de alteraciones en la funcionalidad de p27 (Sun, 2001; Tanner,
2000).

Ademas, debido a las similitudes estructurales, la mayoria de prostanoides
tienen la capacidad de interaccionar no solo con sus receptores preferenciales
sino también con muchos otros que a veces presentan funciones contrapuestas
(Narumiya, 1999). Cabe pues la posibilidad de que algunos prostanoides activen
diferencialmente unos receptores u otros por un mecanismo dependiente de la

fosforilacién de p27 en la S10.

Otra opcidn podria ser la existencia de una adaptacion estructural compensatoria
arterial que camuflase el fenotipo hipertensivo. Para evaluar esta posibilidad,

analizamos las caracteristicas estructurares de la aorta de ratones control y
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p27S10A. Fue interesante ver que la ausencia de fosforilacién de p27 en la S10
no modificé ni la cantidad de fibras de elastina ni el tamafio de la media arterial;
sin embargo, observamos un diametro luminal mayor en aorta de ratones
p27S10A. Por un lado este remodelado “hacia afuera” de la aorta puede ser un
mecanismo compensatorio que neutralice, en cierta medida, el esperado estado
hipertensivo de los ratones p27S10A. Por otra parte, confirma la implicacion de
esta modificacién postraduccional de p27 en los procesos de remodelado
arterial. Aunque, como luego comentaremos en mas detalle, la expresion de
metaloproteinasas podria ser responsable de esta modificacion estructural,
consideramos que son necesarios mas estudios para identificar exactamente los
procesos involucrados en este fendmeno. Para ello pensamos que es
fundamental estudiar en profundidad el comportamiento de las CMLVs en
ausencia de la fosforilacion de p27 en la S10, asi como la implicaciéon de esta
modificacion postraduccional en las rutas de senalizacion derivadas de la
produccion de prostanoides, los cuales modifican considerablemente la

homeostasis y estructura vascular (Sparks, 2013; Vessieres, 2013).

Los datos anteriores constataron que la fosforilacion de la S10 de p27 juega un
papel muy relevante en los procesos iniciadores del proceso aterosclerético y en
la regulacion de la reactividad vascular. Dado que el proceso de formacion de
aneurismas comparte grandes similitudes con el proceso aterosclerdtico (ver
Introduccion), y puesto que la ausencia de fosforilacion de p27 en la S10
promueve el remodelado exterior del vaso, nos planteamos la posibilidad de que
esta modificacidon postraduccional también tuviera un papel protector frente al
desarrollo de AAA. Mediante el empleo del modelo de infusion de Angll en
ratones apoE-/- pudimos corroborar esta hipotesis al demostrar que la ausencia
de fosforilacion de p27 promueve la formacion de AAA, incrementando el
diametro aodrtico y la incidencia de la enfermedad. A su vez, la expansion de los

AAA condujo a una mayor mortalidad en los ratones apoE-/- p27S10A.

El modelo de infusion de Angll se caracteriza por una elevada infiltraciéon
leucocitaria en la lesién aneurismatica (Daugherty, 2000). Nuestros estudios
previos de aterosclerosis demostraron una migracién leucocitaria aumentada

derivada del estado defosforilado de p27. Por tanto, pensamos que uno de los
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principales motivos del aceleramiento en la formacion de AAA podia ser el
exacerbado reclutamiento leucocitario en las lesiones de los ratones carentes de
la fosforilacion de p27-S10. Sin embargo, los analisis histologicos de los AAA
obtenidos de ratones apoE-/- y apoE-/- p27S10A mostraron una cantidad similar
de macrofagos en las lesiones. Esto puede ser debido a que los mecanismos
que inducen reclutamiento leucocitario son diferentes en el modelo
aterosclerotico y de formacion de AAA. Estudios en vénulas de rata han
demostrado que la infiltracion leucocitaria inducida por Angll esta mediada por la
actividad de los receptores de la angiotensina Il AT, y AT, y la consecuente
sobrexpresion de Sel-P (Piqueras, 2000), pero no hay constancia de que p27
esté implicado en esta ruta de sefnalizacion. Ademas, nuestros estudios
histolégicos se realizaron en AAA avanzados, por lo que desconocemos lo que
sucede en los primeros estadios de la formacidn de estas dilataciones, momento
en que quiza si se puedan observar diferencias en la composicion de las
lesiones. Por ello, la realizacion de modelos mas cortos (infusion de Angll

durante 5-10 dias) podria aportarnos datos de gran interés.

Del mismo modo, y de acuerdo con nuestros estudios previos de aterosclerosis
avanzada (Fuster, 2011), tampoco observamos diferencias en la presencia de
otros componentes de la lesién, como el colageno o las CMLVs al comparar
ratones apoE-/- y apoE-/- p27S10A. Por tanto, nuestros resultados parecen
indicar que las caracteristicas histologicas de las lesiones aneurismaticas son
similares en ratones apoE-/- y apoE-/- p27S10A tras 28 dias de infusion de
Angll, lo que sugiere que la ausencia de fosforilacion de p27-S10 acelera el
proceso patologico, pero no los mecanismos desencadenantes de la

enfermedad.

El modelo de infusion de Angll se caracteriza por producir una importante
elevacion de los niveles de presion arterial en los animales. Aunque no es
responsable directo de la formacién de AAA en el modelo de infusién de Angll
(Cassis, 2009), la hipertension se asocia al desarrollo de la enfermedad tanto en
modelos animales (Nishijo, 1998) como en humanos (Forsdahl, 2009). Sin
embargo, en nuestro estudio observamos que la Angll eleva por igual la presion

arterial en ratones apoE-/- y apoE-/- p27S10A, a pesar de que estos ultimos
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respondian mas al estimulo vasoconstrictor de la fenilefrina. Estos resultados
descartan la hipertensién como posible mecanismo del aceleramiento de AAA

asociado a la ausencia de fosforilacion de p27 en la S10.

Sin embargo, y en concordancia con los estudios de reactividad vascular,
observamos mayor expresion de COX-2 en las arterias de los ratones apoE-/-
p27S10A, tanto en estado basal antes de la formacién de lesiones como en la
propia lesién aneurismatica inducida por el tratamiento con Angll. Ademas, la
Angll indujo en células endoteliales la defosforilacion de p27 en la S10 y la

sobrexpresion de COX-2.

COX-2 participa activamente en multiples enfermedades (Pasinetti, 1998;
Teismann, 2003). Estudios previos ya han demostrado que la actividad de COX-
2 promueve la generacion de aneurisma. Asi, se ha observado que la inhibicién
farmacolégica de COX-2 reduce la expansion aneurismatica tanto en ratones
(Ghoshal, 2012; King, 2006) como en ratas (Miralles, 1999). De acuerdo con
esto, la expresion y actividad de COX-2 es mayor en muestras de AAA humanos
(Holmes, 1997). Por tanto, hipotetizamos que la activacion de COX-2 que
observamos en ausencia de la fosforilacion de p27 en la S10 estaria implicada
en el aumento del desarrollo de esta enfermedad en ratones apoE-/- p27S10A.
Apoyando esta posibilidad, observamos tasas similares de formacion de AAA,
asi como de incidencia y de mortalidad al comparar ratones apoE-/- y apoE-/-
p27S10A tratados con NS-398 con el fin de inhibir COX-2 durante todo el

periodo de infusién con Angll.

El mecanismo por el que la actividad de COX-2 incrementa la formacién de AAA
no se conoce con exactitud. Se piensa que la producciéon de PGl, fomenta el
estrés oxidativo a nivel vascular, favoreciendo los procesos que originan el
desarrollo de la enfermedad (Wang, 2008b). No obstante, nuestros datos de
produccion de prostanoides parecen descartar esta posibilidad como la causante
del efecto protector de la fosforilacion de p27 en la S10. Por otro lado, COX-2
promueve la expresion de metaloproteinasas en distintos tipos celulares
(Callejas, 2001) y condiciones patologicas (Pan, 2001). Por ello, decidimos

estudiar la expresiéon de las principales metaloproteinasas asociadas a la
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Figura 46. Efecto de la fosforilacion de p27 en la S10 en la expresion de COX-2 y su implicacion
en el remodelado vascular.

formacion de AAA (MMP-2, MMP-9 etc.), observando que la fosforilacion
deficiente de p27 en la S10 incrementa en aorta de ratén los niveles de ARNm
de MMP-2 y MMP-12. Esta ultima también se vio sobrexpresada en aorta
p27S10A después del estimulo generador del AAA. Esta sobrexpresion de
metaloproteinasas podria ser responsable de la acelerada formacién de AAA en
ratones apoE-/- p27S10A, puesto que el bloqueo selectivo de COX-2 durante el
modelo de generacion de AAA no solo igualé el tamafio de las lesiones

aneurismaticas sino también la expresion de estas metaloproteinasas.

En conclusién, nuestros resultados demuestran que la ausencia de fosforilacién
de p27 en la S10 promueve la expresion y actividad de COX-2. Esta respuesta
incrementa la sensibilidad arterial a la contractilidad inducida por fenilefrina y

promueve el desarrollo de AAA, posiblemente debido a la induccion de
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metaloproteinasas encargadas de la degradacion de la matriz vascular (figura
46).

Aun quedaria por identificar el mecanismo exacto por el que la fosforilacion de
p27 regula la expresion de COX-2. Dado que p27 participa directamente en la
expresion génica de un importante numero de proteinas, se puede hipotetizar
que p27 interacciona directamente con el/los factor/es de trascripcion asociado/s
a la expresion de COX-2. Teniendo en cuenta los resultados de aterosclerosis
temprana, RhoA/ROCK puede estar también participando en el control de la
reactividad vascular y la formacién de AAA dependiente de la fosforilacién de
p27. De hecho, estudios previos han demostrado que COX-2 promueve la
actividad RhoA/ROCK, al menos en células de carcinoma de colon in vitro
(Chang, 2006).

En su conjunto, este trabajo describe un importante papel de la fosforilacién de
p27-S10 en varios procesos patologicos del sistema vascular, como
consecuencia de efectos sobre diversos procesos fisiopatologicos en distintas
etapas de la enfermedad y en diferentes tipos celulares. En contexto de la
aterosclerosis, los resultados presentados en este trabajo demuestran que la
fosforilacion de p27 en la S10 protege frente al desarrollo temprano de la placa
limitando el reclutamiento leucocitario propio de los primero estadios de la
enfermedad por un mecanismo dependiente de RhoA/ROCK, lo que se suma a
bien establecido papel antiproliferativo de p27 y a la regulacion de la formacion
de células espumosas en fases mas avanzadas de la enfermedad. Esta
fosforilacion limita también la respuesta vasocontractil frente a un estimulo
vasoconstrictor y protege frente a la formacion de AAA, controlando la expresion
de COX-2 (figura 47). Basandonos en esto, consideramos que esta fosforilacion
podria ser una diana terapéutica muy interesante para prevenir el desarrollo de
la enfermedad aterosclerdtica actuando en diferentes estadios de la enfermedad,
asi como para la prevencidén de otros eventos vasculares patolégicos, como el
AAA. De hecho, en los ultimos afios ha habido grandes esfuerzos por desarrollar
inhibidores especificos de COX-2 con el objetivo de tratar gran numero de
enfermedades (Hawkey, 1999). Sin embargo, se ha visto que el bloqueo

selectivo de esta enzima tiene importantes efectos negativos a nivel vascular, lo
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Figura 47. Papel de p27 en el remodelado vascular patolégico.

que ha limitado enormemente el uso de estos agentes. Estos efectos adversos
se han asociado generalmente al desequilibrio que provocan los inhibidores de
COX-2 (como el rofecoxib o el celecoxib) en la produccién de PGl y TXAy,
favoreciendo el efecto protrombético de este ultimo (Bing, 2002). EIl
mantenimiento del estado fosforilado de p27 en la S10 podria ser una manera
indirecta de regular la actividad COX-2 y prevenir la enfermedad cardiovascular,

evitando los efectos adversos derivados de la inhibicidn directa de COX-2.

Cabe destacar que el remodelado vascular patolégico se asocia con un
descenso en la fosforilacion de p27 en la S10 (Fuster, 2011). Por lo tanto,
teniendo en cuenta que tanto la aterosclerosis como el desarrollo de AAA se
agrava en ratones que expresan la forma de p27 no fosforilable en la S10, seria
de enorme interés identificar las quinasas y/o fosfatasas responsables de la
regulacion de esta fosforilacion, asi como los estimulos que modulan su

actividad, con el objetivo de desarrollar posibles estrategias terapéuticas.
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Asimismo, los resultados mostrados invitan a investigar otras modificaciones
postraduccionales de p27 en diversos escenarios fisiopatoldgicos, con el objetivo

de dilucidar otras implicaciones funcionales de esta proteina.
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Conclusiones

. La hipercolesterolemia se asocia con la disminucién de Ila
fosforilacién de p27 en la S10 en aorta y en células endoteliales de
aorta de raton.

. La pérdida de la fosforilacion de p27 en la S10 activa la via
RhoA/ROCK y aumenta la expresion de la molécula de adhesion
VCAM-1 en células endoteliales de ratén, incrementa la adhesion y la
extravasacion leucocitaria y promueve el desarrollo de
aterosclerosis temprana por un mecanismo dependiente de
RhoA/ROCK.

. La ausencia de fosforilacion de p27 en la S10 reduce los niveles
citoplasmaticos de p27 en células endoteliales de aorta de ratén, sin
afectar a su capacidad migratoria o proliferativa.

. La ausencia de fosforilacion de p27 en la S10 incrementa la
expresion y la actividad de COX-2 en células endoteliales y la
produccion arterial de TXA2.

. La ausencia de fosforilacion de p27 en la S10 incrementa la
contractilidad vascular dependiente de endotelio en respuesta a
fenilefrina como consecuencia de una sobreactivacion de COX-2, sin
modificar la presion arterial en ratones.

. La fosforilacion deficiente de p27 en S10 aumenta la expresion de
metaloproteinasas en aorta de ratén y promueve la formacion de
AAA en ratones tratados con Angll por un mecanismo dependiente
de la actividad de COX-2.
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Reduced phosphorylation of the tumor suppressor p27¥! (p27) at serine 10 (Ser10) is a hallmark of advanced
human and mouse atherosclerosis. Apolipoprotein E-null mice defective for this posttranslational modification
(apoE~/~p27Ser10Ala) exhibited increased atherosclerosis burden at late disease states. Here, we investigated
the regulation of p27 phosphorylation in Ser10 at the very initial stages of atherosclerosis and its impact on
endothelial-leukocyte interaction and early plaque formation. Hypercholesterolemia in fat-fed apoE~/~ mice is
associated with a rapid downregulation of p27-phospho-Ser10 in primary endothelial cells (ECs) and in aorta
prior to the development of macroscopically-visible lesions. We find that lack of p27 phosphorylation at Ser10
Endothelial cell enhances the expression of adhesion molecules in aorta of apoE~/~ mice and ECs, and augments endothelial-
Leukocyte recruitment leukocyte interactions and leukocyte recruitment in vivo. These effects correlated with increased RhoA/Rho-
p27 associated coiled-coil containing protein kinase (ROCK) signaling in ECs, and inhibition of this pathway with
RhoA fasudil reduced leukocyte-EC interactions to control levels in the microvasculature of p27Ser10Ala mice. More-
over, apoE ~/~p27Ser10Ala mice displayed increased leukocyte recruitment and homing to atherosusceptible
arteries and augmented early plaque development, which could be blunted with fasudil. In conclusion, our studies
demonstrate a very rapid reduction in p27-phospho-Ser10 levels at the onset of atherogenesis, which contributes
to early plaque build-up through RhoA/ROCK-induced integrin expression in ECs and enhanced leukocyte
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recruitment.
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1. Introduction

Atherosclerosis and associated ischemic events are the leading cause
of morbidity and mortality in Western societies and are predicted
to soon become the leading health problem worldwide [1]. Several
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Hank's Balanced Salt Solution; HFD, high fat diet; HRP, horseradish peroxidase; ICAM-1, in-
tercellular adhesion molecule-1; IV, intravenous; L-Sel, L-selectin; mAECs, mouse aorta en-
dothelial cells; Mafia, Macrophage Fas-Induced Apoptosis; P-Sel, P-selectin; p27, p27<P!;
p27-phospho-Ser-10, p27 phosphorylation at serine 10; p27Ser10Ala, p27 serine-10-
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cardiovascular risk factors have been identified (dyslipidemia, hyper-
tension, diabetes, smoking, aging, sedentary life style, etc.), which
promote a chronic inflammatory state that leads to dysfunction of the
endothelial cell (EC) monolayer lining the inner arterial surface [2].
One of the earliest manifestations of atherosclerosis is the expression
of adhesion molecules by ECs, which triggers the recruitment of circu-
lating leukocytes that normally do not interact with the ‘healthy’ vessel
wall [3-9]. Leukocytes are considered important mediators of all phases
of atherosclerosis, from the initiation and progression of asymptomatic
lesions to the establishment of complex vulnerable plaques that can
rupture and provoke acute ischemic events. Luminal recruitment
appears to be the central route of leukocyte infiltration in the
subendothelial space during early atherosclerosis since at these stages
no vasa vasora can be detected, contrary to their reported abundance
in late-stage atheromata [10]. Leukocytes roll and adhere to the
endothelium to finally extravasate, and monocytes (the predominant
leukocyte subset recruited in the damaged vessel wall) differentiate
into macrophages that critically contribute to plaque development by
secreting an array of inflammatory mediators [3-9].

Studies in animals and humans have identified excessive neointimal
cell proliferation as a characteristic of atherosclerosis; consequently,
regulation of hyperplastic growth of neointimal cells by tumor suppres-
sors has emerged as a prominent mechanism regulating plaque
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development [11]. The oncosuppressor p27¥iP! (p27) is a cyclin-
dependent kinase inhibitor (CKI) that attenuates the proliferation
of both vascular smooth muscle cells and macrophages, and also neoin-
timal thickening in animal models of vasculoproliferative disease
[11-16]. Interestingly, a micro-RNA-based strategy has been recently
developed to selectively inhibit vascular smooth muscle cell hyperplasia
while preserving EC proliferation and function, which attenuates reste-
nosis post-angioplasty but allows complete reendothelialization [17].

Compelling evidence has emerged supporting a role for p27 beyond
cell cycle control, including modulation of actin cytoskeleton, cell motili-
ty, and gene transcription [18-22]. A number of important functional as-
pects of p27 are regulated through its phosphorylation status [23-31].
We recently reported that sparse phosphorylation of p27 at serine 10
(p27-phospho-Ser10), the most common post-translational modification
of p27 [23], is a hallmark of mouse and human atherosclerosis [32]. More-
over, apolipoprotein E-null mice defective for this post-translational
modification (apoE ™/~ p27Ser10Ala) did not show alterations in neointi-
mal cell proliferation, yet they had an increased atherosclerosis burden at
advanced disease states, at least in part due to increased macrophage
foam cell formation [32].

Since p27-phospho-Ser10 is involved in neointimal thickening by
modulating proliferation-independent processes, we hypothesized
that it could also promote EC dysregulation, which is thought to initiate
and sustain atherosclerosis development [2,5-7]. To address this issue,
we have used complementary approaches with primary ECs and
genetically-engineered mice. Our results demonstrate that loss of p27-
phospho-Ser10 occurs rapidly in fat-fed apoE™/~ mice and promotes
VCAM-1 expression in ECs and leukocyte adhesion in vivo. Further,
this defect also stimulates the formation of incipient atherosclerotic
lesions through activation of the RhoA/Rho-associated coiled-coil
containing protein kinase (ROCK) pathway.

2. Material and methods
2.1. Mice and diets

apoE~/~p27Ser10Ala mice were generated by crossing non-
phosphorylatable p27Ser10Ala knock-in mice [30] with apoE™/~ mice
(The Jackson laboratory, Madison, WI). Macrophage Fas-Induced
Apoptosis (Mafia)-apoE~/~ mice [3] were generated by crossing
Mafia transgenic mice [33] (which express GFP in the myeloid lineage)
with apoE™/~ mice. Mafia apoE~/~p27Ser10Ala mice were generated
by crossing Mafia-apoE ™/~ mice with apoE ™/~ p27Ser10Ala mice. All
mice were on C57BL/6 background. Mice were maintained on a low-
fat standard diet (2.8% fat; Panlab, Barcelona, Spain). For studies of
diet-induced atherosclerosis, mice were placed on atherogenic high-
fat diet (HFD) (10.8% total fat, 0.75% cholesterol, S4892-E010, Ssniff,
Germany) for the indicated periods of time. In vivo studies were per-
formed with 3-month-old mice. Care of animals was in accordance
with institutional guidelines and regulations.

2.2. Blood and serum collection and cholesterol analysis

Mouse blood was extracted by submandibular puncture as described
[34]. To obtain serum, 100 pl of blood was collected in polypropylene
tubes, the blood was allowed to clot by leaving it undisturbed at room
temperature for 30 min, and the clot was removed by centrifugation
at 2000 xg for 15 min at 4 °C. The serum was recovered and stored at
— 80 °C until analyzed. Total and free cholesterol levels were measured
using the automated analyzer Dimension RXL Max Clinical System
(Siemens) in serum from mice which were starved overnight.

2.3. Mouse anesthesia and euthanasia

For intravital microscopy experiments (see below), mice were anes-
thetized with a mixture of ketamine and medetomidine (50 mg/kg and

0.5 mg/kg, respectively; intraperitoneal injection). Mice were eutha-
nized by carbon dioxide inhalation.

24. Isolation and culture of mouse aorta endothelial cells (mAECs)

mAECs from p27Ser10Ala mice and wild-type counterparts (both on
C57BL/6 backgrund) were isolated as described [35]. Briefly, 8 mice
(8 weeks of age) were culled and aortas were rapidly harvested. After
removing adipose tissue and adventitia layer, aortas were cut into
1 mm rings. Aortic rings were placed in gelatin (0.5%) pre-coated plates
and incubated in mAEC medium: DMEM:F12 (Lonza) containing 1% of
penicillin/streptomycin, L-glutamine, 10 mM Hepes, Fungizone, 10%
fetal bovine serum (FBS), 0.1 mg/ml of heparin (Sigma-Aldrich)
and 50 pg/ml of endothelial cell growth supplement (ECGS, BD). After
7-12 days, mAECs were selected with CD102 antibody (Purified Rat
Anti-Mouse CD102-ICAM-2 Monoclonal Antibody, BD Pharmigen) and
with a secondary antibody linked to magnetic beads (Dynabeads
Sheep anti-Rat IgG, Invitrogen) using a magnetic platform (DynaMag-
15 Magnet, Life Technologies). These cells (passage 0) were expanded
in gelatin-coated plates containing mAEC medium. All cells used for
assays were between passages 4 and 7.

2.5. Isolation of bone marrow (BM) cells

BM cells were harvested from apoE~/~, apoE~/~p27Ser10Ala and
Mafia-apoE ™/~ mice as described [36]. Briefly, femurs and tibiae were
obtained from mice after carefully removing the surrounding skeletal
muscle and fat tissue. Both ends of each bone were trimmed to expose
the interior and the BM was flushed with Hank's Balanced Salt Solution
(HBSS) containing 2 mM EDTA using a 1-ml insulin syringe with a 27 G
needle. The collected BM was disaggregated by pipetting and red blood
cells were eliminated by 5 min incubation with cold lysis buffer (KH4CI
0.15M, KHCO5 0.01 M, EDTA.N, 0.01 M, pH 7.4). After washing with PBS,
BM nucleated cells were kept on ice until used.

2.6. Leukocyte adhesion in cremasteric vessels

Mice were anesthetized and the cremaster muscle was dissected
free of surrounding tissues and exteriorized onto an optical clear view-
ing pedestal. The muscle was cut longitudinally with a cautery and held
extended at the corners of the exposed tissue using surgical suture. To
maintain the correct temperature and physiological conditions, the
muscle was perfused continuously with warmed Tyrode's buffer. Four
hours before surgery, animals were injected with 100 pl of TNFa
(0.5 pg in 0.3 ml saline) to promote leukocyte-endothelial cell interac-
tions. The cremasteric microcirculation was then observed using a
Leica DM6000-FS intravital microscopy with an Apo 40x NA 1.0
water-immersion objective equipped with a DFC350-FX camera. LAS-
AF software was employed for acquisition and image processing. Five
randomly-selected arterioles were analyzed per mouse, and leukocyte
adhesion was measured in 150-pm vessel segments for 5 min. When
indicated, IgG isotype control (AB-108-C, R&D Systems) or polyclonal
anti-VCAM-1 antibodies (sc-1504, Santa Cruz Biotechnology) were
injected intravenously prior to intravital microscopy (100 pig/mouse).

2.7. Intravital imaging of carotid artery and rolling

Mice were anesthetized, the neck was shaved, and animals were
immobilized in decubitus position. The right carotid artery was exposed
and carefully dissected from the surrounding tissues [37] to perform in-
travital imaging as described [3]. In brief, sutures were used to maintain
the salivary gland and adjacent muscles away from the artery, and the
right vague nerve was carefully separated from the artery. Throughout
the procedure, warm saline was applied to the tissues. The carotid
artery was stabilized and placed under the water-dipping objective of
an epifluorescence microscope with constant perfusion with warm
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saline buffer. Images were captured with an Apo 63 x NA 0.9 water-
immersion objective in cy3 channel. For analysis, luminal cells of the
carotid artery were labeled by intravenous (IV) injection of 50 pg of
rhodamine 6G (Sigma), and the number of rolling cells was deter-
mined by counting the number of rhodamine-positive leukocytes
crossing an imaginary line perpendicular to the vessel during at
least 30 s. Several fields (typically 3-4) were imaged from the carotid
artery, and each data point represents one field. Although the
appearance of plaques in the carotid artery is heterogeneous, for
visualization we chose areas from the carotid bifurcation, which is
prone to plaque development. Data were normalized to the number
of rolling cells per 1000 frames.

2.8. In vivo leukocyte homing

To study leukocyte homing into the aorta, apoE ' ~p27Ser10Ala
mice and apoE ~/~ counterparts were injected twice for two days (IV)
with five million nucleated BM cells (in a 200 ul volume) from Mafia-
apoE~/~ mice, to allow detection of GFP-positive myeloid leukocytes
(e.g. neutrophils and monocytes). After 48 h, the mice were killed, the
aortic tissue was perfused in situ with PBS, harvested and immediately
frozen. GFP expression in aortas was analyzed by quantitative real-
time PCR.

2.9. Atherosclerosis studies

For the quantification of atherosclerosis burden of aortic sinus, the
mice were sacrificed and the heart was harvested after in situ perfusion
with PBS. The hearts were fixed overnight with 4% paraformaldehyde/
PBS at 4 °C. An operator blinded to genotype quantified the extent of
atherosclerosis by computer-assisted morphometric analysis (Image],
National Institutes of Health) of hematoxylin/eosin-stained cross-
sections of heart tissue, as described [38].

For quantification of infiltrated myeloid cells, Mafia-apoE~/~
p27Ser10Ala mice and Mafia-apoE /™ counterparts were used, allowing
the detection of GFP-positive myeloid cells (e.g. neutrophils, monocytes
and macrophages). The mice were killed, and the aortic tissue was
perfused carefully in situ with PBS, harvested and immediately
frozen. VCAM-1 and GFP expression was by quantitative real-time
PCR (gPCR).

Macrophage detection in atheromata of aortic sinus was performed
by F4/80 inmunostaining. After deparaffinization, antigen retrieval and
blocking of non-specific interactions (5% horse serum in PBS, 45 min),
histological sections were incubated overnight at 4 °C with anti-F4/80-
Alexa Fluor 488 antibody (1/500, MCA497A488-AbD, Serotec). Cell
nuclei were stained with DAPI (Invitrogen). Slides were mounted with
Slow-Fade Gold Antifade reagent (S36936, Invitrogen) and images
were acquired on a Leica TCS/SP2 confocal microscope with a 40x oil
immersion objective.

2.10. Fasudil administration

Animals were treated orally with a dose of 40 mg/kg/day of fasudil
dissolved in drinking water. In the leukocyte-adhesion experiments in
cremasteric arterioles and in the leukocyte homing assay in aorta,
fasudil was administered daily, starting 4 days prior to surgery or sacri-
fice, respectively. For atherosclerosis studies, fasudil treatment started
4 days before putting the mice on HFD and continued for 28 days.

2.11. Gene expression analysis by quantitative real-time PCR (qPCR)

RNA from mouse aortic tissue or mAECs was obtained using
TRIzol Reagent (Invitrogen). RNA (0.5-1 pg) was retrotranscribed
and amplified, respectively, with Superscript III First Strand Synthesis
Supermix (Invitrogen) and Power Syber Green PCR Master Mix

(Applied Biosystems). The following primers (Forward: Fw; Reverse:
Rv) were used (5’ — 3’sequences):

Selp_Fw GGTATCCGAAAGATCAACAATAAGTG
Selp_Rv  GTTACTCTTGATGTAGATCTCCACACA
Sell_ Fw  AAACGAAAGGCAGCTCTCTG

Sell_Rv  CCCGTAATACCCTGCATCAC
Icam1_Fw GGACCACGGAGCCAATTTC
Icam1_Rv CTCGGAGACATTAGAGAACAATGC
Veam1_Fw GACCTGTTCCAGCGAGGGTCTA
Veam1_Rv CTTCCATCCTCATAGCAATTAAGGTG
E-GFP_Fw CCAGGAGCGCACCATCTTCIT
E-GFP_Rv GTAGTGGTTGTCGGGCAGCAG
Gapdh_Fw TGTGTCCGTCGTGGATCTGA
Gapdh_Rv CCTGCTTCACCACCTTCTTGAT
Hprt1_Fw CCTAAGATGAGCGCAAGTTGAA
Hprt1_Rv CCACAGGACTAGAACACCTGCTAA
36b4_Fw ACTGGTCTAGGACCCGAGAAG
36b4_Rv TCCCACCTTGTCTCCAGTCT

Reactions were run on an ABI Prism 7500 Fast thermal cycler and
results were analyzed with SDS 2.3 software (Applied Biosystems).
Gene expression in both genotypes was normalized to the expression
of the housekeeping genes Hprt1, 36b4 and Gapdh using Qbase software
(Biogazelle).

2.12. Western blot analysis

Proteins from cultured mAECs and mouse aorta were extracted in an
ice-cold lysis buffer containing 50 mM Tris-Cl, pH 7.2, 1% (w/v) Triton
X-100, 0.1% (w/v) SDS, 500 mM NaCl and 10 mM MgCl,, supplemented
with phosphatase and protease inhibitors (Roche). Polyacrylamide gel-
electrophoresis and western blot analysis of whole cell extracts pre-
pared in lysis buffer were performed as reported [39] and detection of
proteins was carried out with the following antibodies: anti-p27
(610242) from BD Transduction Laboratories; anti-a-tubulin (sc-
8035), anti-at-actin (sc-32251), anti-B-actin (sc-130657), and anti-
VCAM-1 (sc-1504) from Santa Cruz Biotechnology; anti-ERM (3142)
and anti-phospho-ERM (3149) from Cell Signaling Technology; anti-
mCD54 ICAM (BE0020-1) and anti-CD62P P-selectin (clone RB40.34)
from BioXcell and anti-p27-phospho-S10 (ab62364) from Abcam.
HRP-conjugated secondary antibodies were from Santa Cruz Biotech-
nology. Immunocomplexes were detected with Luminata Forte West-
ern HRP substrate (Millipore).

For the preparation of cytoplasmic lysates, mAECs were incubated
for 15 min in ice-cold buffer containing 50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 0.5%
Triton X-100, 137.5 mM NaCl, 10% Glycerol, 1 mM sodium vanadote,
50 mM sodium fluoride, 10 mM sodium pyrophosphate, 5 mM EDTA,
and protease inhibitors (1 mM PMSF, 10 pg/ml aprotinin, 10 pg/ml
leupeptin). Lysates were centrifuged at 3000 rpm for 5 min, and the su-
pernatant was stored at — 80 °C until western blot analysis.

2.13. Flow cytometry analysis

White blood cells were stained for Mac-1 (CD11b-APC (M1/70),
TOMBO Biosciences), VLA-4 (CD49d-biotin (PS/2)/Streptavidin-APC,
in-house and eBioscience, respectively), L-selectin, and PSGL1 (CD62L-
APC (MEL-14) and PSGL1-PE (2PH1), respectively, both from BD
Biosciences). Mafia-p27Ser10Ala apoE ~/~ mice and Mafia-apoE ~/~
counterparts were used to discriminate GFP + myeloid cells and
GFP — lymphocytes. The anti-Ly6G antibody (clone 1A8, BioXcell)
was used to discriminate GFP+ Ly6G + neutrophils and GFP +
Ly6G — monocytes. The anti-Ly-6G antibody was labeled using
DyLight 405 Antibody Labeling Kit (ThermoScientific). Cytometric
analyses were performed using a FACS Canto flow cytometer equipped
with DIVA software (BD Biosciences). Data were analyzed with Flow]o
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software (Ashland, OR). Experiments were conducted at the CNIC-
Cellomics Unit. White blood cell populations in mice were analyzed
using the Abacus junior 30 system (Diatron Group).

2.14. Statistical analysis

Data are presented as mean + SEM. In experiments comparing
two groups, statistical significance was evaluated using unpaired
Student's t-test. For multigroup comparisons, a two-way ANOVA with
Bonferroni's post-hoc test was performed. The GraphPad Prism 5
software was used for all statistical analyses. P values below 0.05 were
deemed significant.

3. Results

3.1. Diet-induced hypercholesterolemia causes a rapid loss of p27 phos-
phorylation at Ser10 in ECs and aorta that precedes atheroma formation

It is well established that dyslipidemia causes endothelial dysfunction/
activation, triggering the very first steps of atherogenesis [2,5-7]. To ex-
amine whether hypercholesterolemia influences the phosphorylation
status of p27 at Ser10, we challenged apoE~/~ mice with a high-fat diet
(HFD) for a very short period (9 days). Under these conditions, fat-fed
apoE™/~ mice developed hypercholesterolemia (Fig. 1A) but, similar to
control mice fed standard chow, they did not present grossly visible ath-
eromata (data not shown). Consistent with the absence of atherosclerotic

plaques, qPCR analysis did not revealed changes in the expression of the
leukocyte-specific L-selectin in aorta of control and fat-fed apoE~/~
mice (Fig. 1B). Likewise, expression of adhesion molecules associated
with endothelial activation was unchanged when comparing aorta from
control and fat-fed mice, with the only exception of VCAM-1 (P =
0.0353, Fig. 1B). Notably, short term exposure of apoE ™~ mice to HFD
caused a marked loss of p27 phosphorylation at Ser10 in the aortic arch,
as revealed by western blotting using anti-p27-phospho-Ser10 (Fig. 1C).
In agreement with this result, primary mAECs treated with serum from
mice fed HFD for 4 days showed a significant reduction of p27 phosphor-
ylation compared with cells treated with control serum (Fig. 1D). Of note,
both free and total cholesterol levels in serum of mice fed HFD for 4 and
9 days were undistinguishable from those observed after longer exposure
to HFD (Supplementary Figure S1). These results demonstrate that,
preceding the appearance of macroscopically detectable lesions, high
levels of cholesterol in blood are associated with a rapid decrease in
p27-phospho-Ser10 in mAECs and aorta of apoE ™/~ mice.

3.2. Lack of p27 phosphorylation at Ser10 enhances expression of endothe-
lial adhesion molecules

To further investigate the role of p27-phospho-Ser10 during early
atherogenesis, we generated apoE~/~p27Ser10Ala mice homozygous
for a knock-in alanine substitution at Ser10 that blocks phosphorylation
in this residue [30]. These mice exhibit increased atherosclerosis at
advanced stages of disease progression [32]. Western blot analysis
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Fig. 1. Hypercholesterolemia in apoE ~/~ mice is associated with reduced phosphorylation of p27 at Ser10. (A, B) apoE ™~ mice were fed either control diet (CD, n = 6) or a high-fat diet
(HFD, n = 5) for 9 days. (A) Serum cholesterol level. (B) qPCR analysis of adhesion molecules in the aortic arch. (C) Representative western blot of aortic arch (tissue essentially free of
atheroma and pooled from 6 mice of each group). The relative p27-phospho-S10/p27 ratio is indicated below (mean 4 SEM of 3 blots performed with the same pools). Results are
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confirmed the lack of p27-phospho-Ser10 in the aorta of apoE™/~
p27Ser10Ala mice (Fig. 2A). The results of qPCR analysis showed elevat-
ed L-selectin, P-selectin, ICAM-1, and VCAM-1 expression in aortas of
apoE~/~p27Ser10Ala mice fed control diet compared with apoE ™/~ lit-
termates, which reached statistical significance for L-selectin, ICAM-1
and VCAM-1 (Fig. 2B). These results suggest that endothelial dysfunc-
tion develops in apoE~/~p27Ser10Ala mice even in the absence of a
proatherogenic dietary challenge.
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We next cultured mAECs from p27Ser10Ala and wild-type mice to
assess whether impaired p27-phospho-Ser10 was causally linked to
early endothelial dysfunction. Western blot analysis confirmed the
absence of p27-phospho-Ser10 in mAECs from p27Ser10Ala mice
(Fig. 2C, left). Results from qPCR analysis showed no differences in
P-selectin or ICAM-1 mRNA expression between cells from both geno-
types, however, VCAM-1 mRNA expression was significantly increased
in p27Ser10Ala mAECs compared with controls (Fig. 2C, right). This
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Fig. 2. Lack of p27 phosphorylation at Ser10 increases adhesion molecule expression in aorta and primary endothelial cells. (A, B) apoE ™~ and apoE ~/~p27Ser10Ala mice were fed stan-
dard chow. (A) Aortic arch tissue essentially free of atheroma was obtained from 3 mice of each genotype and analyzed by western blot. A representative blot of one aorta of each genotype
is shown. (B) qPCR analysis of adhesion molecule expression in aortic arch (n = 2 pools from 2-3 mice). (C) Wild-type and p27Ser10Ala mAEC protein extracts were assessed by western
blot (left) or qPCR (right, n = 2 pools from 8 mice). (D) Top: Flow cytometry analysis of adhesion molecule expression: L-selectin (CD62L), Mac-1 (CD11b), VLA-4 (CD49d) and PSGL-1 in
total white blood cells (WBC) and in different leukocyte subsets from Mafia-apoE ™'~ and Mafia-apoE '~ p27Ser10Ala mice (n = 5-6 mice). MON: monocytes; NEU: neutrophils; LYM:
lymphocytes. Bottom: Total number of WBC and percentage of monocytes, neutrophils and lymphocytes in blood of apoE ™/~ (n = 9) and apoE~/~p27Ser10Ala (n = 7) mice.
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change in VCAM-1 expression was not accompanied by significant
alterations in the protein level of adhesion molecules in different
subsets of circulating leukocytes (Fig. 2D, top). Likewise, lack of p27-
phospho-Ser10 did not alter the number of circulating leukocytes in
apoE~/~ (Fig. 2D, bottom) and wild-type (Supplementary Figure S2)
backgrounds.

3.3. Lack of p27 phosphorylation at Ser10 in endothelial cells increases
VCAM-1 protein expression and RhoA/ROCK signaling

We next explored what mechanisms might produce increased VCAM-
1 expression in mAECs with defective p27-phospho-Ser10. Given that
loss of this phosphorylation activates RhoA/ROCK-dependent signaling
in aorta [32], and that this pathway promotes the activation of integrins
[40], we examined whether RhoA/ROCK could modulate VCAM-1 over-
expression in p27Ser10Ala mAECs. We evaluated by western blotting
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the phosphorylation status of the erzin/radixin/moesin proteins (ERM),
a reliable marker of RhoA/ROCK signaling [41]. We found an increased
phospho-ERM-to-ERM ratio in p27Ser10Ala mutant mAECs relative to
wild-type cells (Fig. 3A). In accord with mRNA expression studies, we
also found increased VCAM-1 protein in p27Ser10Ala mAECs (Fig. 3B)
without changes in [CAM-1 and P-selectin (Fig. 3C). Since RhoA/ROCK
induces VCAM-1 expression [40], these findings suggest that defective
p27-phospho-Ser10 enhances the expression of VCAM-1 via RhoA/
ROCK-dependent signaling in mAECs.

3.4. Lack of p27 phosphorylation at Ser10 stimulates leukocyte-endothelium
interaction in arterioles and atherosusceptible arteries via RhoA/ROCK
activation

The above findings suggested that leukocyte-EC interactions might
be enhanced upon loss of p27-phospho-Ser10. Consistent with this
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Fig. 3. Lack of p27 phosphorylation at Ser10 increases RhoA/ROCK signaling and VCAM-1 expression in primary endothelial cells. Protein was extracted from wild-type and p27Ser10Ala
mAECs and levels of the indicated proteins were assessed by western blot. Two independent cultures of mAECs were obtained for each genotype. Each culture was prepared from a pool of
6 aortas (pool 1 and pool 2) and was analyzed in 2 western blots which were quantified as follows. Each blot included lanes loaded with samples prepared from each of the two wild-type
cell pools and each of the two p27Ser10Ala pools, so that conditions were replicated within the blot. In addition, the blot was repeated with the same samples, giving methodological
replicates between the duplicate blots. Mean values were first calculated for the methodological replicates from the corresponding lanes in blot 1 and blot 2 (e.g. wild-type pool 1 from
blot 1 and wild-type pool 1 from blot 2). These values were then used to calculate the overall mean value for each condition (=the mean of the mean values for pool 1 and pool
2) with its error bars, as shown in the graph. The bands shown in A and B belong to the same gel but lanes were reorganized for easier comprehension.
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notion, expression of the leukocyte marker, L-selectin, was increased in
the aorta of apoE~/~p27Ser10Ala mutant mice (Fig. 2B). To assess the
impact of defective p27-phospho-Ser10 on leukocyte-EC interactions
in vivo, we next performed intravital microscopy in the cremaster
muscle. These studies demonstrated a significant increase in the num-
ber of adhered leukocytes in cremasteric arterioles of p27Ser10Ala
mice compared with wild-type littermates (Fig. 4A).

We next assessed whether higher VCAM-1 expression induced by
p27Ser10Ala expression is required for increased leukocyte-EC interac-
tions. To this end, we performed intravital microscopy experiments in
mice treated with either control IgG or anti-VCAM-1 antibodies. These
experiments revealed that anti-VCAM-1 antibody but not control IgG
blunts the excess of leukocyte-EC interactions in p27Ser10Ala mice
(Fig. 4B). Because p27Ser10Ala mAECs displayed greater VCAM-1
expression, and RhoA/ROCK-dependent signaling induces VCAM-1
expression and promotes leukocyte-EC interactions [42-45], we also in-
vestigated the impact of RhoA inhibition. Treatment of p27Ser10Ala
mice with the selective RhoA/ROCK inhibitor fasudil significantly
reduced leukocyte adhesion to the levels seen in wild-type controls
(Fig. 4A).

Luminal recruitment appears to be the major route of leukocyte in-
filtration in the subendothelial space, which precedes early atheroma
build-up [3-9]. Using high-speed intravital fluorescent microscopy
and rhodamine 6G labeling in vivo [3], we quantified leukocyte rolling
within carotid arteries of apoE~/~p27Ser10Ala and apoE ™/~ mice fed
either control diet or HFD for 2 weeks. As expected, high-fat feeding
significantly increased leukocyte rolling activity in apoE~/~ mice
expressing either wild-type or mutant p27, but we noted greater rolling
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in p27Ser10Ala mice fed either type of diet compared with their wild-
type counterparts (Fig. 5A).

After rolling, leukocytes adhere firmly to the endothelium and rapid-
ly change their morphology and redistribute specific receptors [3-9]. At
later stages, leukocytes crawl on the endothelium in search of areas
permissive for extravasation, and are finally recruited into the intima
of the artery [3-9]. To assess whether increased leukocyte rolling
upon loss of p27-phospho-Ser10 was accompanied by augmented
leukocyte recruitment into atherogenic arteries, we performed adoptive
transfer experiments using bone marrow-derived leukocytes from
Mafia-apoE ™~ mice, which express GFP in myeloid cells [3,33]. Thus,
cells were transferred into apoE ~/~p27Ser10Ala and apoE~/~ mice,
and GFP expression in the aorta was determined as a metric of homing
of Mafia-apoE '~ leukocytes. gPCR analysis demonstrated significantly
greater GFP expression in aorta from apoE ~/~p27Ser10Ala relative to
apoE™/~ mice, and this difference was abolished upon treatment with
fasudil (Fig. 5B).

3.5. Lack of p27 phosphorylation at Ser10 accelerates early atherosclerosis
development via RhoA/ROCK activation

The in vivo studies presented thus far were performed in mice
fed standard chow or challenged with HFD for very short periods of
time; consequently, mice did not exhibit significant plaque build-up.
To investigate whether increased leukocyte recruitment upon loss of
p27-phospho-Ser10 accelerates early atherosclerotic lesion develop-
ment, Mafia-apoE ~/~ and Mafia-apoE ~/~p27Ser10Ala mice were chal-
lenged with HFD for 4 weeks, and aortic sinus cross-sections were
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Fig. 4. Lack of p27 phosphorylation at Ser10 promotes the adhesion of leukocytes in arterioles through a mechanism mediated by RhoA/ROCK and VCAM-1. Intravital microscopy of
cremaster muscle from p27Ser10Ala or wild-type mice to quantify leukocyte-arteriole wall interactions 4 h after TNFox injection. (A) The experiment was performed in animals untreated
(n= 11 wild-type and n = 10 p27Ser10Ala arterioles from 4 animals each group) or treated with fasudil (n = 21 wild-type and n = 21 p27Ser10Ala arterioles from 7 animals each group).
Results are represented relative to control wild-type mice (=1). (B) The experiment was performed in animals treated with either IgG isotype control (n = 12 arterioles from 4 wild-type
mice and n = 9 arterioles from 3 p27Ser10Ala mice) or a-VCAM-1 antibody (n = 12 arterioles from 4 mice of each genotype). The images show representative fields with leukocytes

adhered to endothelium identified with white arrows.
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analyzed. Under these conditions, both groups of mice presented early p27Ser10Ala mice compared with controls (Fig. 6A, top). Moreover,

lesions consisting of fatty streaks containing predominantly F4/80- aortic VCAM-1 expression and the accumulation of GFP + leukocytes
immunoreactive macrophages (Supplementary Figure S4). Importantly, were increased in fat-fed Mafia-apoE ~/~p27Ser10Ala mice (Fig. 5B,
atherosclerosis burden was significantly augmented in Mafia-apoE ™/~ top). In agreement with our earlier findings, fasudil treatment blunted
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Fig. 6. Lack of p27 phosphorylation at Ser10 accelerates early atherogenesis through RhoA/ROCK signaling. Mafia-apoE '~ and Mafia-apoE ~/~p27Ser10Ala mice were fed HFD for 4 weeks
to quantify early atherosclerosis. Mafia background was used to quantify the accumulation of GFP + myeloid cells in aorta. Top: control mice; bottom: mice treated with fasudil during HFD.
(A) Representative images of atherosclerotic aortic sinus cross-sections stained with hematoxylin/eosin and quantification of atherosclerosis burden (n = 9 control and n = 10-11 fasudil-

treated mice). (B) qPCR analysis of VCAM-1 and GFP expression in aorta (n = 4-5 control and fasudil-treated mice).
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the increase of atherosclerosis (Fig. 6A, bottom) and aortic VCAM-1 ex-
pression and GFP + leukocyte accumulation (Fig. 6B, bottom) associated
with loss of p27-phospho-Ser10.

4. Discussion

Previous studies have demonstrated a protective role of p27 in the
development of advanced atherosclerotic plaques in apoE~/~ mice
through proliferation-dependent and proliferation-independent mech-
anisms [12,13,16,32]. However, whether p27 regulates atherosclerosis
development at initial stages when neointimal cell proliferation is not
yet prominent, was unknown. Therefore, examining p27 proliferation-
independent functions, including those regulated through posttransla-
tional modifications, are of interest in this particular context. In the
present study, we investigated the role of p27-phospho-Ser10 in early
atherosclerosis by challenging apoE ™/~ mice with HFD for different
periods of time: very short exposure (4, 9 days), which was sufficient
to cause maximum hypercholesterolemia but failed to induce the ap-
pearance of macroscopically visible lesions; short exposure (14 days)
to quantify leukocyte-EC interactions in vivo in very incipient plaques;
and long exposure (28 days) to quantify atherosclerosis burden at
early stages of disease progression. We initially observed that hypercho-
lesterolemia induced by short-term exposure (9 days) to HFD was asso-
ciated with a reduction in p27-phospho-Ser10 in the aorta of apoE ™/~
mice. This loss occurred very rapidly, preceding both the upregulation
of adhesion molecules that trigger leukocyte recruitment and also the
development of macroscopically visible lesions. Downregulation of
p27 phosphorylation was also observed in mAECs challenged with
serum from apoE ~/~ mice fed HFD for 4 days, suggesting that hypercho-
lesterolemia may be a factor contributing to p27 dephosphorylation.
Importantly, our findings in mAECs and aorta expressing the non-
phosphorylated form of p27 establish a causal relationship between
defective p27-phospho-Ser10 and EC activation since expression of
VCAM-1, a key positive regulator of leukocyte-endothelium interactions
in atherosclerotic arteries [3-9], is increased in p27Ser10Ala aorta and
mAECs.

The finding that defective p27-phospho-Ser10 leads to increased
expression of VCAM-1 and of the leukocyte marker L-selectin (CD62L)
in the aorta of apoE~/~p27Ser10Ala mutant mice, prompted us to
examine whether loss of this post-translational modification increases
leukocyte infiltration. In vivo intravital microscopy in carotid artery
and cremaster muscle arterioles, and in vivo homing studies in aorta re-
vealed augmented leukocyte-EC interactions and leukocyte recruitment
upon expression of p27Ser10Ala. It is noteworthy that the increase in
leukocyte rolling in the carotid artery induced by defective p27-
phospho-Ser10 expression was diminished in apoE~/~p27Ser10Ala
and apoE~/~ mice challenged with HFD, when compared with identical
groups fed standard chow. This is presumably due to the loss of p27-
phospho Ser10 that occurs rapidly in fat-fed apoE '~ mice. The path-
ological relevance of increased aortic VCAM-1 expression and
leukocyte-EC interaction upon loss of p27-phospho-Ser10 is
underscored by the observation that apoE~/~p27Ser10Ala mice fed
HFD for 4 weeks exhibited larger macrophage-rich fatty streaks. This
increase in macrophage accumulation correlated with enhanced aor-
tic VCAM-1 expression, and augmented GFP + myeloid leukocyte
homing into the aortic arch of apoE~/~p27Ser10Ala-Mafia mice. The
use of the Mafia GFP-reporter mouse in adoptive transfer studies
allowed us to demonstrate a causal relationship between p27Ser10Ala
expression and increased recruitment of leukocytes into early fatty
streaks since transfer of GFP + myeloid cells was significantly increased
in aorta of recipient apoE~/~p27Ser10Ala mice.

During vascular inflammation, the VCAM-1 integrin is one of
a plethora of induced adhesion molecules (e.g. selectins, chemokines,
integrins) that differentially mediate interactions during the distinct
phases of recruitment [8]. We have shown here that treatment
with anti-VCAM-1 antibody blunts the excess of leukocyte-EC

interactions in cremasteric arterioles of p27Ser10Ala mice. Activa-
tion of the RhoA/ROCK pathway has been linked to vascular inflam-
mation, leukocyte recruitment, and expression of adhesion
molecules in ECs, particularly those involved in the slow rolling
and arrest phases [40,42-44,46-49]. Disruption of RhoA/ROCK sig-
naling, using pharmacological inhibitors or through genetic ablation
of individual components of the pathway, significantly reduces neo-
intimal thickening in rat and mouse models of atherosclerosis, bal-
loon angioplasty and artery ligation [45,50-53]. We demonstrate
here that the absence of p27-phospho-Ser10 leads to an increase in
the phospho-ERM/ERM ratio in mAECs. The increase in this bona
fide marker of RhoA/ROCK signaling coincided with higher levels of
VCAM-1 expression and enhanced adhesion of leukocytes to
p27Ser10Ala mAECs in vitro and in cremaster muscle arterioles
in vivo. These differences were abolished after treatment with the
RhoA/Rock inhibitor fasudil. Similarly, fasudil abolished the increase
of aortic VCAM-1 expression, leukocyte homing and atherosclerosis
burden in apoE ™/~ p27Ser10Ala mice.

Regarding the mechanism through which lack of p27-phospho-
Ser10 leads to increased RhoA/ROCK-dependent signaling, it has
been shown that p27 interacts directly with RhoA and inhibits its
function [18,54]. Moreover, lack of p27-phospho-Ser10 in several
cell types restrains p27's exit from the nucleus to the cytoplasm
leading to reduced level of this tumor suppressor in the cytoplasm
[24,25,27,31,32,55], where the interaction p27-RhoA occurs. This
could explain, at least in part, the enhancement of RhoA/ROCK activ-
ity in cells expressing p27Ser10Ala. Consistent with this possibility,
we found less accumulation of p27 in the cytoplasm of mAECs lack-
ing p27-phospho-Ser10 (Supplementary Figure S3). Taken together,
these results suggest that reduced level of cytoplasmic p27 in
p27Ser10Ala mAECs may enhance RhoA/ROCK activity and the ensu-
ing VCAM-1 induction by diminishing the interaction between p27
and RhoA. However, further studies are required to ascertain the
exact mechanism by which p27 phosphorylation at Ser10 modulates
the RhoA/ROCK pathway.

In summary, our findings establish for the first time a causal link
between defective p27 phosphorylation and RhoA/ROCK activation
that promotes EC dysregulation, leukocyte recruitment and the de-
velopment of early atherosclerotic lesions. These observations ex-
tend the results of previous studies by others demonstrating that
p27 regulates the RhoA/ROCK pathway [18]. They also build on our
recent studies showing that loss of p27-phospho-Ser10 exacerbates
advanced atherosclerosis in apoE ™/~ p27Ser10Ala mice coinciding
with augmented foam cell formation owing to increased RhoA/
ROCK activity in macrophages [32]. It is also important to note that
our present findings, taken together with previous studies in
apoE™/~ mice lacking p27 [12,13,16] or p27-phospho-Ser10 [32],
demonstrate that p27 affects all stages of plaque formation: from the
early fatty streaks to complex plaques, through cell cycle-dependent
and cell cycle-independent mechanisms that operate in different cell
types (vascular smooth muscle cells, macrophages and ECs). These
properties could therefore be exploited to develop versatile therapeu-
tics targeting p27 to inhibit atherogenesis at all stages of lesion
development.

5. Conclusions

p27 undergoes rapid dephosphorylation at Ser10 in aorta of fat-fed
apoE /™ preceding development of macroscopically-visible lesions.
Defective p27-phospho-Ser10 enhances the expression of adhesion
molecules in aorta of apoE '~ mice and endothelial cells, and augments
endothelial-leukocyte interactions, leukocyte recruitment and the
development of early atherosclerosis development. Treatment with
the RhoA/ROCK inhibitor fasudil blunts the pro-atherogenic effects of
defective p27-phospho-Ser10.
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Figure S1: Free and total cholesterol levels in serum of apoE” mice fed
either control diet or high-fat diet (HFD) for 4, 9 and 28 days. Five mice

were analyzed per each condition.
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Figure S2: Lack of phosphorylation at Serl0 does not affect total number
of circulating white blood cells (WBC) and percentage of monocytes,
neutrophils and lymphocytes. Analysis was performed with blood obtained
from 8-week-old wild-type and p27S10A mice (n=5 each genotype).
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Figure S3: Expression of p27Ser10Ala is associated with reduced level of
cytoplasmic p27. Western blot to examine p27 levels in cytoplasmic extracts of
MAECs obtained from wild-type and p27Ser10Ala mice. Expression of nuclear
Lamin A/C and cytoplasmic GAPDH was analyzed to check the quality of
cytoplasmic extracts. Note that all proteins were detected in total protein extract
(T). Two independent mAEC cultures of each genotype (each prepared from a
pool of 6 aortas) were analyzed in two western blots and quantified essentially
as described in Figure 3. One representative blot of one of the two mAEC
cultures of each genotype is shown.
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Figure S4: Early atherosclerotic lesions consisting of fatty streaks
containing predominantly F4/80-immunoreactive macrophages.
Representative images of F4-80 positive macrophages in aortic sinus sections
of apoE-/- and apoE-/- p27S10A mice challenged for 4 weeks with HFD (shown
in green). Nuclei were counterstained with DAPI shown in blue).
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Summary

Endothelial cells (ECs) are key blood-vessel-wall components that play critical roles in
the regulation of many physiological processes, including angiogenesis, coagulation and
vascular tone control, and in pathological events such as vessel inflammation and
leukocyte infiltration. EC dysfunction is one of the first events associated with the
development of atherosclerosis and is sustained throughout progression of the disease.
The study of ECs in vitro has become an invaluable tool for investigating these vascular
processes at the molecular level, and is widely used in the search for therapeutic targets
and strategies. This chapter describes a protocol for the isolation and culture of primary

mouse aortic ECs based on antibody-mediated EC selection.

Key words
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atherosclerosis.
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1. Introduction

The endothelium is the thin cell layer that faces the blood-vessel lumen and is in direct
contact with flowing blood. The key functional components of any vascular
endothelium are the endothelial cells (ECs). First described as a simple passive barrier,
the endothelium is now viewed as a complex and active participant in the regulation of
diverse vascular processes, including inflammation and leukocyte infiltration (1)
vascular tone (2), and coagulation (3, 4). In the particular case of atherosclerosis, risk
factors such as hypercholesterolemia, diabetes and smoking trigger an inflammatory
response that causes the accumulation of dysfunctional ECs, characterized by the
expression of adhesion molecules that promote leukocyte recruitment to the artery wall
(5). This endothelial dysfunction is the first step in atherogenesis, preceding the
formation of fatty streaks, and is sustained throughout disease progression, thus
contributing to the eventual generation of gross atheromatous plaques (6). Since the
endothelium is also involved in the regulation of vascular tone, EC dysfunction may
contribute to atherosclerosis development by increasing blood pressure, a well-known
proatherogenic risk factor.

Today, a variety of approaches for studying EC function and its relation to
vascular disease are available, ranging from ex-vivo systems such as wire and pressure
myography (7) to highly sophisticated genetically-modified mouse models in which
gene expression in the endothelium is specifically disrupted or augmented (8-13).
However, in vitro studies with primary EC cultures remain an essential tool for
investigating critical processes in EC pathobiology at the molecular level (e.g.
proliferation, migration, apoptosis, angiogenesis, release of vasoactive molecules,
expression of adhesion molecules, etc). Here we describe a simple procedure for
obtaining ECs from mouse aorta based on selection for specific markers.

2. Materials

1. Young mice (8-12 weeks old) (e.g. C57BL/6J).

2. Surgical material: fine forceps (e.g. Dumont Medical Biology Forceps, FST Cat.
No. 11254-20) and scissors (e.g. Extra Fine Bonn Scissors, FST Cat. No.
14084-08).

3. Anesthetics: Ketamine (e.g. Imalgene 1000, Merial) and Medetomidine (e.g.
Medeson, Urano). Alternatively, CO, chamber.

4. Phosphate-buffered saline (PBS): 8.0 g/L NaCl, 0.2 g/L KCI, 1.44.g/L Na;HPO,
in distilled water.

5. Saline solution: 0.90% (w/v) NaCl in distilled water.

6. Stereo microscope (e.g. Olympus SZX10).

7. DMEM-F12 medium (e.g. Lonza, Cat. No. BE04-687Q).

8. Heparin sodium salt (heparin) from porcine intestinal mucosa (e.g. Sigma, Cat.
No. 9041-08-1).

9. Fetal bovine serum (FBS, e.g. Thermoscientific, Cat. No. SV30160.03)
inactivated by heating at 56°C for 30 minutes.

10. Penicillin and streptomycin (Pen/Strep) solution for culture media (e.g.
Pen/Strep stock 10K/10K, Lonza, Cat. No. DE 17-602E).

11. L-glutamine (e.g. Lonza, Cat. 17-605C).

12. EC growth factor (ECGF) (e.g. Sigma, Cat. No. E2759).
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13.EC medium: DMEM-F12 supplemented with 1% Pen/Strep, 0.4mM L-
glutamine, 10 mM heparin and 50 ug/mL ECGF.

14. HEPES (1M stock in normal saline; e.g. Lonza, Cat. No. 17-737E).

15. 0.25% Trypsin/EDTA 1X (e.g. Gibco, Cat. No. 25200-072).

16. Anti-mouse-CD102 antibody (e.g. rat anti-mouse-CD102, BD Pharmigen, Cat.
N0.553326).

17. Secondary antibody bound to magnetic beads (e.g. Dynabeads® sheep anti-rat
IgG, Life Technologies, Cat. No. 110.35).

18. Magnet (e.g. DynaMag™-15 Magnet, Life Technologies, Cat. No 12301D).

19. 24-well culture plates.

20. Matrigel (e.g. Corning, Cat. No 354234).

21. Gelatin (e.g. Sigma, Cat. No. G9382).

22. Collagen (e.g Sigma, Cat. No C8919).

23. Gelatin coating solution: PBS supplemented with 0.5% gelatin and 0.1mg/ml
collagen.

24. Ice, fridge, or cold-room.

25. Three-dimensional laboratory shaker.

. Method

. Euthanize five to eight mice using any ethically approved method (see Note 1).

. Place the mice in decubitus supine position and dissect them to remove the thoracic
aorta (see Note 2 and Figures 1A and 1B).

. Place the aortas in cold PBS or saline solution (see Note 3 and Figure 1C).

. Under a stereo microscope, use fine forceps to carefully remove all fat tissue from
the aorta (see Note 4 and Figure 1D).

. Dissect aortas longitudinally with a scalpel to obtain 0.5-0.8-mm-wide strips (see
Figure 1E).

. In sterile conditions (see Note 5) place the aortic strips lumen-face down in the wells
of a 24-well culture plate coated with unset Matrigel. Incubate the plates in a
humidified cell culture incubator at 37°C until the Matrigel solidifies (at least 2 h)
(see Notes 6 and 7).

. Cover the wells with 2 mL of EC medium and culture the aortic strips for a minimum
of one week (see Note 8 and Figure 1F). When cell colonies are formed (see Figure
1G), remove the remaining aortic tissue from the well and collect the cells as
follows:

Wash the attached cells with PBS at least three times.

Add trypsin and incubate at 37°C to detach the cells (usually 5 min).

Block trypsin activity by adding EC medium supplemented with 10% FBS, and
pellet the cells by centrifugation at approximately 200xg for 5 min.

. Resuspend the cells in EC medium containing 10% of FBS and plate them in gelatin-
coated plates (see Note 9). Incubate the cells to expand the culture (see Note 10).

. Select the ECs from the culture as follows:

To each well add anti-CD102 antibody (3.5 pL/mL EC medium) and incubate for 30
min at 4°C in in a shaker set at low velocity (see Notes 11 and 12).

Remove the medium containing the anti-CD102 antibody and wash the cells 2-3
times with PBS.

10. To each well add EC medium containing an appropriate secondary antibody linked

to magnetic beads (e.g., anti-rat 1gG if using rat IgG anti-mouse CD102 as primary



antibody). Secondary antibody should be diluted 3.5 puL/mL EC medium. Incubate
for 30 min at 4° C (see Note 13).

11. Wash the cells with PBS (2-3 times) and detach them with trypsin (as described in
step 7).

12. Use a magnet to retrieve cells bound to magnetic beads.

13. Wash the ECs retained on the magnet with PBS and culture them in EC medium in
gelatin-coated plates (as described in step 8).

14. Expand the ECs culture as necessary (see Note 14).

4. Notes

1. For this procedure several euthanasia methods can be used, for example, CO,
inhalation or chemical anaesthetics overdose. Cervical dislocation carries a significant
risk of damaging the aorta and therefore of losing useful material for EC extraction.

2. The abdominal aorta can also be used for endothelial cell isolation, but its extraction
and cleaning requires additional time that prolongs the protocol. The duration of the
procedure strongly influences extraction efficiency and EC viability, and therefore the
shorter the dissection and cleaning time the better the result.

3. In many dissection procedures mice are transcardially perfused with buffer to flush
out blood from organs and tissues. However, this procedure can damage or even remove
the endothelium, and therefore for EC extraction this step should either be omitted or
performed with extreme care.

4. For this procedure, it is important that the aorta be dissected as cleanly as possible
from the beginning; this avoids excessive handling in subsequent steps and thus
increases final cell viability. To maintain endothelium integrity during cleaning, it is
important to avoid pinching the aorta as much as possible.

5. Working in sterile conditions is recommended throughout the procedure in order to
avoid contamination of the cell culture. Unfortunately, sometimes this is not possible
due to technical limitations, especially during aorta isolation and cleaning.

6. Prepare the coated plates ahead of time by chilling them on ice and covering the wells
with a solution of 200 ug/ml of cold Matrigel; this will solidify upon incubation at 37°C
in the cell culture incubator once the aortic strips are added.

7. Usually the strips derived from 2-3 aortas are pooled together in one well. Correct
attachment of the aorta strips to the well surface is critical for the success of the
procedure. Therefore try not to shake the culture plates accidentally when placing them
in the incubator or transporting them back to the culture hood.

8. EC medium should be changed at least once every 3 days and always with extreme
care to avoid detaching the artery explants. Cell colonies should start to appear before
day 7; however, due to technical variability, this can take up to 2 weeks.

9. ECs need to be cultured on gelatin-coated plates. The plates can be prepared as
follows: pour gelatin coating solution (see item # 23 in Materials) into each well to
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cover the surface (0.5 ml per well for a 24-weel plate), place the plates for at least 1
hour at 37°C in a cell culture incubator, and remove the leftover of gelatin by aspiration
just before using the plates.

10. ECs are not the most abundant cell type in the aorta, and their proliferation rate is
relatively low compared with other cells from the same blood vessel. To ensure a
reasonable yield of ECs at the end of the procedure, it is advisable to expand the culture
as much as possible before selection. However, it is also important to consider that the
other cell types present in the culture can colonize the plate before ECs. In our hands, a
good quantity of ECs is obtained by expanding the cells until 60-70% confluence before
selection.

11. ECs can be selected with different antibodies (e.g. CD102, CD31, CD106, or
CD146) with similar results. Before choosing an antibody, check that it is optimal for
your particular set of experiments. The procedure described here is based on selection
with an antibody to CD102, which is specifically expressed in ECs and leukocytes.
However, this antibody may not be appropriate if you do not work in an inflammatory
context, because expression of CD102 is very low in aorta in basal conditions.

12. Although low temperatures can be harmful to cultured cells, we have found that the
final yield of viable ECs increases if the incubation with the specific primary antibody
is performed at 4°C. This temperature improves recognition of the specific antigen at the
cell surface and avoids loss of efficiency due to antibody internalization.

13. In addition to selection with magnetic beads as described here, many other systems
are available for selection of a specific cell population from a mixture of cell types, for
example, use of fluorescent-labeled antibodies followed by flow cytometry sorting.

14. With prolonged time in culture, primary ECs undergo processes of cell senescence
and dedifferentiation, and therefore should not be used for in vitro studies after more
than 7-8 passages.
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Figure 1. Steps in mouse aortic endothelial cell extraction and culture.

A. Dissection of the animal to expose the thoracic and abdominal cavities. B. Isolation
of the aorta and heart in the thoracic cavity. C. Petri dish containing aorta and heart in
saline solution or PBS. D. Cleaned aorta. E. Aortic strips in a Petri dish. F. Aortic strips
in Matrigel-coated plates. G. Migration of primary cell from an aortic strip (outlined by
the red dashed line) onto the surface of the culture plate. H. Confluent EC monolayer.
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