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RESUMEN

En México, las enfermedades aterosclerdticas ocupan las principales causas de
mortalidad debido a que conllevan al desarrollo de enfermedades isquémicas del corazén y
cerebrovasculares.

La aterosclerosis se caracteriza por una remodelacion de las paredes arteriales que
incluye la acumulacién de lipidos en las arterias, la calcificacion y degradacion de colageno y
la sobre-expresion de otras moléculas de la matriz extracelular, como la tenscina C.

La tenascina C es una glicoproteina que se sobre-expresa en diferentes padecimientos
aterosclerdticos, sin embargo aun no se conoce con exactitud su papel y el tipo celular que la
expresa. Se cree que la tenascina C, esta presente en la mayoria de las etapas del desarrollo
aterosclerdtico y puede ser expresada por diferentes tipos celulares.

Si se conociera con exactitud el tipo celular que expresa la tenascina C y la funcion que
lleva a cabo durante el proceso ateroscler6tico, se pudieran disefiar terapias génicas para

disminuir o combatir el desarrollo de la aterosclerosis.



ABSTRACT

In Mexico, the atherosclerotic disease is one of the first health problems since the final
result of this process could be myocardial infarction and stroke.

Atherosclerosis is characterized by a remodeling of arteries involving lipidic
accumulation, calcification and degradation of collagen, and over-expression of extracellular
matrix molecules, like tenascin C.

Tenascin C is a glycoprotein, which is over-expressed in different atherosclerotic
pathologies, nevertheless, its role and the cellular type that express it is unknown with
exactitude. It is thought that tenascin C, is present in most of stages of the atherosclerotic
development and can be are expressed by different cellular types. If we know with exactitude
the cellular types that express tenascin C and which is the function that tenascin C carries out
during the atherosclerotic process, could be possible to design genetic therapies in order to

diminish or to eliminate the development of atherosclerosis.



aa
a-CML
ACS
BFGF
CAMs
cdk2
CML
CMLV
COX2
DMNDI
EGF
EGFL
F-actina
FAK
FG
FN-111
GAGs
HDL
ICAM-1
IMA
INF-y
I-TAC
LB
LDL
LDLox
Lp[a]
MAPK

ABREVIATURAS

Aminoé&cidos

Células de masculo liso a actina positivas
Sindrome coronario agudo

Factor de crecimiento béasico de fibroblastos
Moléculas de adhesion celular

Cinasa dependiente de ciclina 2
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MCP-1 Proteina quimioatrayente de monocitos 1
M-CSF Factor estimulante de colonias de macrofagos
ME Matriz extracelular

MMP9 Matriz metaloproteinasa 9

MMP’s Matriz metaloproteinasas

NF-xB Factor nuclear xB

NO Oxido nitrico

NOSe Oxido nitrico sintasa endotelial

Pb Pares de bases

PCR Reaccién en cadena de la polimerasa

PECAM-1 Molécula de adhesion plaqueta endotelial

PDGF Factor de crecimiento derivado de plaquetas

PON1 Paraoxonasa

RNA Acido ribonucléico

ROS Especies reactivas de oxigeno

RT-PCR Reversotranscripcion y reaccion en cadena de la polimerasa
TGF-B Factor de crecimiento transformante {3

TNC Tenascina C

TNR Tenascina R

TNs Tenascinas

VCAM-1 Molécula de adhesion celular vascular 1



INTRODUCCION

La aterosclerosis es la principal causa de muerte en paises desarrollados debido a que
conlleva al desarrollo de enfermedades isquémicas del corazén y a enfermedades
cerebrovasculares. En México, para el afio 2004, la Secretaria de Salud report6 77 436 muertes
(16.4% del total) por estas causas.

La aterosclerosis es una enfermedad que se desarrolla en condiciones normales y puede
estar influenciada por diferentes factores, como son: niveles elevados de colesterol,
hipertension arterial, sedentarismo, tabaquismo, edad avanzada, entre otros.

La aterosclerosis desarrolla cambios importantes en la fisiologia de las arterias, ya que
se forman zonas de calcificacion en la pared vascular, hay pérdida de elasticidad y
acumulacion de lipidos, que junto con otras moléculas provocan un mal funcionamiento y una
disminucion de la luz del vaso de la arteria, afectando a los 6rganos que irriga. De esta forma,
la falta de irrigacién sanguinea puede influir en otros 6rganos, causando lesiones severas
como, las enfermedades coronarias, trombosis cerebral e infarto intestinal, pudiendo inducir a
la muerte.

Dentro del proceso aterosclerdtico, la matriz extracelular de la tunica interna se ve
modificada por algunos factores, como son: el proceso inflamatorio, las sustancias anti-
coagulantes y pro-coagulantes, los factores de crecimiento, la presencia de matriz
metaloproteinasas que degradan el colédgeno, el cambio de fenotipo de las células endoteliales
y de masculo liso vascular, entre otros.

En esta tesis se aborda el problema de aterosclerosis, ¢que es?, ;como se forma?, las
etapas y moléculas que intervienen en su desarrollo. Ya que es un mecanismo complejo, se
pretende estudiar desde el punto de vista de los cambios que ocurren en la matriz extracelular
y en particular, el papel que desempefia una glicoproteina de la matriz extracelular; la
tenascina C.

La tenascina C, se expresa durante el desarrollo embrionario como una molécula
morforeguladora y después del nacimiento interviene en diferentes procesos de cicatrizacion y
reparacion de los tejidos. Se ha visto implicada en diferentes padecimientos ateroscleroticos, y

se ha mostrado que existe una sobre-expresion en las placas ateroscleroticas. Se ha demostrado



la presencia de la tenascina C durante la formacion de la estria grasa, en el proceso
inflamatorio durante la formacion de placa, en la calcificacion y degradacion de elastina y en
la placa inestable. También se ha visto que in vitro, es expresada por diferentes tipos celulares
como son: macrofagos, células endoteliales, monocitos, fibroblastos y células de musculo liso
vascular. Sin embargo, ain no se conoce con exactitud el papel que desemperia la Tenascina C
en la placa aterosclerética y el tipo celular que la expresa, ya que se ha demostrado que sus
actividades son antagonicas (por ejemplo, promueve e inhibe la motilidad celular).

En principio, si conociéramos el tipo celular que expresa a la Tenascina C y la funcién
que desempefia en la placa aterosclerética, podriamos disefiar terapias que estén encaminadas
hacia la disminucién o eliminacion de la sobre-expresion de la tenascina C que conlleva a la
aterogénesis.

A continuacion se describe el proceso aterosclerético, tomando en cuenta las fases de
su desarrollo. Posterior a esto, se inicia con la descripcion de la matriz extracelular y como es
que esta interviene en los procesos ateroscleroticos. Se habla de una proteina de matriz

extracelular, la tenascina C y su importancia en los procesos ateroscleroticos.



ANTECEDENTES

ATEROSCLEROSIS

La aterosclerosis es la principal causa de muerte en los paises desarrollados; en
México, las enfermedades aterosclerdticas ocupan los primeros lugares de mortalidad y
morbilidad. Para el afio 2004 la Secretaria de Salud reportd 77 436 muertes (16.4% del total)
debido a enfermedades isquémicas del corazon y a enfermedades cerebrovasculares, que son el
resultado de este proceso. La aterosclerosis es una enfermedad progresiva en las arterias de
mediano y grueso calibre; consiste en la formacion del ateroma, que es un depdsito de
sustancias grasas, colesterol, células espumosas, calcio y elementos fibrosos en la tanica
interna de la pared vascular, produciendo estrechamiento de la luz y disminucion del flujo
sanguineo, asi como endurecimiento y pérdida de elasticidad de la arteria que la padece (Lusis,
2000; Libby, 2002; Geisler y Bhatt, 2004; de Winther y cols., 2005; Newby, 2005). El ateroma
crece hasta su ruptura, lo que ocasiona la formacion de coagulo o trombo, teniendo como
consecuencia isquemia en tejidos y el bloqueo de la circulacién (Lusis, 2000; Newby, 2005).

La aterosclerosis es una enfermedad lenta y progresiva que puede iniciar en la nifiez en
las arterias, pero, es hasta los 30 o 40 afios de edad cuando la lesion puede alcanzar las arterias
coronarias y tener un efecto mas drastico (Lusis, 2000). La figura 1 muestra una comparacion
de una arteria sana con una arteria aterosclerdtica.

Arteria normal Arteria aterosclerotica
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Figura 1: Comparacion de una arteria normal con una arteria aterosclerética. En esta imagen se pueden
apreciar las capas de una arteria normal y del lado derecho una arteria aterosclerética, con engrosamiento de la

thnica interna y la disminucion de la luz del vaso.



Geisler y Bhatt en el 2004 en una revision sobre la inflamacion en la aterosclerosis,
definen a esta enfermedad como un proceso patoldgico, que causa la remodelacion vascular.

Newby (2005), define tres hipotesis para el inicio de la aterosclerosis: la primera se
refiere a la infiltracion de lipidos y células inflamatorias de la sangre, hacia la tanica interna.
La segunda, se refiere a la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad (LDLox) que son
tomados por los macrofagos para convertirse en células espumosas. Y la tercer hipdtesis, se
refiere a la respuesta al dafio, en la cual intervienen las células endoteliales y las células de
masculo liso vascular (CMLV).

Las causas precisas del proceso aterosclerdtico no se conocen con exactitud, pero
muchos autores concuerdan con el hecho de que la aterosclerosis inicia con un dafio endotelial
de la capa interna de las arterias y desarrolla un proceso hemostatico, que puede ser originado
por diferentes factores, como son:

e Agentes quimicos; Hipercolesterolemia crénica, hiperhomocisteinemia, niveles
elevados de triglicéridos y lipoproteinas de baja densidad (LDL), bajos niveles de
lipoproteinas de alta densidad (HDL) y antioxidantes, estrés, altos niveles de factores
hemostaticos y proteina C reactiva (Lusis, 2000; Geisler y Bhatt, 2004; Saini y cols.,
2005; Cunningham y Gotlieb, 2005; Newby, 2005).

e Lesion mecanica; como resultado de problemas de hipertension arterial (Lusis, 2000;
Geisler y Bhatt, 2004; Saini y cols., 2005; Cunningham y Gotlieb, 2005; Newby,
2005).

e Otras enfermedades y factores de riesgo, como son; tabaquismo, dieta alta en grasas,
diabetes mellitus, obesidad, sedentarismo, edad avanzada, herencia, sexo masculino, o
ciertas infecciones con Helicobacter pylori y Clamidia pneumoniae (Lusis, 2000;
Geisler y Bhatt, 2004; Saini y cols., 2005; Cunningham y Gotlieb, 2005; Newby,
2005).

Actualmente se conocen otros factores de riesgo, como son: concentraciones elevadas
de lipoproteina a (Lp[a]), la alteracion del balance entre radicales oxidantes y antioxidantes
(Lusis, 2000; Geisler y Bhatt, 2004; Cunningham y Gotlieb, 2005).

Ademas, se sabe que existen zonas de mayor vulnerabilidad para el desarrollo de
aterosclerosis, como son: areas 0 zonas de las arterias con disturbios en el flujo sanguineo y

las zonas donde una arteria se bifurca (Newby, 2005).



Posterior al dafio endotelial, que puede ser causado por la acumulacion de lipidos en la
membrana de las células endoteliales, los monocitos y otras células inflamatorias se adhieren a
las células endoteliales. Los monocitos presentes en la circulacion entran a la tanica interna
(matriz extracelular o tejido conjuntivo) y son transformados a macrofagos, fagocitan a las
LDLs convirtiendose en celulas espumosas. Al morir las células espumosas contribuyen a
formar el centro necrético con acumulacion de lipidos, tambien conocido como placa
ateromatosa (Lusis, 2000; Libby, 2002; Newby, 2005).

Nota: a diferencia de las LDLs, las HDLs son benéficos y protegen contra la aterosclerosis, ya que
intervienen en el proceso de renovacion del colesterol en los tejidos periféricos, ademas de que protegen de la
oxidacion a las lipoproteinas, por su union a una proteina antioxidante presente en el suero (paraoxonasa; PON1)
(Lusis, 2000; Libby, 2002).

Por otra parte, los macréfagos y los linfocitos T en la tdnica interna producen citocinas
y factores de crecimiento que hacen migrar a las CMLV. Posteriormente, los lipidos se
acumulan en las CMLV, formando parte del ateroma. En este punto las CMLV expresan
moléculas fibrosas formando la capa 6 capsula fibrosa que consiste en la elevacion de la tdnica
interna (Lusis, 2000; Libby, 2002; Newby, 2005). Despueés de la formacion de la capa fibrosa,
la placa puede llegar a tener una inestabilidad o romperse, que esta asociada a una mayor
inflamacidn, engrosamiento de la tdnica interna y la destruccion de la matriz extracelular (ME)
por enzimas presentes en ella (Newby, 2005).

La ruptura de la placa pueden presentar diferentes complicaciones, que dependen del
organo dafiado, como son: la enfermedad arterial coronaria, trombosis cerebral o infarto
intestinal (Lusis, 2000; Libby, 2002; Newby, 2005). La figura 2 representa los cambios que

ocurren en el proceso aterosclerotico.

Figura 2: Esquema del desarrollo de la aterosclerosis. Se aprecia como es que la tlnica interna se va

haciendo méas gruesa conforme avanza la lesion aterosclerética, hasta llegar a obstruir la arteria por completo.



FORMACION DE PLACA ATEROSCLEROTICA

En el proceso de formacion de la placa aterosclerética intervienen diferentes
mecanismos, producto de la accién de diferentes tipos celulares. La mayoria de los autores
mencionan 3 0 4 etapas del desarrollo de la placa; 1) la formacién de la estria grasa, 2) la
formacion de la capa fibrosa, 3) la placa inestable y finalmente, 4) la ruptura o formacion de

trombo. A continuacion se describen los eventos principales que ocurren en estas etapas.

1) Dafio endotelial y formacion de la estria grasa
El dafio endotelial, puede ser el resultado de diferentes factores, como se ha
mencionado anteriormente, los factores de riesgo pueden ser la respuesta a una infeccion,

agentes quimicos (sustancias vasoconstrictoras) o lesiones mecanicas (mecanismos de estrés).

Nota; Se ha visto por diferentes estudios sugieren que la infeccién con el virus herpes simplex, la
Chlamydia pneumoniae, el citomegalovirus, la Helicobacter pylori y el virus de hepatitis A, favorecen el
desarrollo de aterosclerosis (Geisler y Bhatt, 2004; de Winther y cols., 2005).

El endotelio, actia como una barrera selectivamente permeable entre la sangre y los
tejidos; ademas, genera moléculas efectoras que regulan el desarrollo de la trombosis, la
inflamacién, el tono y la remodelacion vascular (Lusis, 2000; Cunningham y Gotlieb, 2005).
La sensibilidad al flujo que tienen las células endoteliales vasculares, les permite llevar a cabo
su funcion (algunos de los procesos influyen en el desarrollo de la aterosclerosis) (Mazzag y
cols., 2003; Cunningham y Gotlieb, 2005).

En mecanismos de estrés tangencial (conocido también como “shear stress”; producido
en gran parte por hipertension), la fuerza del flujo sanguineo se ejerce directamente en el
endotelio, modulando su estructura y funcion, activando elementos respuesta y factores de
transcripcion que cambian la expresion de genes (Cunningham y Gotlieb, 2005). Estas fuerzas
son sumamente importantes en el desarrollo de la placa aterosclerotica, sobre todo cuando las
condiciones del flujo son modificadas por una disminucion u oscilaciones del shear stress, ya
gue se asocia con la disminucién de la funcion vascular por la produccién de la 6xido nitrico
sintasa endotelial (NOSe), la vasodilatacion y la reparacion de células endoteliales,
acompariados de un incremento en las especies reactivas de oxigeno (ROS), la permeabilidad

endotelial a las lipoproteinas, leucocitos y CMLV (Cunningham y Gotlieb, 2005). Sin



embargo, se cree que el primer paso en el desarrollo de la aterosclerosis es la acumulacion de
lipidos que forman la estria grasa (Lusis, 2000; de Winther y cols., 2005).

La figura 3 representa un esquema de algunas moléculas implicadas en el dafio
endotelial.

Luz del vaso
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Figura 3: Dafio endotelial. En este esquema se representan algunas de las moléculas implicadas en el dafio
endotelial. Se puede apreciar como el shear stress y las LDL intervienen para que las células endoteliales
expresen NOSe y 12/15 lipo-oxigenasas (12-LO). La accion de las 12/15 LO producen ROS, las cuales
intervienen en la oxidadcion de las LDL, que a su vez interaccionan con la ME. Ademas se representa como es

que las HDLs regulan de forma negativa la oxidacion de las LDLs. Tomada de Lusis (2000).

Formacion de la estria grasa e inflamacion

Posterior al dafio endotelial, se inicia la formacion de la estria grasa. Esta etapa se
caracteriza por la presencia de monocitos y leucocitos, ademéas de las LDL que empiezan a
oxidarse por la accién de enzimas como la mieloperoxidasa (presente en las lesiones
aterosclerdticas, las cuales generan ROS) y el efecto del shear stress alterado, los cuales
inducen a las células endoteliales a producir moléculas proinflamatorias, como son las
moléculas de adhesion (la molécula de adhesion intercelular 1; ICAM-1 y la molécula de
adhesion celular vascular 1;VCAM-1) y factores de crecimiento como el factor estimulante de
colonias de macréfagos (M-CSF) y a sobre-regular factores de transcripcion pro-inflamatorios

como son el factor nuclear kB (NF-kB); lo que inhibe la produccion del 6xido nitrico (NO),



que es un mediador quimico con mdltiples propiedades anti-aterogénicas como la
vasodilatacion) (Lusis, 2000; Libby, 2002; Cunningham y Gotlieb, 2005). EI NF-xB regula
enzimas implicadas en la modificacion de las LDLs, en la formacion de mediadores lipidicos
inflamatorios como la ciclo oxigenasa 2 (COX2), y regula al M-CSF. Se cree que la ausencia
de M-CSF, impide el desarrollo de aterosclerosis (de Winther y cols., 2005).

Los monocitos entran en la tunica interna de la arteria mediante la union a selectinas E
y P, asi como las moléculas de adhesion ICAM-1 y VCAM-1, unidos a ligandos de
carbohidratos, tanto las selectinas como las moléculas de adhesion estan presentes en la
superficie de las células endoteliales y son reguladas por el NF-«B, (Lusis, 2000; libby, 2002;
Geisler y Bhatt, 2004; de Winther y cols., 2005). Los linfocitos T, penetran a la tanica interna
mediante la interaccion de integrinas VLA-4 con VCAM-1 (cuya expresion es mediada por
NF-kB) y la fibronectina CS-1 presentes en las células endoteliales (Lusis, 2000; Libby, 2002;
de Winther y cols., 2005). Tanto los monocitos como los linfocitos T, atraviesan hacia la
tunica interna influenciados por factores quimioatrayentes como la proteina quimioatrayente
de monocitos 1 (MCP-1), que se une al receptor CCR2 regulado por el NF-xB, y
quimioatrayentes selectivos para linfocitos (Libby, 2002; Geisler y Bhatt, 2004; de Winther y
cols., 2005). Entre los quimioatrayentes para linfocitos T, se encuentran: el interferon gamma
(INF-y) inducible, la familia CXC que incluye a la proteina-10 inducible, la monocina
inducible por INF-y (Mig) y el quimioatrayente o de las células T INF-y inducible (I-TAC),
que se unen a receptores CXCR3 expresados en las células T (Libby, 2002).

Dentro de la tdnica interna, los monocitos son estimulados por las citocinas M-CSF
para proliferar y diferenciarse en macréfagos y al mismo tiempo, expresar receptores
barredores (mejor conocidos como receptores scavenger) de clase A (SR-A) y CD36, los
cuales reconocen las LDLox y permiten su internalizacion en el macrofago con la ayuda de la
esfingomielinasa; la cual promueve la agregacion lipoproteinica e influye en su retencion en el
macréfago (Lusis, 2000; Libby, 2002; Geisler y Bhatt, 2004; de Winther y cols., 2005).

Los macrdfagos por su parte, se convierten en células espumosas, al internalizar las
LDLox rapidamente y ademas secretan citocinas pro-inflamatorias como las ROS que

amplifican la respuesta inflamatoria local en la lesion (Lusis, 2000; Libby, 2002).



Nota: los macrofagos activos secretan apoE, la cual promueve la salido de colesterol a traves de las

HDL, inhibiendo la transformacion a células espumosas (Lusis, 2000).

Dentro del proceso inflamatorio, también intervienen citocinas proinflamatorias que
son reguladas por el NF-xB como son: el factor de necrosis tumoral o (TNFa), interleucinas
1B, 6, 10, 12 y el interferon y (IL-1B, IL6, I1L10, IL12 e IFNYy); la expresion de IL10 es regula
por TNFa (de Winther y cols., 2005). La figura 4 representa un esquema de las moléculas y

células implicadas en esta etapa y la figura 5 muestra la formacion de la estria grasa.
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Figura 4: La inflamacion como desencadenante de la aterosclerosis. En este esquema se pueden apreciar
algunas de las moléculas de adhesidn expresadas por las células endoteliales son: ICAM-1, selectinas P y E,
PCAM-1y VCAM-1. Dentro de la tinica interna se puede apreciar que existen agregados de LDLox y c6mo la
expresion de NO origina cambios en la permeabilidad y vasodilatacion. Ademas, se muestra como los monocitos
atraviesan la tanica interna y se diferencian a macréfagos que a su vez expresan citocinas. Tomada de Lusis
(2000).
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Flgura 5: Representamon de Ia formauon de la estria grasa. En este esquema se pueden apreciar las
diferentes moléculas involucradas en la formacién de la capa fibrosa. Se ve, como las ROS estimulan la
oxidacion de las LDLs y cémo por otro lado, los macréfagos liberan Apo E que estimula a las HDLs a sacar el
colesterol de la tanica interna. Ademas, se aprecia cdmo es que los macrdéfagos internalizan LDLox y se
convierten en células espumosas que posteriormente mueren. Tanto los linfocitos T como los macréfagos

expresan citocinas que contribuyen a la expresién de ME (capa fibrosa). Tomada de Lusis (2000).

2) Formacion de la capa fibrosa

La capa fibrosa se caracteriza por el crecimiento de la tanica interna por la
acumulacion de lipidos, células inflamatorias, CMLV y la matriz extracelular derivada de las
CMLV. Las CMLYV son estimuladas por citocinas y factores de crecimiento liberados por
células endoteliales, macrofagos, plaquetas y linfocitos T, para migrar, proliferar y producir
ME, un ejemplo de estos es el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) (Lusis,
2000; Libby, 2002; Geisler y Bhatt, 2004). Entre las moléculas de la matriz extracelular se
encuentran: el colageno intersticial (tipo I y 111), las fibras de colagena, la elastina y sus fibras
elasticas, los proteoglicanos, los glicosaminoglicanos, la fibronectina, la laminina, la
vitronectina, el versican y la tenascina C, las cuales forman la capa fibrosa, la cual contribuye

a la estabilidad de la lesion aterosclerotica (de Winther y cols., 2005; Newby, 2005).
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Por otro lado, la presencia de proteasas de la matriz extracelular como la matriz
metaloproteinasa 9 (MMP9, regulada por el NF-xB), la cual facilita la migracion de las células
tanto inflamatorias como las CMLV hacia la tunica interna, ya que degradan el colageno y
otros elementos de la matriz extracelular (Libby, 2002; de Winther y cols., 2005).

Otros factores que contribuyen al desarrollo de la capa fibrosa son: los niveles elevados
de homocisteina, la hipertension y algunas hormonas, ya que los niveles elevados de
homocisteina dafian a las células endoteliales, permitiendo la migracion de las CMLV. La
angiotensina Il causa el incremento del flujo sanguineo y estimula de forma directa a las
CMLYV para proliferar y producir ME (vease figura 6). Las infecciénes (por ejemplo por
citomeganovirus) inactivan a la proteina p53 y de esta manera estan involucrados en la

patogenia de la aterosclerosis y restenosis (Lusis, 2000). La figura 6, representa esta etapa.

Nota: la inhibicion de p53 interviene en la proliferacion de CMLYV vy acelera la aterosclerosis (2000).

23 Eon .
#‘W.A !'ﬁm : o

Figura 6: Representacion de la capa fibrosa. En este esquema se puede observar el centro necrético, cubierto

por la capa fibrosa y CMLV conteniendo LDLox. Se pueden apreciar diferentes vias por las cuales las CMLV

son estimuladas para proliferar y migrar hacia la tlnica interna. Tomada de Lusis (2000).

3) Formacion de la placa inestable
Conforme avanza la lesion, la placa puede hacerse mas vulnerable ya que la capa
fibrosa es mas delgada y se incrementa el namero de células inflamatorias (Lusis, 2000). Esta

disminucion de la capa fibrosa se debe al balance entre la produccion y la digestion excesiva
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de ME influenciada por los productos inflamatorios (en este caso, la digestion es mayor). Por
ejemplo, aunque las CMLV expresen proteinas de ME como respuesta a la estimulacién de
citocinas, la presencia del IFN-y (producido por linfocitos T), inhibe la produccion de ME.
Ademas, las colagenasas, gelatinasas (matriz metaloproteinasas; MMP’s) y estromolosinas
producidas por los macrofagos, degradan la ME (Lusis, 2000; Libby, 2002; Geisler y Bhatt,
2004).

La estabilidad de la placa esta determinada por las células espumosas, ya que al morir
(por necrosis o apoptosis) forman el centro necrotico. Si la muerte es por apoptosis, hay
liberacion de factores que incrementan la formacién de trombo mediante la activacion de
plaquetas, lo cual se asocia con el sitio de ruptura de la placa aterosclerdtica (Libby, 2002; de
Winther y cols., 2005).

La placa inestable puede estabilizarse si la capa fibrosa logra engrosarse antes de
romperse (por ejemplo, si el balance entre produccion y degradacion de matriz extracelular es

el adecuado).

4) Rupturay formacion de trombo

Se ha determinado que el 80% de las zonas de ruptura de la placa, ocurren en regiones
con alto shear stress y donde hay poco coladgeno (y por consiguiente, adelgazamiento). La
destruccion de ME ocurre a pH neutro y es causada por la actividad de MMP’s (Newby,
2005).

La ruptura de la placa ocurre conforme envejece la lesion y adquiere muchas mas
células espumosas. Se ha considerado que la calcificacion y la neovascularizacion de la arteria
también intervienen en la ruptura de la lesion. La neovasculacion en la placa aterosclerotica,
sirve como un sitio de hemorragia y trombosis, ademas de nutrir a la arteria, promueve el
crecimiento de la placa (Lusis, 2000; Libby, 2002).

La capa fibrosa sirve para secuestrar o mantener el centro trombotico rico en lipidos. Si
ocurre una ruptura de la capa fibrosa entran en contacto el factor tisular (principal estimulo
pro-trombotico, expresado por las células endoteliales) con los factores de coagulacion
derivados de plaquetas y otras células inflamatorias, lo que desencadena el proceso trombotico
(Libby, 2002).
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El trombo conduce a la formacidn de trombina la cual ademas de degradar la fibrina,
activa las MMP’s de modo que junto con la disminucién de la matriz extracelular en la tlnica
interna, potencian la migracion y proliferacion de CMLV. La trombina también estimula la
liberacion de PDGF por las plaquetas que a su vez, estimulan a las CMLV. Al mismo tiempo,
la activacion de las plaquetas estimula la expresion del factor de crecimiento transformante 3
(TGF-B) que estimula la produccién de colageno intersticial por las CMLV haciendo que la
placa crezca (Libby, 2002).

Se ha visto que existen zonas de descamacion de células endoteliales que permiten la
acumulacion de plaguetas que forman trombos, en donde la activacion de plaquetas es
mediada por el factor Von Willebrand expresado por las células endoteliales. La descamacion
de células endoteliales es influenciada por la muerte celular que es el resultado de la
inflamacién y erosion de la tunica interna (Libby, 2002). En la figura 7 se representan parte de
las moléculas y células implicadas en la ruptura de la placa, asi como los cambios que ocurren

en la tdnica interna.

iy Tombo

> 5 YOROM
i et

.;"'—';'
ALy
Y- ....Q_

oy @3

” -l:..
.""“ ‘. .
fa=s b

LR
"
|

Infeccién

Fac. tisular

\ y i m i i 4
Ny e
Sl R
20 nectotite Sy,
o N Sl

. X

Mbiide achasion T s LT { P ' Calcificagion
. : W &5 el | Oxisteroides )" (
\ /" Degradacion<, ), /' — \'\'-\.‘Ff."

Colagenasas ME

Gelatinasas
Estromolisinas
catepsinas

Figura 7: Representacion esquematica de la ruptura de la placa aterosclerética y formacién del trombo.
En este esquema se pueden apreciar las moléculas implicadas en el desarrollo del trombo y ruptura de la placa. Se
ve como la infeccion puede incrementar el factor tisular que a su vez, estimula la expresion de moléculas de
adhesién. Y como es que las MMP’s degradan las fibras. También se pueden apreciar las zonas de calcificacion,

el centro necroético y el trombo. Tomada de Lusis (2000).
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En términos generales, se puede decir que los eventos ateroscleroticos despues del
dafo endotelial, ocurren principalmente en la tunica interna, en la cual los cambios que
ocurren en la ME son muy importantes, por lo que una forma de estudiar estos procesos, €s
mediante el conocimiento de los cambios moleculares que ocurren en la ME, lo cual se

describe a continuacion.

MATRIZ EXTRACELULAR

La matriz extracelular es una red compleja de polisacaridos y proteinas. Los
principales componentes de la ME, son los glucosaminoglicanos (GAGs), GAGs unidos
covalentemente a proteinas para formar proteoglicanos, y proteinas fibrosas de colageno,
elastina, fibronectina y laminita, las cuales tienen tanto funciones estructurales como
adhesivas. Los componentes de la ME son producidos principalmente de forma local por las
células presentes en ella. En muchos tejidos conectivos estos componentes son secretados por
los fibroblastos. La ME es degradada en forma controlada al igual que ocurre en el recambio
celular en los diferentes tejidos; también es degradada como un mecanismo propio en procesos
de reparacién tisular o cuando las células del sistema inmunolégico tienen que atravesar la
lamina basal (LB) de un vaso sanguineo hacia el tejido como respuesta a una infeccion
(Alberts y cols., 2002).

La elastina es la proteina de la ME predominante en las arterias, representa el 50% de
la materia seca. Una deficiencia de esta proteina en ratdbn o humano causa un estrechamiento
de las arterias y una proliferacion excesiva de las CMLV (Alberts y cols., 2002).

La tunica interna de las arterias estd compuesta de ME rica en el GAG hialuronano con
escasas CMLV. Contiene colageno tipo IV, laminina y heparan sulfatos como el perlacano y el
sindecano. Posterior a la tdnica interna, se encuentra la tinica media, la cual contiene CMLV
rodeadas de membrana basal, pocos macréfagos y posiblemente fibroblastos. La ME en la
tinica media contiene coladgeno tipo | y IllI, glucoproteinas como la fibronectina, la
vitronectina, la tenascina C y trombospondina, condroitin/dermatan sulfato como el versicano.
La tlnica adventicia o externa, contiene fibroblastos, pequefios vasos sanguineos y grasa
(Newby, 2005).
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En condiciones normales, la ME continuamente es modificada por las células
residentes y se adapta a cambios del medio ambiente. A diferencia de esto, en enfermedades
como osteoartritis y aterosclerosis, el balance entre la sintesis y degradacién de la ME no es el
adecuado. La comprension de la base molecular de las interacciones que controlan el
ensamblaje de la ME, particularmente a nivel estructural, son importantes para el
entendimiento del retorno a la homeostasis de la ME, tanto en condiciones normales como
patolégicas (Lundell y cols., 2004).

Dentro de los mecanismos de remodelacion de la ME, se encuentra la degradacion de
la elastina, y la re-expresion de moléculas de la ME, por ejemplo la tenascina C (TNC). En
diferentes padecimientos ateroscleroticos, ademas, se ha visto que ocurre una calcificacion de
la ME, la cual esta asociada a la re-expresion de tenascina C y MMP’s. Los estudios realizados
por Bailey y colaboradores en el 2004, mostraron que en ratas juveniles la induccion de
calcificacion de la elastina estd asociada con una regulacion a la alta del mRNA de las
MMP’s, especificamente las gelatinasas (MMP-9 y 2). En ese estudio utilizaron zimografia
(ensayo de actividad enzimética) de gelatina para demostrar que la actividad enzimatica de
MMP-9 y MMP-2 se incrementa en los estados tempranos de calcificacion de la elastina y que
muestra un patron dependiente del tiempo de expresion de TNC y fosfatasa alcalina (Bailey y
cols., 2004).

Ademas, se ha visto que el incremento en TGF-p1 (el cual activa la expresion de TNC)
induce apoptosis (parte del proceso de regeneracién) en la placa aterosclerética y disfuncion
coronaria, lo que contribuye al desarrollo de infarto agudo al miocardio. Esto se comprobé con
estudios realizados en 1998 por Fukumoto y colaboradores en pacientes con infarto agudo al
miocardio (IMA) y diabetes mellitus no dependiente de insulina (DMNDI), en el cual
mostraron que la aterosclerosis coronaria en los pacientes diabéticos se acomparia de cambios
asociados con un incremento de las tenascinas (TNs; familia de la TNC). Ademés de que en
pacientes con ambos padecimientos IMA y DMNDI, el incremento del TGF-B1 (implicado en
la formacién de la placa aterosclerética) induce apoptosis en el ateroma y la disfuncion
coronaria, lo que contribuye al desarrollo de IMA.

Como se menciond anteriormente, los mecanismos de remodelacion de la ME
involucran la actividad de MMP’s y el incremento en la expresion de TNC, esta relacionado

con procesos de pérdida de elasticidad de las arterias (degradacion y calcificacion de la
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elastina) y pueden desencadenar el proceso aterosclerotico (IMA y aterosclerosis en pacientes
con DMNDI). Para comprender mejor el papel de la TNC y su implicacién en el desarrollo de
la aterosclerosis, es importante conocer su estructura, asi como sus caracteristicas funcionales

y su regulacion.

TENASCINAC

La TNC ha recibido diferentes nombres, como son: Tenascina-citotactina, proteina de
la ME glial/mesenquimal (GMEM), antigeno miotendinoso, hexabraquion, citotactina,
J12201200, tenascina C y neuronectina (Imai y cols., 1994; Jones y Jones, 2000). Se ha visto
implicada en diferentes aspectos celulares: en el desarrollo y la biologia de tumores, asi como
en la adhesion y repulsion celular, guia la ruta de migracion celular, el redondeo de las células
epiteliales, marca los limites de los tejidos y estimula el crecimiento celular (Imai y cols.,
1994). La TNC, juega un papel morforregulador durante el desarrollo embrionario
(neurogénesis, vasculogénesis y esqueletogénesis), en la remodelacion de tejidos y en las
enfermedades por regulacion de la adhesion celular y propiedades de sefializacion de las
células neurales y no neurales (Jones y cols., 1989; Joester y Faissner, 1999; Jones y Jones,
2000).

Jones y Jones (2000), mencionan que Ericsson e Iglesias en 1984, describieron a la
TNC como un oligémero unido con enlaces disulfuro de subunidades de 190-300 KDa (la cual
es visible en imagenes de microscopia electronica usando sombreado rotatorio), con una
estructura altamente simétrica llamada hexabraquion. La proteina tiene 6 ramas que se
desprenden de una proteina central, la porcién proximal de las ramas es delgada y rigida, la
porcion distal es gruesa y flexible y al final de la rama tiene una particula globular gruesa (ver
figura 8) (Jones y cols., 1989; Jones y Jones, 2000). En la TNC, las 6 cadenas polipeptidicas
estan unidas a su amino terminal via un dominio que ensambla la tenascina llamado dominio
TA. Esta porcion de la rama, estd compuesta de un arreglo lineal de repeticiones que se
asemejan al factor de crecimiento epidermal (EGFL), la porcion gruesa esta formada por una

serie de dominios de fibronectina tipo 111 (FN-II1) y el brazo terminal estd compuesto de un
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dominio globular que se parece a la porcion c-terminal de las cadenas B y y del fibrindgeno

(FG) (Jones y Jones, 2000).

Repeticiones EGFL
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Figura 8: Estructura de la TNC. A Imagen de microscopia electrénica usando sombreado rotatorio, muestra

una molécula de TNC de ratén, en donde se pueden apreciar los 6 brazos de la molécula. B Modelo de la TNC.

Mostrando el dominio de unién TN de la TNC con sus 6 cadenas. C Representacion esquematica de los

dominios de la proteina de TNC. Mostrando la secuencia de cada uno de los dominios de la proteina incluyendo

la region de splicing del dominio FN-111. Modificada de Jones y Jones (2000).

Dominio de ensamblaje de Tenascina (TA)

El dominio TA contiene residuos de cisteina y entre 3 y 4 repeticiones de a-hélice que

hace que los dominios amino terminal de los péptidos de TN puedan ser unidos a una

estructura oligomérica. El ensamblaje de TNC se lleva a cabo en 2 pasos, que involucran la

formacion de trimeros y cada uno de estos se unen a otro trimero para formar un hexamero
(ver figura 8B y 8C) (Jones y Jones, 2000).
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Conjunto de repeticiones que se asemejan al factor de crecimiento epidermal (EGFL)

Las 14.5 repeticiones de EGFL son de 31 aminoacidos (aa) de longitud y contienen 6
residuos de cisteina que participan en enlaces disulfuro entre las cadenas (Pearson y cols.,
1988; Siri y cols. 1995; Jones y Jones, 2000).

El conjunto de EGFL es codificado por un solo exon (Jones y Jones, 2000). La TNC
tiene una secuencia consecutiva de EGFL, FN-IIl y el dominio FG que estd presente en
vertebrados y no en invertebrados ( Jones y Jones, 2000). Sin embargo, se han encontrado
dominios parecidos al dominio EGFL en proteinas extracelulares y receptores transmembrana
que estan implicados en el desarrollo de los hemisferios del cerebro y cerebro-medio; lo que
indica que los dominios de EGFL juegan un papel en la migracion neuronal y formacion de
vias axonales durante el desarrollo (Ver figura 8B y 8C) (Jones y cols. 1988; Jones y Jones,
2000).

Dominios de fibronectina tipo 111 (FN-I11I)

Los 17 dominios de la FN-III tienen aproximadamente 90 aa, que se extienden en
estructuras globulares compuestas de 7 hebras organizadas en 2 hojas 3 (ver figura 8B y 8C)
(Pearson y cols., 1988; Jones y Jones, 2000). Los dominios FN-I1I son altamente elasticos, y
susceptibles a degradacion proteolitica en la remodelacién de la ME. Dependiendo de la
isoforma de la TNC, los dominios FN-III son degradados por MMP’s (MMP1, 3y 7) y
proteasas séricas (catepsin G y leucocito elastasa). Estos dominios no son degradados por
MMP 2, 9y trombina (Imai y cols., 1994; Siri y cols., 1995; Jones y Jones, 2000).

La TNC tiene al menos 9 dominios diferentes de FN-III que son diferencialmente
excluidos o incluidos por splicing alternativo del &cido ribonucléico (RNA), lo cual origina
una amplia gama de isoformas (Siri y cols., 1995; Jones y cols., 1989; Jones y Jones, 2000).
Algunas variantes de la TNC se presentan a distintas frecuencias durante el desarrollo del
sistema nervioso, en mauasculo liso, rifion y cdrnea (Jones y Jones, 2000). Usando
reversotranscripcion y reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) se identificaron 27
diferentes isoformas de TNC durante el desarrollo del cerebro de raton (Joester y Faissner,
1999). La seleccidn de variantes de splicing alternativo particulares de TNC es modulada por
el estado proliferativo de la célula, el pH extracelular y factores de crecimiento polipeptidicos
como TGF-B1 (Zhao y Young, 1995; Jones y Jones, 2000).
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Los dominios FNIII estan involucrados en la unién celular, en ellos se encuentra un
dominio llamado RGD (arginina, glicina, asparagina) que se une directamente a las células via

integrinas.

Fibrindgeno globular (FG)

En la revisién realizado por Jones y Jones en el 2000, se menciona que Doolittle en
1984 describié el dominio FG conteniendo asas polipeptidicas formados por 2 enlaces
disulfuro consecutivos entre cadenas (ver figura 8B y 8C). El dominio FG de la TNC se une a
Ca’*, permitiendo la interaccion con otras proteinas (Jones y cols., 1989; Jones y Jones, 2000).
Xu y Doolittle (1990) con base en estudios evolutivos, sugirieron que las proteinas que
contienen fibrindgeno globular, como la TNC, juegan un papel importante en el desarrollo

embrionario en diferentes especies, ademas de que derivan de una misma familia.
Gen que codifica para Tenascina C

El gen hexabraquion codifica para la proteina TNC; esta presente en el cromosoma 9
en la porcion g 33 (ver figura 9) (White y cols., 1992).

NC_000009, 10
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B - R codificadora B - R.notraducidas

Figura 9: Representacion esquematica del gen de TNC. La linea negra representa la zona del cromosoma
donde se encuentra codificado el gen con los nimeros de nucleétidos involucrados. La linea azul y roja,
representa el transcrito primario que muestran las regiones codificadas y regiones no traducidas. Pueden ser
observados los 25 intrones presentes en el gen. Tomada del Gene Bank (Nacional Center of Biotechnology

Information).
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EXPRESION DE LA TNC Y SU IMPORTANCIA EN PROCESOS
ATEROSCLEROTICOS

La TNC es una glicoproteina multifuncional implicada en la proliferacion celular, en la
migracion, en la diferenciacion y en la apoptosis (Jones y Rabinovitch, 1996; Kajiwara y cols.,
2004).

Durante el desarrollo del pulmon, se localiza en la interfase epitelio-mesenquimal
(Imai y cols., 1994). Después del nacimiento, la expresion de esta proteina desaparece casi por
completo, se mantiene presente (con muy baja expresion), en tendones y uniones
miotendinosas en el pericondrio y periostio, asi como en el musculo liso (Pearson y cols.,
1988). En la piel, la expresion de TNC es inducida debajo de las uniones dermal-epidermal
durante la migracion y proliferacion de la epidermis, en los sitios de neovascularizacion y
durante la cicatrizacion de heridas (Ekblom y cols., 1993; Mackie y cols., 1988; Jones y Jones,
2000). La TNC es también sobre-regulada durante condiciones patologicas incluyendo
hipertensién vascular (por estrés mecanico, explorado en cultivo y en vivo) y alrededor del
estroma de tumor, durante su formacion y metastasis (Mackie y cols., 1988; Imai y cols.,
1994; Jonesy cols., 1997; Jones y Jones, 2000).

La TNC es co-expresada con otros miembros de la familia de las TNs en diferentes
tejidos, incrementando la posibilidad de tener combinaciones de TNs con diferentes efectos
biolégicos (migracion celular, inhibicion de la migracion, activacion de la proliferacion
celular, etc). Por ejemplo, la TNC y la TNX son co-expresados en tejido conectivo, tendones,
dermis, corazon, rifion y masculo liso vascular en condiciones normales; en el desarrollo
embrionario de la piel y del tracto digestivo y por astrocitos y células de Schwan durante el
desarrollo neural (Matsumoto y cols., 1994; Geffrotin y cols., 1995; Jones y Jones, 2000).

La expresion de TNC es regulada por diferentes factores, dentro de los cuales estan, los
factores de crecimiento, factores de transcripcion, regulacion por componentes de ME y

regulacion biomecanica (Jones y Jones, 2000).

Control de la expresion de tenascinas por factores de crecimiento
La expresion de tenascinas en el desarrollo y en la enfermedad es inducida por una

variedad de factores de crecimiento. Los primeros estudios mostraron que la sintesis de TNC
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por fibroblastos de embrién puede ser sobre-regulada por suero fetal bovino y TGFB-1 (Jones
y Jones, 2000). Otro factor de crecimiento involucrado en la activacion de la expresion de
TNC durante el desarrollo del sistema nervioso es el factor de crecimiento basico de
fibroblastos (BFGF) (Joester y Faissner, 2001). Estudios mas recientes, realizados por Jinnin 'y
cols., (2004), mostraron que la respuesta al TGF-B involucra la interaccion de TGF- con un
complejo transcripcional que activa al promotor de la TNC el cual contiene los factores de
transcripcion reguladores, Smad3/4, Sp 1, Ets 1 y CBP/p 300.

Factores de transcripcion que controlan la expresion del gen de la TNC

Se cree que el elemento respuesta TRE/AP-1y las proteinas Fos/Jun (Sp 1) juegan un
papel importante en la activacion de la TNC por factores de crecimiento. Jones y Jones,
(2000), mencionan que los estudios realizados por Angel y cols. (1987) y Curran y Franza
(1988), demostraron que en presencia de factores de crecimiento, el promotor de la TNC es
activado por Evx-1 (producto de un gen homedtico de ratén) y por Fos/Jun. Demostrando que
dichos factores interaccionan con el elemento TRE/AP-1 del promotor del gen.

También, se han encontrado otros elementos reguladores dentro del promotor de TNC,
incluyendo los sitios de union para proteinas POU-homeodominios, para factor nuclear 1, NF-
kB, para AP-1, que ya se mencion0, para proteinas Krox/EGR-1, y un motif ATTA,
inmediatamente corriente arriba de la caja TATA que se une a Antennapedia (morfogén) y una
proteina homeodominio (de la familia “paired-related”) (Jones y Jones, 2000).

Los glucocorticoides regulan de forma negativa la expresion de la TNC, mediante un
sitio de union de los receptores de glucocorticoides en la secuencia -985 bp del promotor de
TNC de pollo (Ekblom y cols., 1993; Jones y Jones, 2000).

Ademas se cree que los promotores de la TNC pueden ser especie-especificos, ya que
se han encontrado sitios de union a 2 proteinas homeodominio de la clase bicoide, Otx1 y
Otx2, presentes solo en la region proximal del promotor de TNC humano (Gherzi y cols.,
1997; Jones y Jones, 2000).

Los sitios de union a proteinas homeodominio en el promotor de TNC juegan un papel
vital en la induccion de la expresion de TNC durante la remodelacion vascular pulmonar y
otras enfermedades. Ademas de ser importantes en la agregacion endotelial, desarrollo y

diferenciacion de tejidos y vasculogénesis. Estudios realizados por Dettman y Steinhorn en el
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2004, mostraron que Prx1 (gen homeotico pair-related), interviene en la vasculogénesis en el
mesodermo distal del pulmén. También la actividad de Prx1 incrementa la expresion de
proteinas endoteliales especificas (molécula de adhesion plagqueta endotelial 1; PECAM-1,
factor Von Willebrand y VE-caderinas) importantes en la agregacion endotelial.

Nota: se ha visto que Prx1y Prx2 se expresan en el endocardio y en el epicardio durante el desarrollo del
corazon, asi como en las grandes arterias y venas durante la vasculogénesis, donde actian como promotores de la
diferenciacion celular. A pesar de esto, se sabe que muchos tipos celulares expresan Prx1 durante el desarrollo
embrionario, pero no se diferencian a vasos sanguineos, lo que sugiere que el embrién requiere ademas, de otras

moléculas para inducir la vasculogénesis (Jones y Jones, 2000).

Regulacién reciproca de MMPs y TNC

En el desarrollo y remodelacion de los tejidos en el adulto (incluidas las valvulas
cardiacas, las arterias elasticas y la angiogenesis de los vasos sanguineos), la presencia de la
TNC coincide con la expresién y actividad de MMP’s, lo que sugiere que tanto la TNC como
las MMP’s pueden tener una funcién de apoyo entre si, por ejemplo que la actividad de las
MMP’s contribuya a la motilidad, crecimiento, sobrevivencia, diferenciacion, adhesion y vias
de sefializacion celulares, reguladas por la TNC y viceversa (Tremble y cols., 1994; Jones y
Jones, 2000). En apoyo a esto, se ha encontrado que en células redondas con citoesqueleto de
actina intacto, la TNC en estado solido (mediante la interaccion de la séptima u octava
repeticion de FN-III), junto con fibronectina, sobre-regulan la expresion de colagenasas,
estromelisina, MMP-9, y c-fos y de manera similar, la expresion del mMRNA de MMP-2 es
inducida en sustratos de colageno tipo | y TNC mezclados, pero no con colageno, lo que
significa que la induccion de la expresién de MMP-2 depende de la presencia de la TNC
(Tremble y cols. 1994; Jones y Jones 2000).

Ademas de la funcion de apoyo entre las MMP’s y la TNC, la TNC puede tener una
funcién en la modificacion de los filamentos de actina del citoesqueleto. La accion de la TNC
sobre la actina, origina la modificacién de las adhesiones focales y estructuras asociadas que
incluyen receptores a factores de crecimiento e integrinas (todos estos, elementos involucrados
en la proliferacién y migracion celular). Jones y Jones (2000), mencionan que los estudios
Ilevados a cabo por Liy cols. (1999), demostraron el incremento de la expresion de MMP-2
(via la accién de la TNC), en células intersticiales de la valvula cardiaca; dicho incremento fue

acompafiado de un incremento en la propagacion celular (eventos que incluyen la accién de
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MMP’s para degradar ME y polimerizacion de los filamentos de actina). La proliferacion
celular fue reducida por la timosina 4, que es una proteina que impide la polimerizacion de
los mondémeros de actina y se sabe que es un elemento relevante en los procesos de
angiogeénesis y cicatrizacion de heridas epidermales. El estudio de la accién de la TNC en
estos procesos, podrian ser muy importante en la regulacién de la proliferacion.

La TNC no solo induce la expresion de MMP’s, sino también hay una
retroalimentacion ya que se ha visto que las MMP’s regulan al promotor de la TNC mediante
un ligando de integrina B1. Esto es demostrado cuando se suprime o induce la expresion de
TNC en sustratos de colageno, nativo o desnaturalizado, lo cual mimetiza el colageno
degradado o no por MMP’s (Jones y Jones, 2000).

La forma en la que las MMP’s regulan la expresion de la TNC en el colageno
desnaturalizado, es mediante la fosforilacion de receptores tirosino cinasas que activan sefiales
intracelulares de proteinas cinasas activadas por mitdgeno (MAPK) 1y 2 (ERK1y ERK2) que
a su vez activan elementos respuesta a 122 pares de bases (pb) del promotor de TNC (Jones y
Jones, 2000). Ademas, se ha visto que el colageno desnaturalizada induce la expresién de Prx1
y Prx2 que se une al motif ATTA, mencionado con anterioridad y localizado en la posicién -
57 pb del promotor de TNC (ver figura 10) (Jones y Rabinovitch, 1996; Lu y cols., 1999;
Jones y Jones, 2000).

Colagene tipo |
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Figura 10: Representacion de la activacion del promotor de TNC por efecto de las MMP’s. El colageno
nativo interacciona con la integrina B1 de la célula de musculo liso, mientras que la actividad de MMP’s,
originan colgeno tipo | desnaturalizado, el cual se une a la célula mediante la integrina B3 que manda la sefal al
nlcleo a través de ERK1/2, para activar la expresion de Prx1/2 que se une al motif ATTA en el promotor de la

TNC, lo que activa su expresion. Modificada de Jones y Jones (2000).
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Las proteinas homeodominio “paired-related” que normalmente se usan en el contexto
de programacion genética durante el desarrollo embrionario, también, responden a cambios
mediados por MMP’s en la ME vascular de adultos y de esta forma incrementa la produccion
de TNC (Jones y Jones, 2000).

Regulacion biomecéanica de la TNC

El estrés hemodinamico por incremento en la presion arterial induce la expresion de
TNC (Wallner y cols., 1999; Jones y Jones, 2000). Las evidencias que demuestran que la
expresion del gen de TNC es mecanosensitivo son los estudios realizados en fibroblastos de
embrion de pollo, donde las CMLV y el conjunto de arterias pulmonares cultivadas en
colageno tipo I, donde se ha demostrado que producen niveles mas altos de TNC que aquellos
tejidos cultivados en geles de colageno mecanicamente relajados (Chiquet-Ehrismann y cols.,
1994; Jones y cols., 1997; Cowan y cols., 1999; Jones y Jones, 2000). Ademas se ha visto que
la eliminacién de estrés mecanico en uniones osteotendinosas, suprime la expresién de TNC
por los fibroblastos y condrocitos (Jrvinen y cols., 1999; Jones y Jones, 2000).

Diversos estudios muestran que el control de la expresion de TNC por factores
mecanicos ocurre a nivel del promotor del gen y que pueden ser usados diferentes motifs del
promotor y factores de transcripcion, dependiendo del tipo celular y las condiciones de cultivo
usadas (Jones y Jones, 2000). Por ejemplo, se ha mostrado la sobre-regulacion de TNC en fi-
broblastos de embrién cultivado en geles de colageno estresado, en el cual se presenta un
nuevo y conservado elemento respuesta al estrés (GAGACC) (Chiquet y cols., 1996; Chiquet,
1999; Jones y Jones, 2000).

La induccion biomecéanica de la TNC puede ocurrir via los factores de transcripcion
Krox-24/Egr-1, como un evento posterior (downstream) de la accion de las MMP’s y de los
productos de estres celular. Esto se puede comprobar en cardiomiocitos y fibroblastos, donde
la induccion de TNC por tension mecanica y la produccion de MMP’s dependen del factor
nuclear kB (NF-kB) y especies reactivas de oxigeno (Yamamoto y cols., 1999; Jones y Jones,
2000). Ademas, se ha visto que el promotor de la TNC contiene un sitio de unién para los
Krox-24/Egr-1y otros factores de transcripcion con dominios de dedos de zinc, los cuales son

inducidos por factores mecanicos como el estrés de tension y tension ciclica (Khachigian y
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cols., 1997; Jones y Jones, 2000). También, se ha encontrado que el incremento del flujo
sanguineo pulmonar en cerdos recién nacidos y en cultivos de células de madsculo liso (CML),
cultivadas en colageno tipo | desnaturalizado, aumenta la expresion de MMP-2 y 9 e
incrementa la cantidad del mRNA y de la proteina TNC mediante la actividad de Krox-
24/Egr-1 (Jones y cols., 1999; Jones y Jones, 2000).

Asi mismo, se ha demostrado en fibroblastos de embridn en cultivo con membranas de
silicona, que la regulacion de la TNC por el estrés ciclico ocurre independientemente de los
mediadores solubles y via MAPK; ademas requiere de la sefializacion de GTPasas celulares
como Rho/ROCK que controlan el ensamblaje y desensamblaje de los filamentos de actina
(Chiquet y cols., 2004). Ademas, los niveles de expresion de TNC estan directamente
correlacionados con el estrés aplicado de manera externa y de la tensién del citoesqueleto

mediada por cinasas dependientes de RhoA/RhoA (Sarasa-Renedo y Chiquet, 2005).
Funcidon de la TNC: interaccién de dominios con ligandos y efectos en las células

La TNC tiene actividades adhesivas y contra-adhesivas que coexisten en las moléculas
nativas, uniéndose con gran afinidad a proteinas y carbohidratos. Los receptores de superficie
celular a la TNC, incluyen miembros de integrinas (a9p1), moléculas de adhesion celular
(CAMs), un receptor transmenbrana, una proteina tirosina fosfatasa llamada fosfacan/RPTP
C/p y anexina Il. La TNC vy la tenascina R (TNR) también interaccionan con otras proteinas
extracelulares, incluyendo fibronectina y lecticanos (agregano, versicano, brevicano y
neurocano). Ademas de ser digeridas por MMP’s y proteinas séricas, también interaccionan
con ellas (Jones y Jones, 2000).

Jones y Jones (2000), mencionan que la actividad funcional de la TNC puede ocurrir a
través de interacciones directas con receptores de superficie celular o indirectamente a través
de la modulacién de otras proteinas de ME y CAMs. Por otro lado, la expresién diferencial de
uno o mas splicing alternativos puede determinar la via de interaccion con otras moléculas.
Como ejemplo, se menciona que la region A-D (ver figura 8, modelo de la TNC) se une a
anexina Il (Chung y Ericsson, 1994; Jones y Jones, 2000). La forma de la TNC con 190KDa
en la cual se elimina la region AD del dominio de FN-III durante el splicing, se une a una
molécula de adhesion (F11/contactina) via el segmento ininterrumpido de los dominios 5y 6

de FN 111, ademas de que, la forma de 190KDa, también se une a fibronectina con alta afinidad
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en tejidos ricos en ME (Chiquet-Ehrismann y cols., 1991; Jones y Jones, 2000). Las variantes
largas de la TNC estan correlacionadas con la migracion celular y el desarrollo de carcinomas
invasivos, lo cual habla de la gama de interacciones de la TNC con elementos de la superficie
celular y de ME (Jones y Jones, 2000).

Regeneracion de tejidos y mecanismos de control del crecimiento y migracion celular por
TNC

En la regeneracion de tejidos, como es el caso de la involucién de las glandulas
mamarias después del embarazo y lactancia, se ha observado una sobre-expresion de la TNC
junto con una expresion positiva y negativa de reguladores del ciclo celular (AP-1, c-myc,
p53, y TGF-B) (Jones y cols., 1995; Strange y cols., 1992; Marti y cols., 1994 y 1999; Jones y
Jones, 2000).

En la remodelacion del tejido vascular adulto, la TNC puede actuar como, factor de
crecimiento y factor de sobrevivencia ya que estudios con knockout de TNC mediante
moléculas antisentido, han mostrado la supresion del crecimiento e induccién de apoptosis
celular tanto en arterias pulmonares hipertrofiadas como en cultivo de CMLV (Cowan y cols.,
2000; Cleek y cols., 1997; Jones y Jones, 2000). Estas funciones de la TNC pueden llevarse a
cabo mediante la activacion del promotor de TNC. Dicha activacion es mediada por la
interaccion de TNC con integrinas avp3 y de las integrinas con actina fibrilar (F-actina), y por
otro lado, por la interaccion de receptores al factor de crecimiento epidermal (EGF) y la
consecuente fosforilacion de la tirosina cinasa de adhesion focal (FAK) (Jones y cols., 1997;
Jones y Jones, 2000).

En estudios realizados por McKean y cols. (2003), mostraron que la TNC puede
promover la migracién de fibroblastos, dicha migracion depende de que la TNC interaccione
con la FAK, al mismo tiempo la FAK induce la expresion de Prx 1 (proteina de unién al
promotor de la TNC, previamente mencionada), de modo que se lleva a cabo un mecanismo
de retroalimentacion positiva de la expresion de TNC ademas de la induccion de migracion
celular.

Se cree que la TNC puede actuar para inhibir la proliferacion de las células libres en
tejidos con remodelacién activa, y por consiguiente le permite a los tejidos restablecer la ho-

meostasis después de una fase de crecimiento. Se ha visto que la TNC rompe la adhesién focal
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y el citoesqueleto de actina, induciendo a las células a tomar su forma redondeada, por lo que
puede ser considerada contra-adhesiva (Chung y cols., 1996; Fischer y cols., 1997; Murphy-
Ullrich y cols., 1991; Prieto y cols., 1992; Jones y Jones, 2000). La TNC es capaz de inhibir
la proliferacion celular, via efectos en el pH intracelular y redondeo celular (Krushel y col.,
1994; Crossin, 1991; Jonesy Jones, 2000).

Estudios mas recientes, realizados por Orend y cols. (2003), mostraron que la TNC
bloquea la progresion del ciclo celular de fibroblastos dependientes de anclaje en la
fibronectina e inactiva la cinasa dependiente de ciclina 2 (cdk2; implicada en el control del
ciclo celular eucariético) tal efecto se lleva a cabo porque interfiere con las interacciones entre
la fibronectina y el sindecan-4 (un proteoglicano transmembranal).

Se ha visto que las diferentes isoformas de la TNC aparecen en diferentes estados del
desarrollo embrionario y en diferentes fases del ciclo celular. Entonces, las diferentes
isoformas junto con los diferentes receptores para la TNC, le permiten a la TNC tener
diferentes efectos en la morfologia y crecimiento celular, de tal modo que la TNC interviene
en el crecimiento celular tejido-dependiente y tiene efectos diferentes en las distintas fases del
ciclo celular gracias a dicha variabilidad de expresion. (Meiners y Geller, 1997; Yokosaki y
cols., 1996; Jones y Jones, 2000).

Reparacion de tejido

La TNC promueve el reclutamiento de miofibroblastos en los estados tempranos de
reparacion miocérdiaca por estimulacion de la migracion y la diferenciacion celular. Esto con
base a estudios realizados por Tamaoki, y cols. (2005). Con un modelo en ratas, demostraron
que la TNC se expresa durante el estado agudo después de un infarto al miocardio, y origina la
diferenciacion de células de musculo liso (o actina positivas; a-CML) y miofibroblastos.
Ademaés de que en cultivo de fibroblastos cardiacos, la TNC acelera la migracion celular, la
diferenciacion de a-CML y la contraccion en geles de colageno, pero no la proliferacion.
También demostraron que los dominios FN-111 y el dominio de fibrindgeno globular, son los

responsables de la diferenciacion de a.-CML.
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Degradacion y calcificacion de elastina

Se ha visto que la degradaciéon y calcificacion de la elastina ocurre en muchos
padecimientos cardiovasculares, en los cuales se incluye elastocalcinosis arterial medial,
aterosclerosis, y mineralizacion bioprostética de la véalvula cardiaca (Vyavahare y cols., 2000;
Bailey y cols., 2004). Se cree que la TNC esta involucrada en estos procesos ya que se ha
observado que en estados tempranos de la calcificacién de la elastina, se incrementa la
actividad de MMP’s (como se describié con anterioridad, la presencia de la TNC, aumenta la
expresion de MMP’s) (Bailey y col., 2004). Ademas, en estudios llevados a cabo en el proceso
de calcificacion en re-estenosis aortica se observo que la TNC puede ser inducida por citocinas
tales como IL-2 y TNFa y por coladgeno desnaturalizado. Se observé que esta induccién es
célula y tejido especifico y que la TNC sobre-regula MMP-2 alrededor de las regiones
calcificadas (Jian y cols., 2001). Vyavahare y cols. (2000), encontraron también que tanto la
TNC como la MMP-2 y la fosfatasa alcalina estdn asociados al proceso inicial de
calcificacion, ya que al implantar fibras de elastina de manera subdermal en ratas (para
promover su calcificacion), encontraron niveles muy altos de TNC y MMP-2 a los 7 dias post-
implantacion; mas adn. Ellos inhibieron la expresién de MMP-2 y encontraron que la TNC

también deja de expresarse.

Formacion de la placa

La TNC puede tener funciones especificas en la formacion de la placa coronaria y
puede estar involucrada en su patogénesis. Estudios realizados por Kajiwara y cols. En el
2004, mostraron que la expresion de la TNC se incrementa en el sitio de la placa coronaria en
especimenes de aterectomia de individuos con sindrome coronario agudo (ACS). Ademas, se
vio mayor cantidad de TNC, en sitios de la placa con mayor acumulacion de macrofagos y

linfocitos.

Desarrollo de la aterosclerosis

Fukumoto y cols. (1998), en un estudio de individuos con infarto agudo al miocardio y
con diabetes mellitus no dependiente de insulina (DMNDI) encontraron lesiones
aterosclerdticas con baja cantidad de CMLV, gran cantidad de macréfagos y gran cantidad de
células TUNEL-positivas (células muertas por apoptosis); todo esto asociado con una gran
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cantidad de TNC y TGFB1, comparado con individuos control. Sugirieron que en estos
pacientes, puede haber cambios ateroscleréticos extensivos asociados con incremento de
tenascina y que el incremento de TGF-f1 puede inducir apoptosis en el ateroma y disfuncién
coronaria, contribuyendo al desarrollo de infarto agudo al miocardio.

Segun Kijiwara y cols. (2004), se ha visto que la TNC incrementa su expresion en la
placa ateroscleroética coronaria humana, en la arteria pulmonar con hipertensién pulmonar, en
aneurismas aodrticos abdominales y en infarto al miocardio. Ademas, previamente Wallner y
cols. (1999) demostraron que la expresion de TNC incrementa cuando se incrementa la
inestabilidad de la placa, o cuando hay ruptura de la placa, todo esto en arterias coronarias
humanas obtenidas de pacientes sometidos a transplante cardiaco. Con esto demostraron que
la induccion de la TNC esté asociada con la acumulacion progresiva de macréfagos en la placa

coronaria.
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DISCUSION

Diferentes autores concuerdan con el hecho de que la TNC es una proteina
multifuncional, implicada en el desarrollo embrionario como morforregulador (neurogénesis,
vasculogénesis y esqueletogénesis), en la remodelacién de tejidos (neovascularizacion y
cicatrizacion de heridas) y que esta implicada en la proliferacion, migracion, diferenciacion y
apoptosis celular (Dettman y Steinhorn, 2004; Kajiwara y cols., 2004; Mackie y cols., 1988;
Jones y Jones, 2000). La TNC también se considera como una molécula con propiedades
adhesivas y contra-adhesivas. Se conocen algunas de las moléculas con las cuales interactia
(fibronectina, integrina a9p1, MMP’s) (Jones y Jones, 2000). Se sabe también que puede
expresarse en gran cantidad de isoformas, ademas se ha visto que la TNC es coexpresada junto
con otros miembros de la familia de las TNs en diferentes tejidos, incrementando la
posibilidad de tener muchas combinaciones con diferentes efectos bioldgicos cada una
(Matsumoto y cols., 1994; Geffrotin y cols., 1995; Jones y Jones, 2000). También se sabe que
se expresa en respuesta a diferentes factores como son: el estado proliferativo de la célula, el
pH extracelular, el estrés mecanico y por factores de crecimiento (Chiquet-Ehrismann y cols.,
1994; Zhao y Young, 1995; Jones y cols., 1997; Wallner y cols., 1999; Cowan y cols., 1999;
Jones y Jones, 2000; Jinnin y cols., 2004). Se sabe que en el adulto se expresa en condiciones
normales en tendones e uniones miotendinosas en el pericondrio y periostio, asi como en
masculo liso, CMLV, tejido conectivo, dermis, corazén, rifidn (Pearson, 1988; Matsumoto y
cols., 1994; Geffrotin y cols., 1995; Jones y Jones, 2000). Por lo que no se puede decir que, la
TNC tenga una funcion en particular, sino que su funcién depende del tejido donde se
encuentre, los estimulos recibidos para su expresion, la via usada para activar al promotor, las

moléculas que interaccionan con ella y la isoforma, entre otros.

La regulacion de la TNC, como ya se menciond anteriormente, responde a diferentes
factores, entre ellos: factores de crecimiento, glucocorticoides, MMP’s, estrés, y por
activacion de promotor mediante proteinas homeodominio y factores de transcripcion
tempranos. A la TNC se le han atribuido diferentes funciones, como son: la remodelacién
vascular pulmonar, otras enfermedades vasculares, angiogénesis, migracion de fibroblastos,

cicatrizacion de heridas epidermales y agregacion endotelial (Jones y Jones, 2000; Jinnin y
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cols. 2004; Dettman y Steinhorn, 2004). Sin embargo, s6lo en algunas se conoce la via exacta

desde el estimulo hasta la activacion del promotor y los efectores.

La TNC se ha visto implicada en numerosos padecimientos relacionados con la
aterosclerosis; en vivo se ha demostrado que es parte de la placa aterosclerética (Fukumoto,
1998; Wallner y cols., 1999; Vyavahare y cols., 2000; Kajiwara y cols., 2004), sin embargo
actualmente adn existen diferentes dudas por resolver, una de ellas es; ¢Cual es el tipo celular
implicado en la expresion de TNC en la placa aterosclerdtica?, Hasta la fecha existen estudios
que demuestran la expresion de TNC por diferentes tipos celulares, in vitro, pero no se sabe
con seguridad cual es el tipo celular que expresa a la TNC durante el proceso aterosclerotico.
Wallner y cols. (1999), demostraron que los macréfagos en cultivo tienen la capacidad de
expresar el gen de TNC sugiriendo que son los macréfagos los que expresan TNC en la placa
aterosclerédtica. Por otro lado, Zagzag y cols. (1996), sugirieron que la expresién de TNC
puede estar asociada a la activacion de celulas endoteliales, y puede ser importante en la
angiogénesis. También los estudios realizados por Bailey y cols. (2004), sugieren que la
expresion de TNC puede ser originada en monocitos y fibroblastos, a diferencia de lo que se
tenia conocido, que las CMLV son las que expresan TNC en respuesta a la estimulacion por
macrofagos activados.

Otra pregunta importante es ¢Cual es el papel particular que tiene la TNC en la placa
aterosclerdtica?. Se cree que su expresion es la respuesta al dafio endotelial por tensién
mecénica (Yamamoto, 1999); se cree también que la TNC esta implicada con la vulnerabilidad
y ruptura de la placa aterosclerotica en pacientes con sindrome coronario agudo (Kajiwara y
cols., 2004); ademas se cree que puede tener un papel importante en el proceso de inflamacién
ya que se demostrd que la TNC incrementa junto con las células inflamatorias en tejidos con
reestenosis (Imanaka y cols., 2001); la TNC puede estar involucrada en la ruptura de la placa
ya que se observd mayor expresion de TNC en estos eventos (Wallner y cols., 1999); tambiéen
se ha observado mayor expresién de TNC en la calcificacion y degradacion de la elastina, asi
como en las paredes de los vasos sanguineos hiperplasicos en astrocitomas humanos (Zagzag
y cols., 1996). Por lo anterior, se puede decir que la TNC se ha visto involucrada al principio
de la formacion de la estria grasa, en el proceso inflamatorio durante la formacién de la placa,

en la calcificacion y degradacion de la elastina y en la placa inestable.
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Otro punto importante al respecto, es que; se sabe que la TNC puede ser expresada en
respuesta a diferentes factores y de manera diferente en cada tipo celular (Jones y Jones,
2000), por lo que podriamos encontrar la expresion de TNC en diferentes localizaciones o
estados de desarrollo de la placa aterosclerética y en forma diferente en cada padecimiento por

muy similares que sean.



33

CONCLUSIONES

La aterosclerosis es un proceso natural que se lleva a cabo en las paredes de las
arterias, el cual puede estar influenciado por diferentes factores, principalmente altas
concentracion de LDLs e hipertension, entre otros.

El mecanismo involucrado en el proceso aterosclerdtico, es muy complejo; sin
embargo, en él, intervienen maltiples moléculas y vias de sefializacion; una de ellas es la
modificacion de la ME en la tdnica interna de la arteria, la cual se ve afectada por la
acumulacion del centro lipidico y la red de colagena y otras moléculas de ME que se sobre-
expresan como respuesta al dafio endotelial. Entre las moléculas de ME, se encuentra la TNC,
la cual es una molécula multifuncional altamente conservada, implicada en el desarrollo
embrionario y en regeneracion de tejidos, en el adulto.

La TNC, se ha visto implicada en diferentes padecimientos relacionados con
aterosclerosis y se ha visto que se sobre-expresa en las placas ateroscleréticas, sin embargo
aun no es clara su funcion, asi como el tipo celular que la expresa, la isoforma que esta
implicada y las moléculas con las cuales interactda para llevar a cabo su efecto.

La TNC, es una molécula compleja, en el sentido de que tiene multiples funciones en
los padecimientos ateroscleréticos, 1o que la hace un blanco de estudio importante para

determinar su papel en la aterosclerosis.
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PERSPECTIVAS

La TNC tiene la caracteristica de modular las interacciones de la célula con la ME, de
tal manera que promueve o inhibe la motilidad al mismo tiempo que influencia otras funciones
celulares. Esta proteina es muy importante durante el desarrollo embrionario, pero mas en
procesos patoldgicos, tal es el caso de la formacidn de tumores y dafio tisular (dafio endotelial
en aterogénesis) donde ocurre una regeneracion o modulacion del tejido.

El tema que a nosotros nos interesa estudiar es el papel de la TNC en el proceso
aterosclerdtico, por lo que las perspectivas estan enfocadas en este sentido.

Como se habia discutido anteriormente, alin no se conoce el tipo celular que expresa la
TNC en la placa aterosclerética y posiblemente estén implicados varios tipos de células, por lo
que un trabajo a futuro puede ser el determinar cual es el tipo celular que expresa la TNC en
cada una de las etapas de la aterosclerosis. Las técnicas de histoinmunoquimica podrian ser de
utilidad para resolver esta pregunta, ya que podemos utilizar anticuerpos especificos para la
TNC y anticuerpos especificos para el tipo celular (CMLV, monocitos, macrofagos, células
endoteliales y fibroblastos) en una misma preparacion y de esta forma, poder distinguir la
presencia de la TNC con el tipo celular. Ademas, podemos usar la técnica de hibridacion in
situ para determinar la presencia del mRNA de la TNC directamente en la celula que lo
expresa.

Otra interrogante es, ¢Cual es el tipo de isoforma que se expresa en la placa
aterosclerotica?, puede ser que en condiciones normales se exprese una isoforma y otra
diferente en respuesta a una patologia cronica, como la aterosclerosis, como sabemos el efecto
que tendria la expresion de una isoforma diferente, es la especificidad de la sefial que se envia
hacia dentro de la célula. Para resolver esta pregunta se puede hacer uso de la PCR (reaccion
en cadena de la polimerasa) con primers especificos de intrones y con ello poder diferenciar
una isoforma de otra. También pudieran conocerse las moléculas con las cuales interactla para
determinar la via que utiliza para llevar a cabo su funcion.

Con el fin de conocer cuél es su funcion dentro de la placa; se puede inhibir la
expresion de TNC y evaluar los cambios estructurales en la placa o a nivel de la expresion de

genes con técnicas como el RT-PCR (reverso transcripcion-PCR) tiempo real para un gen en
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particular o analisis de macroarreglos con multiples genes. Ademas, se pudiera adaptar otro
tipo de técnicas para determinar su funcidén con respecto a las moléculas con las cuales
interactla, tales técnicas pudieran ser: la cromatografia de afinidad e inmunoprecipitacion, la
utilizacion de proteinas de fusion, la expresion del gen en un sistema heterélogo, entre otros.

Dentro de los diferentes tratamientos que se han usado para controlar el desarrollo de la
placa aterosclerética, se encuentran diferentes moléculas o farmacos, los cuales actian de
manera especifica a diferentes niveles en el desarrollo de la placa. Actualmente, la biologia
molecular permite el desarrollo de terapias génicas que estan encaminadas a modificar no sélo
la actividad de una molécula, sino vias completas en las que intervienen uno o méas genes
especificos.

Como ejemplos de terapias génicas, se encuentran la utilizacion de iRNAs, los cuales
inhiben la expresion de proteinas. Estos iRNAs, pueden ser disefiados para un tipo celular
especifico. Usando modelos animales, se pueden determinar las ventajas que tiene un iRNA en
el desarrollo de la placa aterosclerotica, y determinar su viabilidad en el empleo de humanos,
para interrumpir el avance de la aterosclerosis o contrarrestar los efectos que tiene en el
organismo.

La aterosclerosis puede ser atacada desde diferentes puntos en el desarrollo de la
lesion, sin embargo es importante conocer los mecanismos que permiten su avance para poder
disefiar farmacos o tratamientos que impidan el paso a la siguiente fase, tal es el caso del

conocimiento de la actividad de la TNC en la evolucion de la placa aterosclerdtica.
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GLOSARIO

Anexina I1: Anexina Il es un producto de un oncogén y la proteina tirosina cinasa asociada a
un factor de crecimiento. Anexina Il, incrementa su expresion en diferentes tipos de cancer,
recientemente se ha visto implicada en sintesis de DNA 'y proliferacion celular.

Angiotensina Il (Ang I1): Octapéptido circulante en la sangre con efecto vasoconstrictor,
tiene diferentes funciones, entre ellas, regula la presion arterial.

Antioxidantes: son un conjunto heterogéneo de sustancias formado por vitaminas, minerales,
pigmentos naturales y otros compuestos vegetales y enzimas, que bloguean el efecto dafiino
de los radicales libres.

AP-1: Es un factor de transcripcion, es un factor nuclear requerido para mediar la
transcripcion inducida por los promotores de tumores de ester de forbol. Es un factor
candnico que consiste en un dimero de dos subunidades, codificado por los genes c-jun y c-
fos, que activa a los genes cuyos promotores o potenciadotes presentan un sitio de union a
AP-1.

Aterectomia: La aterectomia coronaria direccional (ACD) es una técnica en la que un catéter
con una pequefia cuchilla mecéanica recorta la placa aterosclerotica de las arterias y la
acumula en una camara recolectora. La placa se extrae de la arteria al retirar el dispositivo.

c-fos: proto-oncogen que codifica proteinas que en ocasiones se asocian a AP-1 para unirse a
un promotor y regular la expresion de genes.

c-myc: Oncogén que cooperan en la transformacion celular y estan frecuentemente alterados
en cancer, La expresion del gen c-myc depende de factores de crecimiento y se incrementa
con la entrada de las células al ciclo celular. Las alteraciones del gen c-myc se correlacionan
frecuentemente con sobre-expresion de la proteina c-Myc.

CBP/p 300: Complejo coactivador que regula la actividad transcripcional de factores de
transcripcion. CBP y p300 tienen actividad enzimética de acetil transferasa de histonas y
pueden relacionarse en forma estable o transitoria con un gran ndmero de factores
transcripcionales, incluyendo el receptor esteroideo. Ademas, el CBP forma un complejo

estable con la RNA polimerasa Il.
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Cinasas de adhesion focal (FAK): Tirosino cinasa citoplasmica presente en las uniones
matriz-célula (adhesion focal) en asociacion con las colas citoplasmicas de integrinas.

Cinasa dependiente de ciclina (cdk2): Es un miembro de las cinasas dependientes de ciclinas
implicadas en el control del ciclo celular eucariético. Cada fase del ciclo es caracterizada por
la expresion de diferentes complejos CDK-ciclina que fosforilan y regulan los sustratos
corriente arriba. Para tener actividad, CDK2 requiere de la asociacion con una ciclina y la
fosforilacion por una cinasa activadora de CDK (CAK) en una treonina conservada (T160).

Citocinas: Proteina sintetizada por las células moduladoras de la inflamacién (linfocitos,
monocitos, macrofagos, neutréfilos) que regula y en general aumenta la respuesta
inflamatoria. El factor de necrosis tumoral (TNF) y la interleucina-1 (IL-1) son dos de las
mas importantes.

Colagenasas: Las colagenasas son enzimas que degradan colageno. En el caso del colageno
tipo I, 11y 111, son degradados por una familia de colagenasa, mientras los tipos 111 'y IV son
degradados por otra familia de colagenasas. Las colagenasas presentes en vertebrados
contienen zinc y requieren iénes de calcio para su actividad. Los fibroblastos son la fuente
principal de colagenasas aunque otras células, entre ellas los macréfagos, las células
epiteliales y las células del endotelio vascular las producen.

Colageno: Proteina fibrosa rica en glicina y prolina, es el mayor componente de la matriz
extracelular y tejidos conectivos. Existe en muchas formas: Tipo I, es el mas comun presente
en piel, tendones y hueso; tipo Il presente en cartilago; tipo 1V presente en la ldmina basal.

Elastocalcinosis: Es un término que se emplea para la pérdida de elasticidad y calcificacion
de las arterias.

Elastina: Proteina hidrofobica que forma fibras extensivas extracelulares (fibras elasticas) que
le hacen al tejido estrecho y resistente.

Especies reactivas de oxigeno: Son compuestos quimicos que contienen oxigeno altamente
reactivo; algunas de las especies mas importantes son los radicales libres capaces de existir
independientemente con uno o0 mas electrones no apareados en su ultimo orbital, los cuales,
reaccionan con otras moléculas y captan sus electrones, modificandolas.

Estroma: Es la armazdn o trama de un tejidoT, que sirve para sostener entre sus mallas los

elementos celulares. Del griego stor-/ster [(extenderse (strdma tapiz) (sternon esternon)] +

ma (gr.).
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Estromelisina: Es una metaloproteasa secretada por macréfagos, que degrada matriz
extracelular.

Ets 1: Ets-1 es un factor de transcripcion implicado en muchos procesos fundamentales del
desarrollo y la diferenciacion celular.

F11/contactina: Contactina/F11 (presente en pollo) es una molécula de adhesion celular
neuronal de la superfamilia de immunoglobulina, compuesta de 6 dominios de Ig C2 y 4
repeticiones de fibronectina tipo 111 (FN-III). Es muy importante en la formacién de vias
axonales en el desarrollo del embrion.

Factor de crecimiento: Molécula sefial polipeptidica extracelular que puede estimular una
célula para crecer o proliferar. Por ejemplo, factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF), factor de crecimiento epidermal (EGF), Factor de crecimiento insulinico tipo 1
(IGF-1).

Factor de crecimiento transformante g (TGF-B): Es un péptido multifuncional que controla
la proliferacion, diferenciacion, y otras funciones en muchos tipos celulares. TGF-p actua
sinergisticamente con el TGFa. para inducir la transformacion. Este también act(ia como un
factor de crecimiento autocrino negativo. La desregulacién de la activacion y sefializacion de
TGF-B puede resultar en apoptosis. Muchas células sintetizan TGF-p y todas tienen
receptores especificos para este péptido. TGFp1, TGFB2, y TGFB3 funcionan a través del
mismo receptor en el sistema de sefializacion.

Factor de necrosis tumoral o (TNFa): Es una citocina, se expresa en macrofagos y
monocitos, y modula la expresion génica de varios factores crecimiento y citocinas; en
linfocitos T y B, modula factores de transcripcion, receptores de superficie celular; en
Neutrofilos, modula las defensas del huésped; en Células endoteliales, modula el
crecimiento tumoral, estimula la produccion hepatica de proteinas de fase aguda y pirdgeno
enddgeno.

Factor de transcripcion de respuesta temprana al crecimiento (Krox-24/EGR-1): EGR1
es un gen de respuesta al crecimiento temprano que proyecta una induccién cinética en
fibroblastos, células epiteliales y linfocitos similar a FOS, seguida de una estimulacién
mitogeénica.

Factor estimulante de colonias de macroéfagos (M-CSF): Los factores estimulantes de

colonias son proteinas necesarias para la sobrevivencia, proliferacion, y diferenciacion de
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células progenitoras hematopoyéticas. Los factores estimulantes de colonias son llamados
por las células a las cuales estimulan.

Factor nuclear 1: El factor nuclear I es un dimero de 47-kD de union al DNA, reconoce la
secuencia TGG(C/A)N(5)GCCAA, presente en los genomas de virus de DNA y en el
genoma humano. El factor nuclear lestimula la iniciacion de la replicacion de DNA en
adenovirus in vitro y es capaz de estimular la transcripcion de genes en cooperacion con
otros factores, como el receptor de estrogeno.

Factor nuclear kB (NF-kB): Es un factor de transcripcion, codificado por el oncogén rel. Es
un dimero de dos subunidades, p65 y p50, anclados en el citoplasma a través de un
regulador, I-xB, el cual al fosforilarse se degrada y libera a NF-xB, que entra en el nicleo y
activa la transcripcion de los genes blanco cuyo promotor o potenciadores contiene el motif
kB. NF-xB es uno de los factores de transcripcion mas pleiotrdpicos.

Factor tisular: EIl factor tisular tiene una estructura tipica de receptor de membrana. Consta
de 263 aminoacidos, de los cuales 219 estan fuera de la célula, 23 son transmembrana y 21
de anclaje citoplasmico. El agonista de este "receptor” es el factor VII. EI FT es una
lipoproteina integrante de diversas membranas celulares y entre ellas, de la célula endotelial
y los monocitos. En situacién basal es poca la proporcién de FT expuesto a la circulacion,
pero por la accion de pequefios estimulos fisicos o quimicos (citocinas, inmunocomplejos,
endotoxinas, interleucina-1, etc.) favorece su expresion lo que sugiere su participacion en los
procesos inflamatorios y trombogénicos.

Factor Von Willebrand (FVW): es una proteina sintetizada y liberada por la célula
endotelial y los megacariocitos. Su funcion consiste en formar puentes de union entre el
coldgeno o moléculas del subendotelio con los receptores de membrana plaquetaria
(glicoproteinas). EI FVW promueve el fendmeno de adhesion plaquetaria al fomentar la
union de proteinas adhesivas a la glicoproteina Ib -el primer receptor de membrana descrito
en las plaquetas y también propicia la union del fibrindgeno y la fibronectina a la
glicoproteina Ilb-111,, receptor que promueve la agregacion plaquetaria. EI FVW actda como
proteina transportadora del FVI11, aparentemente favoreciendo su estabilizacion.

Fibras de colageno: Estructura extracelular formada por un conjunto entre si de subunidades
de colageno fibrilar secretado. Un constituyente abundante de matriz extracelular en muchos

tejidos animales.
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Fibrinogeno: EIl fibrindgeno es una glicoproteina plasmatica sintetizada en el higado. Esta
compuesta de 3 subunidades estructuralmente diferentes: alfa (FGA), beta (FGB), y gama
(FGG).

Fibronectina: Proteina de matriz extracelular involucrada en la adhesion de células a la matriz
y la guia de células migratorias durante la embriogénesis. Las integrinas en la superficie
celular son los receptores para fibronectina.

Fos/Jun: Proto-oncogenes, involucrados en la regulacion de la proliferacion celular, que
pueden ser convertidos en oncogenes mediante una mutacion.

Fosfatasa alcalina: La fosfatasa alcalina es una enzima que se encuentra en todos los tejidos.
Las mediciones de fosfatasa alcalina en suero pueden ser andmalas en muchas condiciones
que incluyen la enfermedad 6sea y la enfermedad hepéatica. También se eleva en algunas
circunstancias normales (por ejemplo, durante el crecimiento normal del hueso) o como
respuesta a diversas drogas.

Genes homeoticos: Genes implicados en la regulacion del desarrollo del embrion. Son genes
que se han definido por mutaciones, los cuales convierten una parte corporal en otra.

Genes Pair-rule: Genes de segmentacién, cuya mutacion causan deleciones que afectan los
segmentos alternados, resultando en un embrién con la mitad de los segmentos usuales.
Dentro de los genes mutados se encuentran even-skipped, fushi tarazu y hairy.

Glicoproteina Ib: La glicoproteina 1b es una glicoproteina de superficie de membrana de las
plaquetas, que funciona como un receptor para el factor von Willebrand. La primer porcion
del receptor es un heterodimero compuesto de 2 cadenas polipeptidicas, una cadena alfa y
una beta unidas con puentes disulfuro.

Glicosaminoglicanos: Cadena de polisacaridos presentes en la matriz extracelular. Puede
estar solo o unido a otro para formar proteoglicanos.

Glucocorticoides: Hormonas corporales que son liberadas durante el ejercicio o como
respuesta a sefiales del higado para incrementar la produccion de glucosa a partir de
aminoacidos y otras moléculas pequefias.

Hexabraquion: Gen que codifica para Tenascina C, fue localizado en el cromosoma 9 brazo q
32-34 por Gulcher y cols. (1990) y Rocchi y cols. (1991). Gulcher y cols. (1991) reporto el
gen con una region codificadora de 80 KD con 27 exones separados por 26 intrones. Niesy

cols. (1991) la expresan como una proteina de 2, 203 amino acidos y como un arreglo lineal
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de dominios reafirmados discretos. Un dominio con 210 amino &cidos con el extremo
carboxi-terminal similar al de fibrindgeno.

Homeodominios (proteinas homeoticas): Es una secuencia presente en el DNA que codifica
un dominio de 60 aa presente en las proteinas de muchos o casi todos los eucariotas, puede
estar combinada con otras secuencias motif del DNA. Por ejemplo POU, situado corriente
arriba del motif de homeodominio. Las proteinas homedticas se caracterizan por tener un
dominio conservado de helice-vuelta-helice.

Homocisteinemia: Incremento en la homocisteina (aminoacido), por arriba de 15 umol/l. La
homocisteina es un factor de dafio vascular, ya que es auto-oxidable.

Inmunoglobulinas (1g): Molécula de anticuerpo. Principalmente de vertebrados, son 5 clases,
IgA. IgD, IgE, IgG e IgM, cada una con una funcion diferente en la respuesta inmune.

Interferon gama (IFN-y): citocina secretada por ciertos tipos de células T después de la
activacion, las cuales incrementan la respuesta anti-viral y la activacion de macrofagos.

Interleucina 1 (IL-1): Se expresa en monocitos y macréfagos, estimula la proliferacion de
linfocitos T y B; en neutrofilos, aumenta la expresion del receptor 1L-2; en Linfocitos T y B,
activa células NK; en fibroblastos, activa células endoteliales; en células musculares lisas,
induce respuestas de fase aguda; en Células endoteliales, actia como pirégeno enddgeno,
tiene una gran variedad de efectos sobre el sistema nervioso, central y el sistema endocrino.

Interleucina 4 (IL-4): La expresion en Linfocitos T (Th2), modula las funciones de los
macrdfagos; en eosinofilos, interviene en la diferenciacion de las células T; en basofilos,
induce la produccién de IgE, regula la adhesion endotelial, e inhibe la produccion de TFN-y,
IL-1p, IL-6, ICAM-1y NO.

Interleucina 6 (IL-6): En monocitos, induce el ciclo de células progenitoras primitivas
hematopoyéticas; en neutréfilos, estimula la maduracion de megacariocitos y la produccion
de plaquetas; en eosindfilos, estimula el crecimiento y maduracién de linfocitos; en
linfocitos T y B, estimula la produccion hepatica de proteinas de fase aguda; en fibroblastos,
actla como pirégeno enddgeno; en hepatocitos y células endoteliales, no se conoce su
funcion.

Interleucina 10 (IL-10): Se expresa en macrofagos, suprime la actividad funcional de los

macrofagos; en linfocitos T y B, inhibe la produccion de citocinas proinflamatorias por parte
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de monocitos y macrofagos, aumenta la proliferacion de linfocitos B y la secrecion de
inmunoglobulinas.

Quimocinas (MCP-1; Proteina 1 quimiatractante de monocitos, MCSF): Son atrayentes
quimiotacticos presentes en la superficie endotelial de la superficie vascular en el sitio de
inflamacidn. Estimulan los globulos blancos para migrar dentro del tejido dafiado.

Laminina: Proteina de matriz extrcelular localizada en la lamina basal, donde forma una red
en forma de lamina.

Lipoproteina a (LP [a]): Es la principal lipoproteina de las HDL y es relativamente
abundante en plasma con una concentracion de 1.0-1.5 mg/ml. Es una sola cadena
polipeptidica. La LP [a] promueve el eflujo de colesterol de las células.

Metastasis: Propagacion de células cancerigenas de su sitio de origen a otro sitio del cuerpo.

Molécula de adhesién intercelular 1(ICAML): Es un ligandos para los antigenos asociados a
la funcion linfocitica.

Morfogen: Molécula sefial que puede imponer un patron en un campo de células haciendo que
las células adopten diferentes fases en diferentes lugares.

NO (Oxido nitrico): También denominado mondxido de nitrégeno. Desde los trabajos de
Moncada se le ha podido identificar por factor relajante derivado del endotelio, un radical
libre muy activo que actia como neurotransmisor, vasodilatador antiagregante plaquetario,
miocardiodepresor, neurotdxico e infinidad de acciones fisioldgicas y patoldgicas en el
organismo. Se sintetiza a partir del L-arginina a través de la NOS, que convierte L-arginina y
oxigeno en NO y L-citrulina. En el sistema vascular, actta como inhibidor de crecimiento y
migracion celular, expresion de moléculas proinflamatorias y adhesion.

NOS: Oxido nitrico sintasa |. Convierte L-arginina y oxigeno en NO y L-citrulina. NOS se
expresa en macrofago y células inflamatorias y puede ser inducida por IL1, IL6, TNF y
factores de crecimiento.

NOSe (Oxido nitrico sintasa I11): costitutiva de células endoteliales, se expresa en condiciones
normales.

Paraoxonasa: Esterasa acarreada en las HDLs capaz de degradar ciertos fosfolipidos
oxidados biol6gicamente activos.

Proteina C reactiva: Reacciona con receptores de la superficie celular, facilitando la

opsonizacién y fagocitosis. Asimismo, activa la via clasica del complemento, se liga a
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fragmentos de cromatina, inhibe el crecimiento de células tumorales y su diseminacion
metastasica y, finalmente, modula las funciones celulares de los polimorfonucleados.

Reestenosis: Formacion de estenosis después de la eliminacién de la misma.

RhoA: La familia Rho de pequeiias GTPasas (RhoA, Rac-1, y Cdc42) controlan la
organizacion y el ensamblaje del citoesqueleto de actina y complejos de adhesion asociados.
Las Rho GTPasas también regulan la transduccion de cascadas de sefializacion que activan a
diferentes factores de transcripcion en forma directa. Se sabe que es estimulado por la IL-1.

Selectinas E Y P: Moléculas de adhesion leucocito endotelial 1, expresadas por células
endoteliales activados por citocinas. Son responsables de la acumulacion de leucocitos en el
sitio de inflamacion para mediar la adhesion de las células al recubrimiento celular. Estas
moleculas exhiben caracteristicas estructurales como la presencia de lectinas y el dominio
similar al factor de crecimiento epidermal seguido de un dominio de repeticion consenso
corto.

Sindican: Es un proteoglicano, tiene una proteina core embebida en la membrana. ElI dominio
extracelular tiene 3 cadenas condroitin sulfato y heparan sulfato. Se localiza en la superficie
de muchos tipos celulares, sirve como receptor de proteinas de matriz extracelular.

Tirosina fosfatasa (Fosfacan/RPTP /B): La fosforilacion de proteinas en residuos tirosina
juegan un papel en la sefalizacién del crecimiento celular, diferenciacién, y transformacion.
Después, la fosforilacion es controlada por el balance entre la accion de las proteinas tirosino
cinasas y proteinas tirosino fosfatasas presentes en la célula. La tirosina fosfatasa zeta
(RPTP £) es una proteina transmembrana con 2 dominios citoplasmaticos de fosfo-tirisin-
fosfatasa y dominios de 1,616-amino acidos extracelules.

VE-caderinas: Las Caderinas son proteinas adhesivas calcium-dependendientes que median
la interaccion célula a célula. Son una familia de receptores involucrados en la organizacion
funcional y estructural de las células en varios tejidos. Dentro de los miembros se encuentran
la caderina epithelial (E-caderina), la caderina neural (N-caderin), la caderina placental (P-
caderin), la caderina muscular (M-caderin), y la caderina vascular endotelial (VE-caderin, o
CDH5). Cada tipo de caderina tiene un unico patrén de distribucion en el tejido. La
expresion no es restrinjida a 1 tipo celular, pueden presentarse mas de 1 caderina en la

superficie de una célula particular. Sin embargo solo la VE-caderina es expresada
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especificamente en las células endoteliales. La VE-caderina esta asociada con uniones
intercelulares, donde N-caderina permanece difundida en las membranas celulares.
Versican: Se expresa en fibroblastos, queratinocitos, células de muasculo liso vascular, cerebro
y células mesangiales del rifion. Contiene 12-15 cadenas de Condroitin Sulfato. El gen en
humanos consiste de 15 exones. Tiene un dominio similar al EGF, lectina y a la proteina
reguladora complementaria en el extremo C-terminal de la proteina central. Por la presencia
de estos dominios se sugiere que participa en interacciones célula-célula y célula-matriz,
pudiendo unirse a manosa, galactosa, fucosa y N-acetilglucosamina en una forma
dependiente de calcio. EI dominio similar al EGF se une a fibulina-1, una glicoproteina
extracelular que incrementa su expresion en los tejidos cuando se expresa Versican.
Vitronectina: Es una glicoproteina cuyo peso molecular es de 78 000 daltons y posee una
concentracion plasmatica entre 0,25 y 0,45 mg/mL. Sus principales acciones son: promover
la adhesion plaquetaria y modular el sistema de complemento. La vitronectina actia como
activadora de la coagulacion a través de su accion inactivadora de algunos inhibidores de

enzimas de la coagulacion sanguinea.



