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1. INTRODUCCION
1.1 El endotelio. Caracteristicas de las células endoteliales y funcion.

El endotelio es un tipo de epitelio plano simple que recubre el interior de todos los vasos
sanguineos. Actualmente ha dejado de considerarse como mera barrera que intercambia
nutrientes y desechos entre la sangre y los tejidos para pasar a ser considerado un 6rgano vital,
ya que de su correcto funcionamiento depende la fisiologia vascular. Su disfuncion puede ser
causa de diversas patologias, como la ceguera asociada a diabetes, artritis reumatoide, psoriasis,
sepsis, sindrome urémico hemolitico, purpura trombdtico trombocitopénico, hipertension,
arterioesclerosis y trombosis (Goligorsky, 2000; Gresele y col., 2010; Hack y Zeerleder, 2001;

Jones y col, 2001), ademas de contribuir al mal prondstico del cancer.

Células Endoteliales

Vaso sanguineo

Figura 1. Representacion esquematica del endotelio. Las observaciones clinicas, patoldgicas y
experimentales de la fisiologia vascular apoyan un papel fundamental de la célula endotelial en el
mantenimiento de la homeostasis vascular y apuntan a su disfuncion como base para el desarrollo de
enfermedades.

La célula endotelial es el punto critico en el que los diversos estimulos fisioldégicos son
integrados y transducidos, y participa activamente en la regulacion de la permeabilidad selectiva,
asi como en la coagulacion sanguinea y en el reclutamiento (homing) de las células inmunes a
sitios especificos del organismo (Cleaver y Melton, 2003). Su fenotipo puede variar en respuesta
a multitud de estimulos, como son el estrés de flujo laminar, que induce factores como la sintasa
endotelial de 6xido nitrico (eNOS) y la trombomodulina, con propiedades antitromboticas,
antiadhesivas y antiinflamatorias (Bergh y col., 2009). De modo contrapuesto, citoquinas
proinflamatorias, el flujo turbulento o los productos de glicosilacion avanzada de pacientes

diabéticos, pueden convertir el endotelio en disfuncional, al disminuirse la expresion de eNOS



(Wautier y Schmidt, 2004), aumentar los niveles del receptor VCAM-1 (Vascular Cell-Adhesion

Molecule 1) y observarse un fenotipo procoagulante (Gimbrone y col., 2000).

1.2 La superfamilia del TGF-p y la fisiopatologia vascular

El factor de crecimiento transformante tipo B (TGF-P) es el prototipo de una gran superfamilia
de citoquinas conservadas a lo largo de la evolucion. Hasta la fecha, mas de sesenta miembros de
la superfamilia han sido identificados en el genoma de multiples organismos, y entre treinta y
cuarenta se han hallado en el genoma humano. De entre los miembros que se han encontrado
expresados como proteinas en humanos, se incluyen tres isoformas de TGF-p (TGF-B1, B2, B3),
cinco activinas y al menos ocho proteinas morfogenéticas del hueso (BMPs) (Schmierer y Hill,
2007), ademas de inhibinas, hormona anti miilleriana (AMH, anti-Mullerian Hormone, también
llamada MIS 6 Sustancia Inhibidora Miilleriana), proteinas tipo nodales, miostatinas y proteinas
osteogénicas (Massague y col., 2005; Roberts y Sporn, 1993). Todos ellos son polipéptidos que
se sintetizan en la célula como precursores proteicos en forma dimérica y posteriormente son
procesados por proteasas y secretados al medio extracelular para activar respuestas celulares
durante procesos de crecimiento y diferenciacion (ten Dijke y Arthur, 2007). Son importantes
durante el desarrollo embrionario y, en el organismo adulto, regulan homeostasis tisular y estan
frecuentemente implicados en diversas condiciones patoldgicas (Goumans y Mummery, 2000;

Piek y col., 1999).

La importancia vital que la sefializaciéon mediada por el TGF-f tiene en la biologia endotelial se
puso de manifiesto tras la identificacion de diversas patologias vasculares causadas por la
presencia de mutaciones en los genes de receptores de TGF-B (Gallione y col., 2004; Johnson y
col., 1996, McAllister y col., 1994; Santibafiez y col., 2011). Ademas, estudios sobre otras
patologias cardiovasculares como el sindrome de Marfan y la preclampsia, desvelan Ia
importancia de la regulacion de la disponibilidad de isoformas activas de TGF- en el medio
extracelular. Mutaciones en las proteinas implicadas en la activacion del propéptido, asi como en
proteinas de anclaje presentes en la matriz extracelular, dan lugar a estos y otros sindromes
cardiovasculares (ten Dijke y Arthur, 2007; Santibafiez y col., 2011). En paralelo a esas
observaciones sobre la patologia humana, los estudios genéticos en ratones han revelado el papel
central que el TGF-P tiene durante la angiogénesis ya que, en ausencia de dichos receptores, la
angiogénesis del saco vitelino no se produce con normalidad y se bloquea en estadios tempranos

con fatales consecuencias para el embrion (Goumans y Mummery, 2000).



Los miembros de la superfamilia del TGF-f llevan a cabo sus acciones mediante la union a un
complejo receptor que consta de dos receptores (tipo I y tipo II) con actividad Ser/Thr-quinasa.
Hay seis receptores tipo II (RII) y siete receptores tipo I (RI) descritos hasta la fecha en
mamiferos (Schmierer y Hill, 2007; Santibafiez y col., 2011). En el caso del TGF-p, el receptor
tipo II es el TPRII y el receptor tipo I es TBRI/ALKS (Activin receptor-like kinase-5). En las
células endoteliales, el TGF-$ puede sefializar, ademas de por ALKS, por ALK1, ya que ambos

receptores tipo I se coexpresan en este tipo celular (Goumans y col., 2002; Oh y col., 2000).

El acceso del TGF-f a los receptores tipo I y II esta regulado por su unidn a proteinas solubles
del medio extracelular y por la modulacion llevada a cabo por los correceptores o receptores tipo
[T (TPRII) accesorios, endoglina y betaglicano (ten Dijke y Arthur, 2007; ten Dijke y col.,
2008; Bernabeu y col., 2009).

Cuando el TGF- circulante se une al dimero de membrana TPRII (que esta constitutivamente
activado por auto-fosforilacion en residuos Ser-Thr), el dimero TPRI es reclutado al complejo y
fosforilado por TPRII en residuos Ser especificos en la region yuxtamembrana. A su vez, el
correceptor (TPRIII, endoglina o betaglicano) se une a ellos y el complejo activo transduce la
sefial hacia el interior de la célula mediante las Smads (Sma and Mad-related). Las Smads
reguladas por receptor (R-Smads) se encuentran en estado basal asociadas a la tubulina de los
microtubulos y en las cercanias de la membrana gracias a su interaccion con ciertas proteinas de
anclaje (Fig. 2). Existen proteinas que regulan negativamente la sefalizacion de la via. Las I-
Smads, son inducidas por miembros de la propia superfamilia del TGFp, entre otros factores, e
interaccionan con los receptores o compiten con las R-Smads por su union con la Co-Smad. Se
produce asi un mecanismo de retroalimentacién negativa de la propia ruta de sefializacion que
sirve como mecanismo autorregulador (Figura 2). Otras proteinas, como las ubiquitin ligasas
Smurfl y 2, se unen a las R-Smads tras su salida del nucleo y las dirigen a la ruta de degradacion

del proteasoma (Zhu et al., 1999).



Endoglina

Co-Smad

Figura 2. Ruta de sefializacion de TGF-§ en la célula endotelial. La cascada de sefializacion comienza
con la llegada del ligando, TGF-f, a la membrana de la célula endotelial. Se une al receptor tipo Il que
esta constitutivamente fosforilado en residuos de Ser/Thr, recluta al receptor tipo I (ALK1) y lo fosforila
activandolo. El complejo se une al co-receptor endoglina y el receptor tipo I fosforila a las Smads
reguladoras, que heteromerizan entre si para unirse a la Smad cooperadora Smad4. Esta asociacion
heterodimérica de proteinas Smad se transloca al nucleo donde se unen a sus elementos de respuesta
diana modulando su transcripcion. Los efectos implican proliferacion celular, migracion, degradacion de
matriz extracelular e invasion, de tal modo que favorecen la angiogénesis. Modificado de Fernandez-L y
col., 2006.

1.3 Endoglina, un co-receptor de TGF-§

Una de las proteinas presentes en la membrana de la célula endotelial es endoglina, también
conocida como CD105. Endoglina es una glicoproteina transmembrana de tipo I con una gran
region extracelular y un pequefio tallo citoplasmico que se encuentra constitutivamente
fosforilado (Gougos y Letarte, 1990; Lastres y col., 1994). A pesar de la ausencia de datos
cristalograficos, se conocen bastante bien algunos detalles de la estructura de endoglina (Figura
3). Posee un peso molecular de 180 kDa, siendo sintetizada por la célula en forma de monomeros
de 90 kDa, los cuales homodimerizan por puentes disulfuro en su region extracelular, la cual
tiene un alto contenido en cisteinas. En su secuencia, los primeros 25 residuos constituyen un

corto péptido sefial (desde la metionina 1 hasta la alanina 25), rico en leucinas, que dirige a la



proteina a través del reticulo endoplasmatico y aparato de Golgi hasta la membrana plasmatica

donde finalmente es eliminado.
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Figura 3. Representacion esquematica del dimero de endoglina. EC, region extracelular; S-S, puente
disulfuro; TM, secuencia transmembrana; CIT, tallo citoplasmico. RGD, tripéptido Arg399-Gly400-
Asp401, implicado en adhesion celular; ZP, dominio estructural conservado denominado zona pelucida,
con 8 residuos de cisteina conservados, probablemente involucrado en interacciones proteina-proteina.

De los 561 aminoacidos que integran el dominio extracelular, destaca la presencia de un
tripéptido Arg399-Gly400-Asp401 (RGD), posiblemente implicado en adhesion celular, y un
dominio estructural conservado denominado zona peltcida (ZP), probablemente involucrado en
interacciones proteina-proteina. A continuacién, hay una regiéon transmembrana de 25
aminoacidos, rica en residuos hidrofébicos, y un pequefio tallo citoplasmico que consta de 47
aminoacidos, rico en serinas y treoninas susceptibles de ser fosforiladas. En el extremo N
terminal hay un gran dominio que contiene los residuos de aminoacidos Glu26-I1e359. Este
fragmento no presenta ninguna homologia significativa con las demas familias y dominios de

proteinas, por lo que se le ha llamado dominio "huérfano" (Fig. 3).



Han sido identificadas dos variantes generadas por ayuste (splicing) alternativo. Asi, se puede
originar una isoforma minoritaria de endoglina, denominada endoglina-S, con la tinica diferencia
frente a la isoforma mayoritaria (endoglina-L), de que el tallo citoplasmico consta tan s6lo de 14
aminoacidos. Esta endoglina-S se origina por la aparicion de un codén de parada prematuro en el
marco de lectura como consecuencia de la no eliminacion de un pequefo intron de 135

nucleodtidos entre los exones 13 y 14 (Fig. 4).
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Figura 4. Ayuste alternativo en el RNA primario de endoglina. Si no se elimina el pequefio intron de
135 pares de bases entre los exones E13 y E14 la traduccion se detiene en el primer codon de parada (),
originandose la isoforma corta endoglina-S. En el caso de que si se elimine, la traduccidon continua hasta
el segundo codon de parada en el exén E14 (}), dando lugar a la isoforma larga endoglina-L. Ambos
RNA maduros contienen la misma sefial de poliadenilacién en el extremo 3’ de la secuencia. La secuencia
de aminoacidos de ambas isoformas se detalla en la parte inferior.

Mientras que la funcion de la endoglina larga ha sido ampliamente documentada, el papel que
desempeniaria esta isoforma corta de endoglina esta ain poco estudiado (Bernabeu y col., 2007;
Blanco y col., 2008). Endoglina posee oligosacaridos unidos a las cadenas polipeptidicas a través
de enlaces N-Asn y O-Ser/Thr, que constituyen aproximadamente el 20% del peso total de la
glicoproteina (Gougos y Letarte, 1988). El dominio citoplasmico de endoglina es rico en
residuos de serina y treonina y se encuentra constitutivamente fosforilado por los receptores de
TGF-B, aunque no se descarta la posible implicacion de otras quinasas (Guerrero-Esteo y col.,

2002).
1.3.1 Expresion y localizacion celular de endoglina

La expresion de endoglina es predominantemente endotelial, considerandose actualmente
marcador especifico de este linaje celular, en el que sus niveles de expresion son elevados,

incrementandose en células que proliferan activamente en cultivo, en zonas de angiogénesis, en



regiones donde se ha producido dafio en la pared vascular, en el endotelio de algunas patologias
de la piel, en enfermedades autoinmunes y en el endotelio capilar angiogénico de carcinomas y
angiosarcomas (Duff y col., 2003; Fonsatti y col., 2010; Lopez-Novoa y Bernabeu, 2010). En
relacion con el sistema vascular, endoglina no s6lo se expresa en la célula endotelial, sino
también en otras células que participan en el mantenimiento de la estructura y funcién de los
vasos sanguineos como son los fibroblastos del estroma perivascular (Matsubara y col., 2000),
células musculares lisas que rodean a los vasos, y sincitiotrofoblastos de placenta (Gougos y col.,
1992; Lopez-Novoa y Bernabeu, 2010), siendo su expresion algo menor que en la célula
endotelial, considerada la localizacion mas especifica de esta glicoproteina. Ademads, se ha
descrito la expresion de endoglina en células de origen hematopoyético, como precursores de
células B (Zhang y col., 1996), proeritroblastos (Buhring y col., 1991), macréfagos (Lastres y
col., 1992; O'Connell y col., 1992) y células estromales de la médula 6sea (St-Jacques y col.,
1994; Rokhlin y col., 1995; Robledo y col., 1996). También se expresa en fibroblastos (St-
Jacques y col., 1994; Raab y col., 1999; Guerrero-Esteo y col., 1999), células de musculo liso
vascular (Adam y col., 1998), condrocitos del cartilago (Parker y col., 2003), células mesangiales
de rifidon (Rodriguez-Barbero y col., 2001; Diez-Marques y col., 2002), células estrelladas de
higado (Meurer y col., 2005) y también en ciertos tumores como melanoma (Altomonte y col.,

1996; Bodey y col., 1998) o cancer de prostata (Liu y col., 2002).

1.3.2 Funciones de endoglina en el endotelio vascular

Endoglina es un receptor auxiliar de TGF-B. Su capacidad para unir ligandos se estudid
inicialmente mediante ensayos de afinidad y entrecruzamiento en células endoteliales,
demostrandose que podia unir las isoformas 1 y 3 del TGF-B con alta afinidad, pero no unia la
isoforma 2 (Cheifetz y col., 1992). Estudios posteriores demostraron que era capaz de
interaccionar con los receptores sefializadores TGF-BR-II y TGF-B-RI (ALK-1 y ALK-5) unidos
a TGF-B e incluso en ausencia de ligando (Lastres y col., 1996; Guerrero-Esteo y col., 2002;
Bernabeu y col., 2007). Endoglina tiene en comun con betaglicano (receptor tipo III de TGF-p),
que es un receptor accesorio dentro del complejo receptor para ligandos de la superfamilia del
TGF-B. Aunque endoglina no une el ligando TGF-B1 por si misma, si lo hace por asociacién con
el receptor tipo II. Endoglina permite la unién de TGF-B1 y TGF-B3, pero no de TGF-B2 por los
receptores tipo Il y tipo I (ALK-5 ubicuo y ALK-1 en endotelio). La cascada de sefalizacion del
sistema TGF-B, se esquematiza en la Fig. 2. Endoglina interacciona también con activina-A, y

con BMP-7 y BMP-2, en presencia de sus receptores sefializadores, ALK-3 y ALK-6,



respectivamente, y es capaz de unir directamente BMP-9 y 10 (Cheifetz y col., 1992; Barbara y
col., 1999; Scharpfenecker y col., 2007; Letamendia y col., 1998; Castonguay y col., 2011; Alty
col., 2012). Endoglina es capaz de inhibir algunas de las respuestas celulares a TGF-3 mejor
conocidas, como son la proliferacion celular, el aumento en la produccion de proteinas de la
matriz extracelular y la inhibicion de la migracion y tubulogénesis de células endoteliales (Diez-
Marques y col., 2002; Lastres y col., 1996). Sin embargo, se desconoce el mecanismo molecular
subyacente en detalle. Se ha sugerido que endoglina podria modular las respuestas celulares a
TGF-B mediante la interaccion directa con los receptores sefializadores, si bien, no parece afectar
a la formacion de los complejos TRBR-II/TBR-I (Barbara y col., 1999). Asi, endoglina actuaria
regulando o el acceso del ligando al complejo receptor, a nivel extracelular, o bien la actividad

quinasa catalitica de los receptores sefnalizadores, por su interaccion citoplasmica.

Otra de las funciones atribuidas a endoglina es su implicacion en el control del tono vascular. Por
un lado, se observo que los ratones heterocigotos para el gen de endoglina tenian una menor
capacidad de respuesta al estimulo vasodilatador de acetilcolina o bradiquinina. Ademas, estos
ratones, también denominados Eng'"”, tenian una menor cantidad de metabolitos del 6xido
nitrico en plasma y orina, debido a que los niveles de eNOS estaban también reducidos (Jerkic y
col., 2004). También se ha demostrado que endoglina es capaz de asociarse con eNOS en unos
microdominios de la membrana plasmatica denominados caveolas, donde estabiliza el complejo
con la proteina reguladora Hsp90, potenciadora de su actividad catalitica (Toporsian y col.,
2005). Por otro lado, se ha estudiado el papel que endoglina juega en la organizacion del
citoesqueleto celular. Como resultado de una busqueda de ligandos para su region citoplasmica
mediante el método del doble hibrido en levaduras, se obtuvo que esos 47 residuos citoplasmicos
de endoglina eran capaces de interaccionar con Zyxin y ZRP-1 (Zyxin-Related Protein-1; o
también TRIP6, Thyroid Receptor Interacting Protein-6), dos miembros de una familia de
proteinas que regula la reorganizacion de actina y la movilidad celular. Asi, endoglina es capaz
de controlar la migracion y la composicion de las adhesiones focales por interaccionar con zyxin
y de organizar las fibras del citoesqueleto de F-actina, por medio de ZRP-1 (Sanz-Rodriguez y

col., 2004; Conley y col., 2004).
1.3.3 Endoglina y la Telangiectasia Hemorragica Hereditaria

Hace mas de 100 afios que se describid una patologia vascular caracterizada por la presencia de
telangiectasias (dilatacion anormal de los vasos sanguineos) y episodios de epistaxis (sangrados

nasales) espontaneos y recurrentes denominada sindrome de Rendu-Osler-Webber, debido a que



fue descrita por tres diferentes autores, H. J. L. M. Rendu (1896), W. Osler (1901) y F. P.
Webber (1907). También denominada actualmente Telangiectasia Hemorragica Hereditaria
(HHT, Hereditary Haemorrhagic Telangiectasia) (Fuchizaki y col., 2003; Hanes, 1909), se
caracteriza ademas por sangrados gastricos y malformaciones arteriovenosas en higado, cerebro
y pulmon que dan lugar a la pérdida localizada de la red capilar, originando una conexion directa

entre arterias y venas.

Actualmente es considerada como una enfermedad rara ya que su prevalencia es de 1:8.000
(Govani y Shovlin, 2009; Shovlin, 2010). El diagndstico de esta patologia se lleva a cabo
teniendo en cuenta unos parametros clinicos, denominados criterios de Curagao (Shovlin y col.,
2000; Faughnan y col., 2011). Ademas, existe el diagnostico genético por secuenciacion de
DNA. En 1994 se reportd por primera vez que pacientes de HHT presentaban mutaciones en un
locus localizado en la region 9q33-q34.1 del cromosoma 9, mediante estudios de ligacion
(McDonald y col., 1994; Shovlin y col., 1994). Independientemente, mediante la técnica de
hibridacion in situ, se demostrd que el gen que codificaba endoglina (ENG) (Fernandez-Ruiz y
col., 1993) mapeaba en esa misma region, lo que permitié demostrar que ENG era de hecho el
gen de la HHT (McAllister y col., 1994). Se estableci6 asi que mutaciones en el gen de
endoglina son las responsables de la HHT tipo 1 (HHT1; OMIM 187300). No obstante, se vid
que la HHT presentaba una heterogeneidad genética y que existian pacientes de HHT sin
mutaciones en endoglina. Posteriormente, mediante ensayos de ligacion genética, se describié un
segundo locus para HHT que mapeaba en la region 12qll1-ql4, cromosoma 12, donde se
localizaba el gen que codifica ALK-1 (ACVRL1) (Johnson y col., 1996). Asi, se establecio el tipo
2 de HHT (HHT2; OMIM 600376). También se han descrito un tercer y cuarto locus situados en
los cromosomas 5 (Cole y col., 2005) y 7 (Bayrak-Toydemir y col., 2006) que serian
responsables de la HHT3 y HHT4 respectivamente, aunque los genes afectados aln se

desconocen.

Los pacientes de HHT son heterocigotos para el gen afectado, proponiéndose un mecanismo de
haploinsuficiencia como causa de la enfermedad (Figura 5). Asi, estudios en ratones modificados
genéticamente para eliminar completamente la expresion (knock-out) de endoglina o ALK-1
mueren a mitad de gestacion (dias 10,5-11,5) debido a defectos angiogénicos, evidentes en el
saco vitelino, y cardiovasculares, en la formacién de las valvulas del corazon (Arthur y col.,
2000; Bourdeau y col., 1999; Li y col., 1999). Por lo tanto, al estar la proteina sana presente en

un 50%, ya que es una enfermedad en heterocigosis, se propone un mecanismo de
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haploinsuficiencia como causa de la enfermedad (Abdalla y Letarte, 2006). Esto quiere decir que
la cantidad de proteina normal sintetizada no es suficiente para realizar las funciones celulares

correctamente.
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de oxigeno
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pistaxis espontaneasy m e 250
recurrentes &= 4
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2-Telangiectasias
mucocutaneas

3-Fistulas en érganos intemos Telangiectasias Epistaxis Fistulas en
drganos internos
4-Historia familiar de HHT
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Figura 5. Bases moleculares y celulares de la Telangiectasia Hemorragica Hereditaria y sintomas
clinicos derivados. A. La HHT es una enfermedad vascular autosomica dominante que se caracteriza por
hemorragias espontaneas y recurrentes. Mutaciones en los genes de ENG o ACVRLI1 son en el 90% de
los casos la base genética de la enfermedad. La haploinsuficiencia de una de estas dos proteinas es la
hipdtesis mas aceptada sobre el mecanismo patogénico. En consecuencia, el balance de la sefializacién de
TGF-B en endotelio se desregula, la pared vascular se vuelve fragil, su citoesqueleto se desestructura, y la
angiogénesis se ve aumentada pero de modo descontrolado, dando vasos de morfologia aberrante y
calibre ensanchado, y perdiéndose la red capilar. B. La aparicidon de estas malformaciones arteriovenosas
tiene como consecuencia un peor intercambio de oxigeno y nutrientes con los tejidos, da lugar a
telangiectasias en piel y mucosas y a fistulas en 6rganos internos (fundamentalmente en cerebro, higado,
pulmén y tracto gastrointestinal). La rotura de estas fragiles estructuras da lugar a los sintomas, que
incluyen sangrados nasales (epistaxis) por rotura debido a la abrasion de la membrana nasal, deteccion de
telangiectasias y fistulas en 6rganos internos e historia familiar.
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En todas las variantes de la enfermedad la base anatomopatoldgica es la misma: Ila
disfuncionalidad de la sefializacion del TGF-B endotelial, que hace que el endotelio no se
desarrolle con normalidad. Por lo tanto, todos los sintomas derivan de malformaciones
arteriovenosas que dan lugar a la pérdida localizada de la red capilar, originando conexion
directa entre arterias y venas (Abdalla y Letarte, 2006; Fernandez y col., 2006; Guttmacher y
col., 1995; Lopez-Novoa y Bernabeu, 2010).

1.3.4 Endoglina soluble y su papel en la patologia humana

Aparte de la endoglina anclada a la membrana celular, se ha detectado una forma soluble
presente en el plasma sanguineo, correspondiente a la region extracelular N-terminal de la
proteina. Endoglina soluble esta presente en niveles reducidos en la poblacion normal, pero esta
aumentada en mujeres embarazadas que padecen preeclampsia, en funcion de la severidad de la
misma (Venkatesha y col., 2006). Otros sindromes en los que aparecen niveles elevados de
endoglina soluble son el cancer de mama metastatico, el cancer de colon, cancer de pulmon, asi
como la leucemia mieloide aguda (AML), la cardiomiopatia dilatada (CMD) vy el infarto de
miocardio (Cruz-Gonzalez y col., 2008; Li y col., 2000; Pérez-Gomez y col., 2007; Bernabeu y
col., 2009; Lopez-Novoa y Bernabeu, 2010).

1.4 Preeclampsia.

La preeclampsia es un sindrome especifico del embarazo que se caracteriza por hipertension y
proteinuria en el tercer trimestre del mismo. Afecta aproximadamente al 0,4%-2,8% de las
embarazadas en paises desarrollados, siendo el porcentaje mucho mayor en el caso de paises en
vias de desarrollo (Levine y col., 2006). La definiciéon adecuada seria el diagnostico de un
embarazo con hipertension asociada (presion diastélica > 90 mmHg) a partir de la semana 20 de
gestacion y con proteinuria (> 300 mg de proteina por dia). Cuando los pacientes sufren
disfuncion del higado, trombocitopenia y hemolisis se le denomina sindrome HELLP (hemolysis,
elevated liver enzymes, low platelet) (Roberts , 1998; Ballegeer y col., 1992). Aunque las
definiciones se centran en los parametros clinicos medidos, la preeclampsia se considera un

desorden multisistémico que puede afectar al cerebro, pulmones, higado y rifion.

1.4.1 Fisiopatologia de la preeclampsia

El factor de inicio de la preeclampsia parece ser la reduccion de la perfusion uteroplacentaria,

secundaria a una anomalia en la invasion de las arterias espirales uterinas por las células
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citotrofoblasticas extravillosas (CTEV), asociada a alteraciones locales del tono vascular (Figura
6), del balance inmunolégico y del estado inflamatorio, algunas veces con predisposicion
genética (Verhaar y Rabelink, 2001). Otras caracteristicas de la preclampsia incluyen, la
disfuncion de la célula endotelial, dislipidemia (especialmente, hipertrigliceridemia),
hiperinsulinemia, hiperleptinemia y desequilibrio entre antioxidantes y prooxidantes, entre otros
(Fisher, 2004; Bowen y col., 2001; Burton y Jauniaux, 2004, Chamy y col., 2006). El endotelio,
como responsable de un numero de funciones fisioldgicas vitales, estd involucrado en la
patogénesis de la preclampsia (Verhaar y Rabelink, 2001). La preeclampsia es una enfermedad
caracterizada por disfuncion generalizada de la célula endotelial, relacionada con varios factores:
acidos grasos, lipoproteinas, perdxido lipidico, TNF-a, productos de degradacion de fibronectina
y fragmentos de microvellosidades de las células sincitiotrofoblasticas. Todos estos factores
juntos provienen de una respuesta inflamatoria intravascular generalizada presente durante el

embarazo, pero exacerbada en la preeclampsia (Merviela y col., 2004).

Célula Células Célula
endotelial - musculares endotelial

i 5,_}'{’ i Arteria espiral .
el |

_..,' > Luz arteriolar ),«* » o ?_.,.,:J),w :

=5 c"“_ct g -;,fa

Célu
trofobléstlcg &

Embarazo normal Hipertensién inducida por el embarazo

Figura 6. Invasion trofoblastica, en el embarazo normal (izquierda) y en la preeclampsia (derecha).
Obsérvese el fallo en la invasion de las células trofoblasticas al endotelio, el mantenimiento de las células
lisas musculares de las arterias espirales y la disminucion de la luz arterial y del flujo sanguineo, en la
preeclampsia.

La decidua es la capa funcional del endometrio gravido y, como su nombre indica, se expulsa
durante el parto. Son células voluminosas con abundante glucdégeno y lipidos. Muchas de estas
células deciduales se modifican en la region del sincitiotrofoblasto del blastocisto y junto con la
sangre materna y secreciones uterinas proporcionan una rica fuente de nutrientes para el
embrion. También protegen los tejidos maternos durante la invasion del sincitiotrofoblasto y

participan en la produccion hormonal. En la preclampsia, la resistencia decidual, més poderosa
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que la invasion trofoblastica, previene a las CTEV de alcanzar las arterias espirales. Las CTEV
invasoras se diferencian anormalmente a sincitiotrofoblastos (células gigantes), que pierden su

poder de penetracion.

Se ha descrito que existe una mayor frecuencia de preeclampsia y de restriccion del crecimiento
intrauterino (RCIU) en nuliparas (75% de los casos); esto puede asociarse con el hecho de que
las arterias colonizadas en un primer embarazo pueden ser invadidas mas facilmente en
embarazos subsiguientes. El papel de las células asesinas naturales (NK) deciduales puede
explicar por qué se facilita una invasion subsiguiente. Ademas, se ha postulado la existencia de
una memoria endometrial de los anticuerpos contra antigenos paternos. La preclampsia ocurre de
manera similar en nuliparas y multiparas que han cambiado de pareja (3,2 y 3%), pero es menor
en multiparas con la misma pareja (1,9%). También se ha observado una mayor frecuencia de
preeclampsia en embarazos en los que se produce donacién de ovocitos, donacidon de esperma o

un largo periodo de anticoncepcion (Walsh, 1985).

1.4.2 Preeclampsia e hipoxia

En la preeclampsia, la segunda invasion trofoblastica no ocurre o es incompleta, se produce
vasoconstriccion uterina, y el ingreso de sangre a los espacios intervellosos es menor (Fig. 6). La
consecuencia es la hipoxia, que provoca la presencia de niveles elevados de especies reactivas de
oxigeno (ROS), con aumento de la peroxidacion lipidica y de la relaciéon tromboxano
A2/prostaciclina (TXA2/PGI2), lo cual acentta la vasoconstriccion y la agregacion de plaquetas,
condicionando la RCIU. Frecuentemente, en esta enfermedad se encuentra trombosis y
depdsitos de fibrina diseminados en la placenta. Ademads, la hipoxia o disminucion de la presion
de oxigeno (pO;) también ocasiona el aumento de endotelina-1 (ET-1) y, en combinacion con la
disminucion de las fuerza mecénicas en la pared vascular, una disminucién de NO en las arterias
espirales del miometrio y la decidua. Esta disminucion de NO parcialmente compensa el efecto

estimulante de ET-1 en la liberacion de NO (Jauniaux y col., 2000).

En mamiferos, el desarrollo de los sistemas cardiovascular, hematopoyético y respiratorio provee
de un medio para capturar oxigeno del ambiente y distribuirlo a todas las células del organismo
para ser utilizado como sustrato necesario en la fosforilacion oxidativa y otras reacciones
bioquimicas esenciales. Una situacion de hipoxia puede provocar el fallo en la generacion de
suficiente ATP que mantenga las funciones celulares esenciales. Por lo tanto, las concentraciones

celulares de oxigeno han de estar finamente reguladas en un rango fisioldgico muy estrecho. La
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concentracion normal de O; a la que estan expuestas las células es de aproximadamente un 20%.
Si un tejido es sometido a una hipoxia crénica debido a una enfermedad genética o bien a una
hipoxia aguda, generalmente producida por una isquemia, puede sufrir alteraciones muy graves
que varian desde la atrofia hasta el infarto o la necrosis del tejido. Para evitarlo, el organismo
dispone de sistemas que detectan el estimulo hipdxico generando una cascada de respuestas que
tratan de restaurar la homeostasis tisular, adaptdndose de este modo a la hipoxia, siempre que no
sea extrema. Ademds, la hipoxia es un estimulo natural ante la necesidad de crear nuevos vasos,
por ejemplo durante la gestacion, y también es el mecanismo aprovechado por las células
tumorales para crear vasos con los que nutrirse. Aunque las respuestas adaptativas a la hipoxia
ocurren mediante diferentes mecanismos moleculares, un factor critico en la regulacion de la
homeostasis de oxigeno tanto celular como sistémica durante la vida pre y postnatal es el factor
de transcripcion HIF-1 (Factor Inducible por la Hipoxia-1). Su funcién principal es la induccion
transcripcional de una serie de genes implicados en angiogénesis, metabolismo del hierro,

metabolismo de la glucosa, proliferacion celular y supervivencia.

1.4.3 HIF-1a como factor transcripcional mediador del estimulo hipdxico

La familia HIF es una familia de factores de transcripcion que responde a cambios en la presion
de oxigeno del entorno celular. HIF-1 es un heterodimero que consiste en una subunidad
expresada constitutivamente, llamada HIF-1B (de 91-94 kDa), y una subunidad que es la
verdaderamente regulada por los niveles de oxigeno: HIF-1a (o sus paralogos HIF-2a 6 HIF-3a;
de 120-130 kDa) (Liu y col., 2012; Ke y Costa, 2006). Ambas subunidades pertenecen a la
familia de proteinas de uniéon a ADN conocidas como bHLH-PAS (basic Helix-Loop-Helix-
Per/ARNT/Sim) porque contienen dominios basicos hélice-bucle-hélice y dominios PAS
(acronimo referido a las proteinas PER/ARNT/SIM, en las que fue hallado dicho dominio por
primera vez) (Wang y col., 1995). El dominio bHLH media la dimerizacion y las propiedades de
union al ADN mientras que el dominio PAS es un dominio adicional de dimerizacion. También
posee un dominio de degradacion dependiente de oxigeno (ODDD) que es el que regula la

estabilidad de la proteina (Pugh et al., 1997; Liu y col., 2012).
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Figura 7. Mecanismo de regulacion de la expresion de HIF-1a en respuesta a hipoxia. En normoxia,
las altas concentraciones de O, celular activan las prolil-hidroxilasas (PHDs) y sirven como sustrato para
la hidroxilacion de dos residuos de prolina de HIF-1a (P402 y P564). Asimismo, una asparragina (N803)
es hidroxilada por FIH (Factor inhibidor de HIF). Este proceso es dependiente de O,, y también de
oxoglutarato y Fe®, que actia como cofactor. Los residuos hidroxilados son reconocidos por una
ubiquitin ligasa de tipo E3, el factor de von Hippel Landau (VHL), que marca a HIF-1a con residuos de
ubiquitina, lo que conlleva a la degradacion de HIF-1a por el proteasoma. La hipoxia celular inhibe este
proceso, al carecer las PHDs de O, que les sirva de sustrato. Ademas, cualquier mecanismo que inhiba las
PHD tendra el mismo resultado que la hipoxia celular, al tener como consecuencia de la falta de
degradacion de HIF-1a un aumento en sus concentraciones celulares. Es el caso de la presencia en el
medio de quelantes de Fe*", como la Deferroxamina (DFO) o de otros cationes que puedan desplazar su
unién al centro activo de las PHD, bloqueandolas, como es el caso de Ni*" y Co*". Cuando la degradacion
se para y el nimero de moléculas de HIF-1a se empieza a acumular en la célula, éste se une a la
subunidad HIF-1B y a otros coactivadores, reconociendo los promotores de genes diana en el ADN y
uniéndose a ellos para modificarlos en funcion de las necesidades de la célula en respuesta a ese estimulo
hipoxico. La fosforilacion de HIF-1a en su extremo carboxi-terminal por las quinasas dependientes de
mitogenos (MAPKs) sirve para su reconocimiento y cooperacion con el factor de transcripcion
CBP/p300.

HIF-1a fue descubierto a raiz de la identificacion de un elemento de respuesta a hipoxia (HRE)
en el intensificador 3" del gen de la Eritropoyetina (Goldberg y col., 1988; Semenza y col., 1991;

Wang y col., 1995). Trabajos posteriores fueron poniendo de manifiesto que HIF-1a se expresa
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de modo ubicuo en tejidos humanos y murinos y que su papel es fundamental en diversas
respuestas fisiologicas a la hipoxia, como la eritropoyesis y la glicolisis, que son las principales
armas para la rdpida respuesta ante la deficiencia de oxigeno, y la angiogénesis, que constituye la
respuesta a largo plazo (Semenza, 1998). Hoy en dia se sabe que HIF-la es un factor
dependiente de la secuencia de ADN, que reconoce sitios consenso de tipo 5'-RCGTG-3" (Mole
y col., 2009; Semenza y col., 1996) y que aumenta la expresion de mas de 60 genes en respuesta
a una disponibilidad baja de oxigeno (Figura 7) (Manalo y col., 2005). De hecho, se ha descrito
la existencia de un elemento de respuesta a hipoxia (HRE) en ENG (Sanchez-Elsner y col.,

2002), mediante el cual la hipoxia es capaz de estimular la transcripcion de endoglina.

1.4.4 Predisposicion genética

No existe un unico gen responsable de la preeclampsia, sino que probablemente hay un grupo de
polimorfismos genéticos maternos que, cuando se asocian con factores ambientales, predisponen
a la mujer a esta enfermedad. La hipotesis de transmision recesiva de genes maternos parece la
mas probable (Liston y col., 1991). Ademas, los genes del feto también parecen contribuir al
desarrollo de la preeclampsia. Por lo conocido hasta ahora, la preclampsia parece ser una
enfermedad hereditaria asociada a un gen materno recesivo y la manifestacion de la enfermedad
depende del padre. Las mujeres nacidas de embarazos complicados por preeclampsia tienen ellas
mismas mayor riesgo de sufrir esta complicacion. De manera similar, el riesgo de esta
complicacién para la mujer cuya pareja ha tenido un nifio con otra mujer en un embarazo con
preeclampsia es el doble que el riesgo de las mujeres sin historia familiar en ambas familias.
Como tal, existe un claro rol paterno en la génesis de esta complicacion (Esplin y col., 2001). Por
ello, es muy probable que la preeclampsia involucre una huella gendmica paterna de ciertos

genes (Merviela y col., 2004).

1.4.5 Modelos celulares para estudiar la preeclampsia

La preeclampsia es una enfermedad temprana del embarazo, aunque se expresa tarde en el
mismo (Merviela y col., 2004). Aln no existe una prueba clinicamente util para predecir el
desarrollo de la misma. Son promisorias las combinaciones de marcadores de insuficiencia
placentaria y de funcion endotelial, y los niveles séricos o urinarios del factor de crecimiento
derivado de la placenta (PIGF), de sFIT-1 (forma soluble del receptor del factor de crecimiento
vascular endotelial) y de endoglina soluble en el primer trimestre (Hagmann y col., 2012).

Ademas, también es muy importante la historia clinica personal y familiar de hipertension.
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Ademas de su potencial uso como marcador de preeclampsia, la endoglina soluble parece jugar
un papel patogénico, inhibiendo la formacion de capilares in vitro e induciendo permeabilidad
vascular e hipertension in vivo (Venkatesha y col., 2006). Por otra parte, TGF-B1 induce
vasorrelajacion a través de la activacion de eNOS, pero endoglina soluble impide la uniéon de
TGF-B1 a sus receptores, interfiriendo asi en dicha via de sefializacion y en la activacion de
eNOS (Venkatesha y col., 2006). Sin embargo el/los mecanismos que dan lugar a los niveles
aumentados de endoglina soluble en mujeres que sufren preclampsia son desconocidos hoy en

dia, siendo el principal objeto de estudio de este trabajo.

Estudios inmunohistoquimicos revelan que el coriocarcinoma humano, neoplasia derivada de
una invasion incontrolada de los trofoblastos a la decidua después de la implantacion uterina,
expresa intensamente endoglina en las regiones del tipo sincitiotrofoblasto, frente a la ausencia o
débil expresion de la misma en citotrofoblastos (Letamendia y col., 1998). Este perfil de
expresion de endoglina es similar al que se observa en el desarrollo normal de la placenta
(Gougos y col., 1992). Por todo ello, en este trabajo, se eligié para estudiar el mecanismo de
liberacion de endoglina soluble, la linea de coriocarcinoma humano JAR (Letamendia y col.,

1998).

1.5 El sistema oxisterol/LXR

1.5.1 Los oxisteroles, ligandos fisiologicos de LXR

El colesterol es un esteroide de origen animal que cumple numerosas funciones metabolicas:
constituye la estructura basica para la formacion de las hormonas esteroidales, a partir de ¢l se
forman las sales biliares, posee importantes funciones regulatorias en el metabolismo intracelular
de los 4cidos grasos, y es, junto con los fosfolipidos, uno de los componentes mas importantes de
las membranas celulares (citoplasmatica, nuclear y de orgénulos) (Spector y col., 1985; Merill y
col., 1989; Morel y col., 1996). El colesterol, cuando es sometido a una oxidacion, da origen a
una serie de productos, de diferente estructura, aiin no del todo definidos quimicamente, que se
identifican colectivamente con el nombre de oxisteroles (Maerker y col., 1987). Todos los
oxisteroles comparten la estructura del colesterol con un oxigeno que contiene un grupo
funcional como un alcohol, carbonilo o epoxido (Schroepfer, 2000). Existe una gran variedad de
oxisteroles involucrados en diferentes enfermedades que varian en su origen. Los oxisteroles se
forman cuando el colesterol es sometido al efecto directo o indirecto de la temperatura,

irradiaciones, metales (bivalentes, principalmente), a agentes oxidantes como ROS, o algunas
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enzimas. El oxigeno que contiene el grupo funcional se puede anadir al anillo del esterol o la
cadena lateral del colesterol mediante oxidacién no-enzimatica, oxidacidon enzimatica o una

combinacion de ambos procesos (Figura 9).
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Figura 9. Los oxisteroles. Los oxisteroles son productos de oxidacion del colesterol. El mecanismo de la
oxidacion no esta del todo establecido, aunque se ha propuesto que los radicales libres formados en los
grupos metilénicos de la cadena hidrocarbonada del acido graso (o en los peroxiradicales derivados de la
oxidacion) serian iniciadores de la oxidacion del colesterol.

Los oxisteroles estan implicados en numerosos procesos biolodgicos, incluyendo, la homeostasis
del colesterol, el metabolismo de los esfingolipidos, la agregacion plaquetaria, la apoptosis y la
prenilacion de proteinas. Son moduladores del metabolismo del colesterol puesto que estan
implicados en la regulacion de la sintesis del mismo y en la regulacion de su eliminacion a través
de la sintesis de &cidos biliares. También estdn involucrados en la fisiopatologia de la
ateroesclerosis, trombosis o hipercolesterolemia, entre otras enfermedades (Schroepfer, 2000;
Steck y Lange, 2010). Se ha descrito que los oxisteroles inhiben la diferenciacion y la fusion de
las trofoblastos activando los LXRs (Aye y col., 2011). Ademas, en estudios in vitro se han
observado efectos mutagénicos (Ansari y col., 1982) y procarcinogénicos de algunos oxisteroles

(Kubow y col., 1992).

De todos los efectos atribuidos a los oxisteroles, quizds el que resulta mas impactante o
probablemente de mayor importancia, es el papel que éstos pueden tener en la aterogénesis
(Schroepfer, 2000; Steck y Lange, 2010), especialmente a través de la induccion de la oxidacion

de las LDL. Estas LDL oxidadas se acumulan en el endotelio de los vasos sanguineos
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constituyendo uno de los componentes mas importantes del ateroma. En modelos murinos, los
agonistas de LXR han demostrado ser eficaces para el tratamiento de la arteriosclerosis, la
diabetes, la inflamacion y la enfermedad de Alzheimer (Scott, 2007). El agonista sintético
GW3965 mejora la tolerancia a la glucosa y la resistencia a la insulina mediante la regulacion de
genes implicados en el metabolismo de la glucosa hepdtica y el tejido adiposo. Los agonistas
T0901317, 22R-hidroxicolesterol y 24S-hidroxicolesterol también han demostrado suprimir la
proliferacion del céncer de préstata y de mama, y en particular T0901317, disminuye la
produccion de la proteina beta amiloidea en modelos animales disefiados para el estudio de la

enfermedad de Alzheimer (Scott, 2007).

1.5.2 LXR

Uno de los complejos mecanismos que controla la invasion del trofoblasto implica la activacion
de LXR (liver X receptors) por oxisteroles (Aye y col., 2011). Los LXRs son una subclase de
receptores hormonales nucleares, que regulan la homeostasis lipidica en higado, tejido adiposo y
otros tejidos. Se han identificado dos isoformas funcionales, o (NR1H3) y B (NR1H2) (Repa y
col., 2002). La primera es expresada mayoritariamente en el higado y en menor medida en el
intestino, tejido adiposo, rifiién, bazo y macrofagos. LXRp, en cambio, se expresa en casi todos
los tejidos del organismo (Baranowsky y col., 2008). Pese a su similitud, se piensa que ambas
isoformas estarian involucradas en procesos bioldgicos distintos. Se ha descrito un gran nimero
de ligandos naturales de LXR, como los derivados oxidados del colesterol denominados
oxisteroles. En mamiferos, la principal fuente de oxisteroles proviene de la produccion
enddgena. Una enzima muy importante en este proceso es la esterol 14a-desmetilasa. Aunque
dicha enzima se expresa en un gran nimero de tejidos, los niveles mas elevados de la misma se
observan en testiculos, ovarios, prostata, higado, rindén y pulmoén. En el tracto reproductivo, estan

presentes muchos oxisteroles activadores, como el 22(R)-hidroxicolesterol.

Los LXR forman obligatoriamente heterodimeros con los receptores del retinoico (RXR)
(Schultz y col., 2000; Edwards y col., 2002), un tipo de receptor nuclear que es activado por el
acido 9-cis-retinoico (RA). Se han descrito tres receptores diferentes de este tipo: receptor X
retinoide a (RXRA), receptor X retinoide f (RXRB) y receptor X retinoide y (RXRG). En
ausencia de ligando, el heterodimero se une a secuencias localizadas en promotores de genes
diana, junto con co-represores que bloquean la transcripcion de los mismos (Janowski y col.,
1999). La unién de un oxisterol o del dcido 9-cis-retinoico a sus respectivos receptores nucleares

induce la liberacion de los co-represores y refuerza las interacciones con co-activadores. Esta
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cascada de eventos permite que se recluten proteinas que finalmente aumentan la expresion del

gen diana y la consiguiente respuesta fisiologica de la célula (Figura 10).

Debido a la naturaleza lipidica de los ligandos, los roles fisiologicos de LXR han sido muy
estudiados en la homeostasis del colesterol en intestino e higado. Asimismo, los LXR también
juegan un papel importante en homeostasis de la glucosa, inmunidad, desarrollo y homeostasis

de la piel, funciones cerebrales y en la ateroesclerosis.

Co-represores
Al
‘ Co-activadores

Ligando: Ligando:
oxisterolesl RA

LXR | RXR
‘ Transcripcion

o B

LXRE |} #%, !,
sl

AGGTCA xXxxx AGGTCA

Figura 10. Mecanismo de la regulacion transcripcional mediada por LXR. El heterodimero
LXR/RXR se denomina ‘“heterodimero permisivo” puesto que puede ser activado por ligandos de
cualquiera de los miembros de la pareja de manera independiente. En ausencia de ligando, el
heterodimero recluta complejos de co-represores y bloquea la transcripcion. La union de un oxisterol y/o
del acido 9-cis retinoico a sus respectivos receptores nucleares provoca el intercambio de co-represores
por co-activadores e induce asi la expresion del gen diana.

Se ha detectado la expresion de LXR a y B en lineas celulares derivadas de trofoblastos de
placenta como JAR o BeWo, y tienen un papel regulador en trofoblastos de la placenta, lo que
sugiere su implicacion en preeclampsia (Marceau y col., 2005; Weedon-Fekjaer y col., 2005).
Asi, la activacion de LXRP por oxisteroles conlleva una disminucion de la invasion del
trofoblasto, siendo el gen de endoglina una diana directa de LXRa. El tratamiento de células de
coriocarcinoma humano, JAR con T0901317, un agonista sintético de LXR, induce un aumento
significativo del RNA mensajero de endoglina y de la proteina. LXR es capaz de unirse al

promotor de endoglina a través de elementos de respuesta a LXR, y de este modo, activar la
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expresion génica de endoglina en células JAR (Henry-Berger y col., 2008). Todo esto sugiere un
nuevo mecanismo, a través del cual se podria regular la invasion del trofoblasto en patologias del

embarazo como la preclampsia.

1.6 Metaloproteasas y sus inhibidores endogenos

Las MMPs (Matrix metalloproteinases) conforman una familia de proteasas de zinc responsables
de la ruptura de la matriz extracelular (ECM), estructuralmente relacionadas. En conjunto, estas
MMPs son capaces in vitro e in vivo de degradar todo tipo de componentes de la matriz
extracelular y por lo tanto, estdn implicadas en numerosos procesos de remodelado de tejidos
(Bode y col., 1999). Las MMPs juegan un papel muy importante en numerosos procesos
fisiolégicos como desarrollo embrionario, morfogénesis de tejido, remodelacion de tejido y
hueso, angiogénesis y metastasis tumoral. Estos procesos dependen del corte por parte de las
MMPs de receptores de superficie, proliferacion y diferenciacion celular y modulacion de la
actividad quimioquina (Stamenkovic y col., 2003). En la actualidad se han identificado 28
miembros de la familia de MMPs humanas, que pueden ser clasificadas en base a su
especificidad de sustrato y estructura primaria, en el subgrupo de: colagenasas (MMP-1, -8 y —
13), estromalisinas (MMP-3, -10, -11), MMPs asociadas a membrana (MT-MMPs: MMP-14, -
15, -16, -17, -23, -24, -25) y otras nuevas MMPs (Brinckerhoff y col., 2000; Reno y col., 2005;
Loépez-Otin y col., 2009). Estas MMPs comparten una estructura multi-dominio comun, pero
estan glicosiladas de manera diferente. Segun los alineamientos de secuencia estos dominios

podrian ser un evento evolutivo temprano, seguido de diversificacion.

El poder degenerativo de las MMPs esta controlado principalmente por los inhibidores
enddgenos de metaloproteasas (TIMPs, Tissue Inhibitors of Metalloproteinases). La ruptura del
equilibrio MMP/TIMP puede provocar la aparicion de enfermedades como osteoartritis
reumatoide, ateroesclerosis, crecimiento tumoral, metastasis o fibrosis (Yoon y col., 2003). La
inhibicion terapéutica de las MMPs supone una aproximacion prometedora para el tratamiento
de algunas enfermedades, y la estructura de las MMPs y sus complejos con los TIMPs son dianas

para un disefio inhibitorio con multiples aplicaciones (Bode y col., 1999; Brew y Nagase, 2010).

Los TIMPs comprenden una familia de cuatro inhibidores, (TIMP-1, 2 3 y -4), cada uno de ellos
con su propio perfil de inhibicion de metaloproteasas, que cuando se superponen
topoldgicamente muestran una homologia de secuencia del 41 al 52% (Maskos y col., 2005). Los

TIMPs inhiben las MMPs formando complejos no-covalentes 1:1, bloqueando de esta manera el
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acceso de los sustratos al sitio catalitico de la MMP (Vasala y col., 2008). Ademas de la
inhibicion de las MMPs, los TIMPs tienen otras muchas funciones fisiologicas, como, activacion
de proMMPs, promocion del crecimiento celular, unidon a matriz, inhibicion de la angiogénesis,
induccion de la apoptosis (Kang y col., 2008). El balance entre MMPs y sus inhibidores resulta
esencial en muchas situaciones fisiologicas donde es requerida una rapida remodelacion de la
matriz extracelular, siendo alterado en algunas condiciones patoldgicas, como el cancer (Egeblad
y Werb, 2002). Por otra parte, otros estudios demuestran que los TIMPs son moléculas
multipotenciales, cuyo papel no solo se limita a una inhibicion enzimatica de las MMPs, sino que
también estan involucradas en aspectos que pueden favorecer la progresion tumoral, tales como
la induccion de la proliferacion celular y la inhibicidon de la apoptosis (Brand y col., 2000; Bond

y col., 2000; Stetler-Stevenson, 2008).
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2. OBJETIVOS

1. Estudiar el efecto de la hipoxia en la liberacién de endoglina soluble.

2. Estudiar la implicacién de la via de LXR en la produccion de endoglina soluble.

3. Determinar si la liberacion de endog  lina soluble se produce por splicing

alternativo o por el corte de una actividad proteolitica desconocida.

4. Estudiar el posible efecto m odulatorio que pueden tener péptidos de endoglina

en la liberacion de la forma soluble.

5. Analizar el efecto de la liberacion de niveles elevados de endoglina soluble en la

presion sanguinea en modelos animales.
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3. MATERIAL Y METODOS
3.1 Cultivos Celulares

La linea celular de coriocarcinoma humano JAR se cultivo en RPMI-1640 (Letamendia et al.,
1998a). Los transfectantes estables de mioblastos de rata L6E9 (Letamendia et al., 1998b) y
fibroblastos de raton L929 (Bellon et al., 1993) que expresan endoglina humana se cultivaron en
DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium) con 0.4 mg/ml de geneticina (Calbiochem, San
Diego, CA, USA). Las células humanas endoteliales de vena umbilical (HUVECs, Lonza,
Walkersville, MD, USA) se cultivaron en medio EBM2 suplementado con EGM2 (Lonza). Los
fibroblastos embrionarios (MEFs) de raton salvaje (WT) y raton doble KO para LXR (Lxre,f /')
y las células de rifion de mono COS-7, se cultivaron en medio DMEM. Todos los medios se
suplementaron con un 10% de suero fetal bovino (FCS) inactivado por calor, 2 mM de L-
glutamina y 100 U/ml de penicilina-estreptomicina. Las c€lulas se cultivaron en una atmosfera al
5% CO; a 37°C. Para los estudios de activacion de LXR, las células se incubaron durante 24
horas con 1-5uM del agonista sintético de LXR, T0901317 (Calbiochem), 5SuM de 22(R)-
hidroxicolesterol (22-R) y/o 10uM de acido 9-cis-Retinoico (RA), ambos de Sigma-Aldrich
(L'Isle D'Abeau, France). Para los ensayos de inhibicion de metaloproteasas, las células se
incubaron durante 24 horas con 10pg/ml de thTIMP-1, thTIMP -2 o rhTIMP-3 (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA), 50uM de doxiciclina (Sigma-Aldrich) o 15uM de péptidos derivados
de endoglina (descritos mas adelante). Para los tratamientos de hipoxia, las células se incubaron
en un incubador modular MIC-101 (Billups-Rothenberg Inc., CA) en presencia de 1% O, o
100uM de DFO (deferoxiamine mesylate salt; Sigma-Aldrich), con el que se consigue una
hipoxia quimica, durante 24 horas. Para los ensayos de ELISA, las células fueron cultivadas en
placas de 10 cm de diametro. Estudios preliminares demostraron que este tamafio es el dptimo
para conseguir una mayor concentracion de sEng, minimizando asi el error de deteccion con el

kit de ELISA.
3.2 Explantes placentarios humanos

Se recogieron placentas frescas en un tiempo maximo de hasta 30 minutos después del parto en
pacientes sin complicaciones. Se extirparon varios cotiledones al azar y se lavaron
abundantemente con suero salino estéril para eliminar la sangre. La decidua y los vasos grandes
fueron eliminados. Después de quitar el suero salino estéril se pesoé el tejido y se pusieron 500

mg del mismo en cada pocillo de una placa de 6 pocillos. Los explantes se cultivaron durante 6
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horas a 37°C con 2 ml de medio DMEM-F12 completo (Sigma-Aldrich, L'Isle D'Abeau, France)
suplementado con un 10% de FCS. A continuacion se quitd el medio, se afadi6 medio nuevo y
se incubaron los explantes durante 24 horas S5uM del oxisterol 22-R, como se indica. Para los
ensayos de inhibicién de las metaloproteasas, los explantes se incubaron durante 24 horas con
15uM de los péptidos de endoglina. El protocolo experimental estd en acuerdo con la
Declaracion de Helsinki (2000) de la Asociacion Medica Internacional, asi como con los
protocolos y guias de actuacion aprobadas por el Comité Etico del Hospital de Salamanca, seglin
la ley de proteccion de datos espafiola 15/1999 y sus especificaciones de desarrollo y aplicacion
(RD 1720/2007). Cada paciente incluido en el estudio firmé un consentimiento autorizado para
participar en la investigacion después d recibir explicacion detallada del mismo. Para garantizar
la confidencialidad de los datos, todos los documentos del estudio se guardaron en lugar seguro,

y solo los investigadores han tenido acceso a los mismos.
3.3 Plasmidos y transfecciones celulares

El vector de expresion que codifica endoglina humana marcada con el epitopo HA clonado en el
plasmido pDisplay se describié por Guerrero-Esteo et al. (2002). El vector de expresion que
codifica MMP-14 humana controlada por el promotor de citomegalovirus (CMV) en pCl-neo fue
amablemente cedido por la Dra. Alicia Garcia-Arroyo (Centro Nacional de Investigaciones
Cardiovasculares, Madrid). Las transfecciones celulares se llevaron a cabo con el reactivo
SuperFect Reagent (Qiagen, Crawley, UK), siguiendo las instrucciones del fabricante.
Brevemente, el dia anterior a la transfecciéon se plaquean 4x10° células en placas de 60mm de
diametro, y se cultivan durante 24 horas. El dia de la transfeccion, se diluyen Spug del ADN
(disuelto en tampon TE: 10mM Tris-Cl, pH 7,5 y ImM EDTA), en medio de cultivo sin suero,
proteinas ni antibidticos, hasta un volumen total de 150ul. A continuacién, se anaden 30ul del
reactivo SuperFect, se mezcla bien y se incuba durante 5-10 minutos a temperatura ambiente;
mientras, se lavan las células con 4ml de PBS. A continuacién, se anade a la mezcla 1ml de
medio de cultivo completo, se agita pipeteando un par de veces, y se anade todo el volumen a la
placa que contiene las células lavadas. La muestra se incuba durante 2-3 horas en el incubador,
se aspira el medio, se lava con 4ml de PBS y se afiade medio fresco de cultivo completo. A las

24-48 horas se obtiene el maximo nivel de expresion del gen transfectado.
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3.4 Citometria de flujo

Los analisis por citometria de flujo se realizaron con un aparato EPICS XL (Beckman Coulter).
Las células creciendo en monocapa se lavaron con PBS y se recogieron mediante tratamiento
con tripsina. Después, se incubaron con los siguientes anticuerpos primarios: monoclonal de
raton anti-endoglina P4A4, monoclonal de conejo anti-MMP-14 (Abcam, Cambridge, UK; clon
#EP1264Y) o con un anticuerpo monoclonal control durante 60 minutos a 4°C. Después de 2
lavados con PBS, se anadio un anticuerpo anti-ratén marcado con el fluorocromo Alexa 488 o
anti-conejo marcado con Alexa 647 y se incub6 durante otros 60 minutos a 4°C. Finalmente las
células se lavaron 2 veces con PBS, se resuspendieron en una solucion de 10pg/ml de yoduro de
propidio para comprobar la viabilidad celular y se determin¢ la fluorescencia. Para la deteccion
de especies reactivas de oxigeno (ROS), las células JAR se sometieron a hipoxia/normoxia
durante 24 horas en presencia o ausencia de ImM de Trolox (Calbiochem), un derivado soluble
en agua de la vitamina E permeable a la célula y con propiedades antioxidantes. Después de 24
horas, se quitdé el medio y las células se incubaron con 10uM de 2°,7'-diacetato de
diclorodihidrofluoresceina (CM-H2DCFDA; Invitrogen, Carlsbad, CA) y se mantuvieron a 37°C
en oscuridad durante 60 minutos. A continuacion, se lavaron 2 veces con PBS y se determino la

fluorescencia.

3.5 ELISA

Se utilizaron kits de ELISA comerciales para detectar sEng humana y de raton, sFItl humana y
de raton, PIGF humana y de raton y TIMP-3 humana. Las concentraciones de sEng humana en
medio condicionado o plasma de ratones transgénicos de sEng humana se analizaron con el kit
Quantikine Human Endoglin/CD105 (R&D Systems, Minneapolis, MN). La sensibilidad del kit
permite la deteccion de endoglina humana en un rango de 0,001 a 0,030 ng/mL. Las muestras de
sangre de raton se centrifugaron después de su recoleccion y se guardaron a -70°C hasta su
analisis. Las concentraciones de sEng de ratén se analizaron mediante el kit DuoSet Mouse
Endoglin/CD105 (R&D Systems). La sensibilidad de dicho kit de ELISA permite la deteccion de
una concentracion minima de endoglina de raton de 0,05 ng/mL. Las concentraciones de sFltl
humana en medio condicionado se analizaron con el kit Quantikine ELISA Human sVEGF
R1/Flt-1 Immunoassay (R&D Systems, Minneapolis, MN). La sensibilidad del kit permite la
deteccion de sFItl humana en un rango de 1.5 a 13.3 pg/mL. Las concentraciones de PIGF
humana en medio condicionado se analizaron con el kit Quantikine ELISA Human PIGF

Immunoassay (R&D Systems, Minneapolis, MN). La sensibilidad del kit permite la deteccion de
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concentraciones de PIGF humana menores de 7 pg/mL. Las concentraciones de sFlt1 de raton se
analizaron mediante el kit Mouse Soluble VEGF R1 Immunoassay. La sensibilidad de dicho kit
de ELISA permite la deteccion de una concentracion minima de sFItl de raton de 3.8 - 15.2
pg/mL. Las concentraciones de PIGF de raton se analizaron mediante el kit Mouse PIGF
Immunoassay. La sensibilidad de dicho kit de ELISA permite la deteccion de una concentracion
minima de PIGF de raton de 1.14-1.84 pg/mL. Las muestras de sangre de raton se centrifugaron
después de su recoleccion y se guardaron a -70°C hasta su andlisis. Las concentraciones de
TIMP-3 en el medio condicionado se determinaron mediante el kit TIMP-3 human ELISA
(Abnova, Taiwan). La sensibilidad de dicho kit permite la deteccion de una concentracion
minima de TIMP-3 humana de 156 pg/mL. Todos los kits se basaron en el método ELISA tipo
sdndwich, y se llevaron a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante, tal como se indica a
continuacion:

+Kit Quantikine Human Endoglin/CD105:

1. El kit tiene una placa de 96 pocillos de poliestireno con un anticuerpo monoclonal anti-
endoglina humana ya inmovilizado. Se afiadieron 100uL por pocillo de tampén RDIS
que contiene una base proteica y preservantes.

2. Se afadieron 50uL por pocillo de la proteina estandar (endoglina humana recombinante
con la que se realiza una recta patron mediante diluciones seriadas), o de la muestra a
ensayar. La mezcla se incubd durante 2 horas a temperatura ambiente en un agitador
horizontal a 500+50 rpm.

3. Se aspir6 el contenido de cada pocillo y se realiz6 un lavado con un tampoén que contiene
surfactante; se repitid el proceso 4 veces.

4. Se anadieron 200puL por pocillo de una solucion de anticuerpo monoclonal anti-endoglina
humana conjugado con peroxidasa de rdbano picante (HRP) y se incub6 durante otras 2
horas a temperatura ambiente en el agitador.

5. Se repitieron otros 4 ciclos de aspirado/lavado.

6. Se afadieron 200uL por pocillo de solucion substrato conteniendo una mezcla 1:1 de
peroxido de hidrogeno y el cromogeno 3,3',5,5'-Tetrametilbencidina (TMB). Se incubd
durante 30 minutos a temperatura ambiente, evitando el contacto con la luz.

7. Se anadieron 50uL de solucion de parada (acido sulfurico 2N) y se determiné la densidad
Optica en los 30 minutos siguientes, a 450nm empleando el equipo Varioskan Flash
spectral scanning multimode reader (Thermo Scientific). Las concentraciones se
determinaron mediante interpolacion de la curva estandar, siguiendo las instrucciones del

fabricante.
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+Kit DuoSet Mouse Endoglin/CD105 :

1.

10.
11.

12.

Se prepar6 la placa afiadiendo 100uL por pocillo del anticuerpo de captura (anticuerpo de
rata anti-endoglina de ratéon diluido convenientemente en PBS). Se incubd la placa
durante la noche a temperatura ambiente.

Se aspiro el contenido de cada pocillo y se lavd con tampon de lavado (0,05% de Tween
20 en PBS; pH 7,2-7,4) y se repitio el proceso 3 veces.

Se afiadieron 300uL por pocillo de agente diluyente (1% de BSA en PBS; pH 7,2-7,4) y
se incubd como minimo una hora a temperatura ambiente.

Se repitio el proceso de aspirado/lavado.

Se afiadieron 200uL por pocillo de muestra, control o estandar (endoglina de ratéon
recombinante reconstituida en agente diluyente, con la que se realiza un recta patrén
mediante diluciones seriadas, también con agente diluyente) y se incub6 durante 2 horas
a temperatura ambiente.

Se repitid el proceso de aspiracion/lavado.

Se afiadieron 100uL por pocillo del anticuerpo de deteccion (anticuerpo de cabra
biotinilado anti-endoglina de ratdn) y se incub6 durante 2 horas a temperatura ambiente.
Se repitio el proceso de aspiracion/lavado.

Se afiadieron 100uL de estreptavidina conjugada con HRP por pocillo y se incubo
durante 20 minutos a temperatura ambiente protegido de la luz.

Se repitio el proceso de aspiracion/lavado.

Se anadieron 100uL por pocillo de soluciéon substrato conteniendo una mezcla 1:1 de
peroxido de hidrogeno y el cromogeno TMB. Se incub6d 20 minutos a temperatura
ambiente evitando el contacto con la luz.

Se afiadieron 50uL por pocillo de solucion de parada (acido sulfurico 2N) y se determind
la densidad optica en los 30 minutos siguientes a 450nm empleando el equipo Varioskan
Flash spectral scanning multimode reader (Thermo Scientific). Las concentraciones se

determinaron mediante interpolacion de la curva estandar.

+Kit Quantikine ELISA Human sVEGF R1/FIt-1 Immunoassay:

1.

El kit tiene una placa de 96 pocillos de poliestireno con un anticuerpo monoclonal anti-
VEGF R1 humana ya inmovilizado. Se afiadieron 100 uL de diluyente RD1-68, que
contiene una base proteica y preservantes, a cada pocillo.

Se afiadieron 100uL por pocillo de la proteina estandar (VEGF R1 humano recombinante

con la que se realiza una recta patron mediante diluciones seriadas) o de la muestra a
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ensayar. La mezcla se incubo durante 2 horas a temperatura ambiente en un agitador
horizontal a 500+50 rpm.

Se aspiro el contenido de cada pocillo y se realizé un lavado con un tampén que contiene
surfactante; se repitio el proceso 4 veces.

Se afiadieron 200uL por pocillo de una solucion de anticuerpo policlonal anti-VEGF R1
humana conjugado con peroxidasa de rdbano picante (HRP) y se incub6 durante otras 2
horas a temperatura ambiente en el agitador.

Se repitieron otros 4 ciclos de aspirado/lavado.

Se anadieron 200uL por pocillo de soluciéon substrato conteniendo una mezcla 1:1 de
peroxido de hidrogeno y el cromogeno 3,3',5,5'-Tetrametilbencidina (TMB). Se incubo
durante 30 minutos a temperatura ambiente, evitando el contacto con la luz.

Se afiadieron 50uL de solucion de parada (acido sulfurico 2N) y se determind la densidad
optica en los 30 minutos siguientes, a 450nm empleando el equipo Varioskan Flash
spectral scanning multimode reader (Thermo Scientific). Las concentraciones se
determinaron mediante interpolacion de la curva estandar, siguiendo las instrucciones del

fabricante.

+Kit Quantikine ELISA Human PIGF Immunoassay:

1.

El kit tiene una placa de 96 pocillos de poliestireno con un anticuerpo monoclonal anti-
PIGF humana ya inmovilizado. Se afadieron 100uL de diluyente RD1-22, que contiene
una base proteica y preservantes, a cada pocillo.

Se anadieron 100uL por pocillo de la proteina estandar (PIGF humana recombinante con
la que se realiza una recta patron mediante diluciones seriadas) o de la muestra a ensayar.
La mezcla se incub6 durante 2 horas a temperatura ambiente en un agitador horizontal a
500+50 rpm.

Se aspir6 el contenido de cada pocillo y se realizé un lavado con un tampén que contiene
surfactante; se repitio el proceso 4 veces.

Se afadieron 200uL por pocillo de una solucion de anticuerpo policlonal anti-PIGF
humana conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP) y se incubd durante 1 hora a
temperatura ambiente en el agitador.

Se repitieron otros 4 ciclos de aspirado/lavado.

Se anadieron 200uL por pocillo de soluciéon substrato conteniendo una mezcla 1:1 de
peroxido de hidrogeno y el cromogeno 3,3',5,5'-Tetrametilbencidina (TMB). Se incubd

durante 30 minutos a temperatura ambiente, evitando el contacto con la luz.

32



7.

Se anadieron 50uL de solucion de parada (acido sulfurico 2N) y se determiné la densidad
Optica en los 30 minutos siguientes, a 450nm empleando el equipo Varioskan Flash
spectral scanning multimode reader (Thermo Scientific). Las concentraciones se
determinaron mediante interpolacion de la curva estandar, siguiendo las instrucciones del

fabricante.

+Kit Soluble VEGF R1 Immunoassay:

1.

El kit tiene una placa de 96 pocillos de poliestireno con un anticuerpo monoclonal anti-
VEGF R1 de ratén ya inmovilizado. Se afiadieron 100uL de diluyente RD1-21, que
contiene una base proteica y preservantes, a cada pocillo.

Se afnadieron 100puL por pocillo de la proteina estandar (VEGF R1 de ratén recombinante
con la que se realiza una recta patron mediante diluciones seriadas) o de la muestra a
ensayar. La mezcla se incubd durante 2 horas a temperatura ambiente en un agitador
horizontal a 500+£50 rpm.

Se aspird el contenido de cada pocillo y se realiz6 un lavado con un tampoén que contiene
surfactante; se repitio el proceso 4 veces.

Se anadieron 200uL por pocillo de una solucion de anticuerpo policlonal anti-VEGF R1
de ratén conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP) y se incubd durante 1 hora a
temperatura ambiente en el agitador.

Se repitieron otros 4 ciclos de aspirado/lavado.

Se anadieron 200uL por pocillo de soluciéon substrato conteniendo una mezcla 1:1 de
peroxido de hidrogeno y el cromogeno 3,3',5,5'-Tetrametilbencidina (TMB). Se incubo
durante 30 minutos a temperatura ambiente, evitando el contacto con la luz.

Se afiadieron 50uL de solucion de parada (acido sulfurico 2N) y se determind la densidad
Optica en los 30 minutos siguientes, a 450nm empleando el equipo Varioskan Flash
spectral scanning multimode reader (Thermo Scientific). Las concentraciones se
determinaron mediante interpolacion de la curva estandar, siguiendo las instrucciones del

fabricante.

*Kit Mouse PIGF-2 Immunoassay:

1.

El kit tiene una placa de 96 pocillos de poliestireno con un anticuerpo monoclonal anti-
PIGF de raton ya inmovilizado. Se anadieron 100uL de diluyente RD1-47, que contiene

una base proteica y preservantes, a cada pocillo.
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Se anadieron 100uL por pocillo de la proteina estandar (PIGF de raton recombinante con
la que se realiza una recta patron mediante diluciones seriadas) o de la muestra a ensayar.
La mezcla se incub6 durante 2 horas a temperatura ambiente en un agitador horizontal a
500+50 rpm.

Se aspir6 el contenido de cada pocillo y se realizoé un lavado con un tampén que contiene
surfactante; se repitio el proceso 4 veces.

Se anadieron 200uL por pocillo de una solucioén de anticuerpo policlonal anti-PIGF de
ratén conjugado con peroxidasa de rdbano picante (HRP) y se incub6 durante 1 hora a
temperatura ambiente en el agitador.

Se repitieron otros 4 ciclos de aspirado/lavado.

Se afiadieron 200uL por pocillo de solucion substrato conteniendo una mezcla 1:1 de
peroxido de hidrogeno y el cromogeno 3,3',5,5'-Tetrametilbencidina (TMB). Se incubd
durante 30 minutos a temperatura ambiente, evitando el contacto con la luz.

Se anadieron 50uL de solucion de parada (acido sulfurico 2N) y se determiné la densidad
Optica en los 30 minutos siguientes, a 450nm empleando el equipo Varioskan Flash
spectral scanning multimode reader (Thermo Scientific). Las concentraciones se
determinaron mediante interpolacidon de la curva estandar, siguiendo las instrucciones del

fabricante.

+Kit TIMP-3 human ELISA :

1.

El kit tiene una placa de 96 pocillos de poliestireno con un anticuerpo anti-TIMP-3
humana ya inmovilizado. Se afiadieron 100uL por pocillo del estandar (TIMP-3 humana
recombinante con la que se realiza una recta patron mediante diluciones seriadas), control
o muestra, y se incubd a 37°C durante 90 minutos.

Se aspiro el contenido de cada pocillo.

Se afiadieron 100uL por pocillo de anticuerpo anti-TIMP-3 humana biotinilado y se
incubd a 37°C durante 1 hora.

Se aspird y lavo cada pocillo 3 veces con 0,01M de PBS.

Se afiadieron 100uL por pocillo de solucion de trabajo (solucion de un complejo avidina-
biotina-peroxidasa) y se incub6 a 37°C durante 30 minutos.

Se aspird y lavo cada pocillo 5 veces con 0,01M PBS.

Se afiadieron 90uL por pocillo de una solucion del cromégeno TMB y se incubo a 37°C

durante 15-20 minutos.
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8. Se afiadieron 100uL por pocillo de solucidon de parada y se determiné la densidad optica
en los 30 minutos siguientes a 450nm empleando el equipo Varioskan Flash spectral
scanning multimode reader (Thermo Scientific). Las concentraciones se determinaron

mediante interpolacion de la curva estandar siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.6 Analisis de lipidos y preparacion de liposomas

La extraccion lipidica se realizd siguiendo el método de Bligh y Dyer (1959). En resumen, las
células JAR adherentes se levantaron mediante rascado y se resuspendieron en PBS. A
continuacion, 0,8 volimenes de homogenado celular acuoso se mezclaron vigorosamente con 3
volumenes de una mezcla 1:2 (v/v) cloroformo /metanol y la muestra se mantuvo durante 5-10
minutos a temperatura ambiente. Después, la muestra se mezclé con 1 volumen de una mezcla
1:1 (v/v) cloroformo/agua, se agitdo y se centrifugd a alta velocidad (3.000 rpm) durante 15
minutos a temperatura ambiente hasta que se form6 un sistema de dos fases. La fase que contiene
cloroformo (que se encuentra en la parte de abajo), y que contiene los lipidos, se aislé y sometid
a analisis por cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS). Antes de su analisis por
GC-MS, los lipidos se derivatizaron a éteres de trimetilsilii  (TMS) con
bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA). Para ello, la muestra se transfirio a un vial de GC y
se mezcld con 25 pl. de BSTFA y 25 uL de piridina. El vial se tapé adecuadamente y se calento
a 60°C durante ~45 minutos. La muestra se enfri6 hasta alcanzar la temperatura ambiente y se
inyectd en el equipo de GC-MS (Agilent 7890A, Agilent Technologies). Como control para la
GC-MS, se emplearon colesterol y 22-R-hidroxicolesterol (Sigma-Aldrich).

Los liposomas conteniendo L-a-fosfatidilcolina (Sigma-Aldrich) y 22-R se prepararon a una
concentracion molar de 2:1, respectivamente. Los lipidos se disolvieron en cloroformo, se
mezclaron vigorosamente en un tubo conico y se desecaron al vacio. El residuo viscoso
resultante se resuspendié en PBS (pH 7,4). Cuando fue necesario se afiadieron los péptidos de
endoglina a la mezcla. La suspension acuosa resultante se sometié a sonicacion durante 1 hora

antes de inyectarla a los ratones.

3.7 Analisis de los niveles de ARNm mediante PCR semicuantitativa y a tiempo real (RT-
PCR)

El ARN total se aislo de las células con el kit RNeasy (Qiagen) y se someti6 a transcripcion

reversa utilizando el kit iScript DNAc Synthesis (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA).
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Para los analisis cuantitativos, el DNAc resultante se emple6 como muestra para la PCR a
tiempo real utilizando el reactivo iQ SyBR-Green Supermix (Bio-Rad). Los oligos utilizados para
amplificar TIMP-3 humano fueron: 5'-AGCTTCCGAGAGTCTCTGTG-3" (Directo) y 5'-
CACCTCTCCACGAAGTTGC-3" (Reverso). Los oligos empleados para amplificar TIMP-2
humano fueron: 5’-CCAAGCAGGAGTTTCTCGAC-3’ (Directo) y 5-
TTTCCAGGAAGGGATGTCAG-3" (Reverso). Los oligos empleados para amplificar HIF-1a
humano  fueron: 5'- TGATGACCAGCAACTTGAGG -3 (Directo) 'y 5'-
TTGATTGAGTGCAGGGTCAG -3” (Reverso). Los amplicones fueron detectados utilizando el
sistema de deteccion iQ5 real time (Bio-Rad). Los niveles de los transcritos se normalizaron con

los niveles de 18S. Se realizaron triplicados de cada experimento.

Para la RT-PCR semicuantitativa, el ADNc se sometio a amplificacion por PCR empleando el kit
HotMaster Tag DNA Polymerase (5 Prime Inc., Gaithersburg, MD) utilizando los oligos para
TIMP-3 humano descritos anteriormente y, como control, se emplearon oligos para
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH): 5-AGCCACATCGCTCAGACAC- 3’
(Directo) y 5" -GCCCAATACGACCAAATCC- 3" (Reverso). Los productos de la PCR se
separaron mediante electroforesis en gel de agarosa. Los geles se documentaron con un aparato
Gel Doc XR System (Bio-Rad) y las bandas se cuantificaron utilizando el software Quantity

One.

3.8 Experimentos de interferencia de ARN

Los acidos ribonucleicos interferentes pequefios (siRNA) para TIMP-3 y HIF-1a humanos se
obtuvieron de Ambion Inc. (Austin, USA; ref.# AM16708A). Se emplearon 3 siRNA diferentes
para HIF-1a (144736, 106499 y 3187) y TIMP-3 (s14146, s14148 y s14147) y un siRNA de
secuencia al azar como control. Las células JAR se transfectaron con 5 pmoles del siRNA
especifico o control, empleando lipofectamina 2000 (Invitrogen). Los analisis cuantitativos de

los transcritos de HIF-1a y TIMP-3 se realizaron como se describid en el apartado anterior.

3.9 Monitorizacion de la actividad metaloproteasa mediante un sustrato sintético

fluorogénico

Para activar las metaloproteasas, las células JAR o los explantes placentarios humanos, se
cultivaron en una placa de 96 o de 6 pocillos, respectivamente, en presencia o ausencia de SuM

de T09, 5uM de 22-R, 10uM de RA o 50uM de doxiciclina durante 24 horas. A continuacion, se
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elimin6 el medio y se anadié una mezcla de 100ul de tampon TNC (50 mM Tris, 0,15M NaCl,
10 mM CacCl, y 0,002% NaNj3; pH 7,5) y 100ul de 3uM de péptido fluorogénico Mca-PLGL-
Dpa-AR-NH2 (R&D Systems, Minneapolis, MN) por pocillo. Después de una incubacioén de una
hora a 37°C, se afadieron 20ul por pocillo de soluciéon de parada 10X (100 nM EDTA y 0,02%
NaNj; pH 7,5). Las muestras se transfirieron a una placa negra de 96 pocillos y la fluorescencia
se determindé utilizando una longitud de onda de excitacion de 325 nm y de emision de 393 nm,
segin las instrucciones del fabricante, en un aparato Varioskan Flash spectral scanning
multimode reader (Thermo Scientific). Para los ensayos sin células, se activo MMP-14
recombinante humana, que contiene el prodominio y los dominios catalitico y hemopexina
(Millipore), incubandola con ImM de APMA (4-Aminophenylmercuric acetate; Sigma-Aldrich)
durante 2-3 horas a 37°C. Una mezcla de 10ul de 200nM de MMP-14 y 90 pul de tampon TNC se
afiadié a cada pocillo de una placa negra de 96 pocillos. Después de 10 minutos a 37°C, se
afiadieron 100pul de 3uM de Mca-PLGL-Dpa-AR-NH2. Una vez incubadas las muestras durante
una hora a 37°C, se afiadieron 20ul de solucion de parada 10X y se determiné la fluorescencia
como se describi6 anteriormente. Cuando fue necesario, la actividad de la metaloproteasa se

determind en presencia de 30uM de péptidos bloqueantes de endoglina o 50uM de doxiciclina.

3.10 Péptidos bloqueantes y proteina recombinante

Los péptidos se disefaron a partir de regiones evolutivamente conservadas de la secuencia de
endoglina con acetilacion en N-terminal y amidacion en C-terminal, se sintetizaron y purificaron
hasta una pureza >90% (Biomedal SL, Sevilla). Los péptidos P583 (TSKGLVLP), P447
(SLSFQLGLYL) y P230 (GPRTVTVK), corresponden a las posiciones de endoglina humana
583-590, 447-456 y 230-237, respectivamente, y se disolvieron en agua destilada. La endoglina
humana recombinante que corresponde al dominio extracelular (Glu26-Gly586) se obtuvo de

R&D Systems.

3.11 Experimentos in vivo y en raton

Los ratones C57BL/6J (machos de 8-12 semanas de edad) son de origen comercial (The Jackson
Laboratory, Bar Harbor, ME, USA). A un grupo de cuatro ratones se les inyectd
intraperitonealmente T09 (40-50mg/kg), o el vehiculo correspondiente (etanol-solucion salina
1:1) diariamente durante 4-6 dias. Los tratamientos mas prolongados en el tiempo resultan
toxicos para los animales por efecto del disolvente (etanol). Alternativamente, a los ratones se les

inyecto intravenosamente en la vena de la cola una mezcla de liposomas que contiene 22-R (40-
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50mg/kg) y L-a-fosfatidilcolina a un relacion molar de 1:2, respectivamente, diariamente durante
4-6 dias. La mezcla de liposomas inyectada también contiene 60png/g peso raton/dia de péptidos,
segin se indica. A un grupo de cuatro hembras prefiadas (20 semanas de edad, 3* semana de
gestacion) se les inyect6 liposomas como se indica. La presion arterial sistolica (PAS) se midid
diariamente con un esfingomandémetro de cola (NIPREM 546). Alternativamente, se midio la
presion arterial sistolica, diastdlica y media por radiotelemetria, empleando un catéter
implantado en una arteria del animal que va unido a un transductor de sefal de presion, un
transmisor y una bateria, todo ello encapsulado en un monitor electronico implantable (PA-C20,
Data Sciences International, DSI; St. Paul, MN, USA). Cada animal se mantuvo de forma
individual en una jaula de polipropileno estdndar en ciclos de luz-oscuridad de 12:12-h, se
alimentaron de forma estandar con pienso para roedores y se les administré agua potable ad
libitum. Como minimo 3 dias después de la recuperacion, la jaula se coloco encima de un
receptor de radio y se realizaron medidas en cada animal entre las 10:00 a.m. y las 14:00 p.m.,
durante al menos 10 dias para asegurarse de que se estan tomando datos estables. Dichos datos se
recuperaron mediante el software proporcionado por Data Sciences. Al finalizar el tratamiento,
los ratones fueron sacrificados, se extrajo el plasma y se determinaron los niveles de sEng de
raton mediante el kit de ELISA descrito anteriormente. La generacion y caracterizacion de los
ratones C57BL/6J que expresan constitutivamente altos niveles de sEng humana (sol.Eng” mice)
se describira por el grupo del Dr. Lopez-Novoa (Universidad de Salamanca). En estos animales y
sus compaiieros salvajes (WT), se extrajo plasma de un corte en la cola y se determinaron los
niveles de sEng humana mediante ELISA. La generacidén y caracterizacion de los ratones
Olal29/C57BL/6J knock-in que tienen MMP-14 endogena sobreexpresada de una manera
dependiente de tetraciclina serd descrita por la Dra. Llano y colaboradores (Centro de
Investigacion del Cancer, CIC, Universidad de Salamanca). La sobreexpresion de MMP-14 se
indujo cuando los ratones tenian 5 semanas de edad. Todos los procedimientos fueron aprobados
por los Comités de Uso y Cuidado Animal de la Universidad de Salamanca y los ratones se
cuidaron segin los estandares de los Institutos Nacionales de Salud, Cuidado y Empleo de

Animales de Laboratorio.

3.12 Proteinuria

Se recolect6 la orina de las Gltimas 24 horas de tratamiento de los ratones machos a los que se les
habia inyectado intravenosamente en la vena de la cola una mezcla de liposomas que contiene
22-R (40-50mg/kg) y L-a-fosfatidilcolina a un relacion molar de 1:2, respectivamente, y a los

ratones control, a los que se les habia inyectado liposomas que contienen sélo L-a-
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fosfatidilcolina. La concentracion total de proteina en la orina de dichos ratones se midid

mediante el método colorimétrico de Bradford.

3.13 Estadistica

Los datos se sometieron a andlisis estadistico y los resultados se presentaron como
promedio+=SEM. Las diferencias entre los valores promedios se analizaron mediante el test de t
de Student. En las figuras la significacion estadistica se sefializa mediante asteriscos (*p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,005; ns = no significativo). Las comparaciones entre grupos se realizaron
mediante ANOVA (GraphPad Software) y se corrigieron en el caso de medidas repetidas cuando
fue necesario. En el caso de que el ANOVA revelara diferencias significativas, los promedios
individuales se evaluaron utilizando el procedimiento Bonferroni. En las figuras la significacion

estadistica se sefializa mediante almohadillas (#p<0.05; ##p<0.0001).
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RESULTADOS
4.1 La hipoxia induce la liberacion de endoglina soluble

Se ha descrito que la hipoxia es clave en el desarrollo de la preeclampsia (Soleymanlou y col.,
2005; Al-Gubory y col., 2010) y el aumento de los niveles de sEng es un marcador de la
evolucion de esta patologia (Ventakatesha y col., 2006). Por ello, se decidio comprobar si la
hipoxia estd implicada en la liberacion de sEng. Para ello, las células JAR se incubaron con 1%
de oxigeno en el incubador modular MIC-101 o bien se trataron con desferroxiamina (DFO)
durante 24 horas. A continuacion, se recogio el medio condicionado y se analizaron los niveles
de sEng mediante ELISA. Como se muestra en la Fig. 10A, ambos tipos de estimulos hipoxicos
indujeron significativamente la liberaciéon de sEng al medio. Por otro lado, se sometieron a
hipoxia dos tipos de transfectantes estables (mioblastos de rata y fibroblastos de raton) que
expresan endoglina humana y al analizar por ELISA los sobrenadantes después de 24 horas en el
incubador modular MIC-101 se observé que los niveles de sEng también aumentan en los

sobrenadantes de los transfectantes estables (Fig. 10B).
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Figura 10. Efecto de la hipoxia en la liberacién de sEng. A. Las células JAR se incubaron con
desferroxiamina (DFO) o 1% de oxigeno durante 24 horas y los niveles de sEng se midieron mediante
ELISA. B. Los transfectantes estables de mioblastos de rata (L6E9) y fibroblastos de raton (1.929), que
expresan endoglina humana se incubaron en condiciones de hipoxia (1% oxigeno) durante 24 horas y los
niveles de sEng se midieron mediante ELISA.
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Puesto que la expresion de endoglina humana, codificada por un cADN, en estos transfectantes
esta controlada por un promotor viral, estos resultados excluyen la posibilidad de una regulacion
transcripcional de la misma o de un ayuste alternativo y sugieren la existencia de un mecanismo

proteolitico responsable de la liberacion de sEng durante la hipoxia.

Para comprobar la implicacion de la hipoxia en la liberacion de sEng se realizaron estudios de
silenciamiento del ARNm de HIF-1a, factor clave en el mecanismo de funcionamiento de la
hipoxia. Para ello, se silenci6 HIF-1a en las células JAR mediante siARN, y se someti6 a las
células a hipoxia o normoxia. Se utilizaron tres siRNAs distintos y el silenciamiento se
monitorizé mediante qRT-PCR (Fig. 11A). Los sobrenadantes de estas células se analizaron por

ELISA y se observo un marcado descenso de la liberacion de sEng (Fig. 11B).

O Normoxia

A O Hipoxia
1.2 Células JAR 25 Células JAR
:5 1.0 | - NS %%
3 2.0 N ns hs
=
0.8 1
© ™ T
£ =E~ 15 ns -
2 06 £ -
a £ 10
3 04 p
(M) [=
2 02 W o5
> 1l
w 00 o MM #2 #2 #3#8 0.0 |
T CTL  siSC #M ¥ #2 #2 #3 #3
- v cTL siSC  _ D

siRNA (HIF-10) SiRNA (HIF-1q)

Figura 11. Efecto de la hipoxia en la liberacion de sEng. Las células JAR se transfectaron con tres
RNA interferentes (siRNA) distintos, para silenciar HIF-1a. Después de 24 horas, se realiz6 una RT-PCR
a tiempo real para medir la expresion de HIF-1a (A), y los niveles de sEng se determinaron mediante
ELISA (B). Un siRNA de secuencia aleatoria (siSC) se transfecté como control. También se emplearon
células control sin tratar (CTL).

Existen muchas evidencias que asocian los altos niveles de sEng presentes en mujeres que sufren
preeclampsia con un aumento del estrés oxidativo y un descenso de las defensas antioxidantes
(Al-Gubory y col., 2010). Por ello, se plante6 la pregunta de si la hipoxia podria ser capaz de
inducir no soélo la liberacion de sEng, sino también la formacion de ROS en las células JAR. Para
comprobarlo, estas células fueron sometidas a hipoxia en el incubador modular MIC-101 durante
24 horas y a continuacion se incubaron con una sonda fluorescente, CM-H,DCFDA, capaz de

detectar ROS. Como se observa en los resultados de la citometria de flujo, la formacion de ROS
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se indujo 2,8 veces en las células JAR sometidas a hipoxia (Fig. 12A). Ademas, este aumento de
las ROS fue bloqueado mediante el tratamiento con Trolox, un potente antioxidante derivado de
la vitamina E. El Trolox también indujo una clara reduccion de los niveles de sEng en
condiciones de hipoxia (Fig. 12B). Estos resultados sugieren que las ROS son un componente de

la via de la hipoxia corriente abajo, y conducen a la liberacion de cantidades crecientes de sEng.
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Figura 12. Efecto de la hipoxia en la liberacion de sEng. Las células JAR se sometieron a condiciones
de hipoxia (1% oxigeno) en presencia o ausencia del antioxidante Trolox. A continuacioén, las células JAR
se incubaron con CM-H,DCFDA, un indicador permeable a la célula para especies reactivas de oxigeno,
y se determino la formacion de ROS mediante citometria de flujo (A). Los sobrenadantes de las células se
recogieron y se analizaron los niveles de sEng mediante ELISA (B).

4.2 Los oxisteroles inducen la liberacion de sEng a través de la via de LXR

Uno de los efectos de la induccion de la formacion de ROS en condiciones de hipoxia es la
generacion de oxisteroles en la célula (Murphy y Johnson, 2008). Por tanto, se decidid
comprobar si este proceso ocurria en el modelo celular JAR. Para ello, las células se sometieron
a hipoxia, se realiz6 una extraccion lipidica de las mismas después de 24 horas, siguiendo el
método de Bligh y Dyer (1959), y se realizd un analisis por cromatografia de gases-
espectrometria de masas. Cuando las células JAR se sometieron a hipoxia se observé un aumento
de la formacion del oxisterol 22(R)-hidroxicolesterol (22-R) en comparacion con las células que

se cultivaron en normoxia (Fig. 13).
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Figura 13. Andlisis de colesterol y 22-R en los extractos celulares. Los lipidos se analizaron por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) empleando el equipo Agilent
7890A (Agilent Technologies). En los paneles A-D el eje horizontal representa el tiempo de elucion,
mientras que el eje vertical representa la intensidad de la sefial en picoamperios (pA). El panel A muestra
el perfil del disolvente (vehiculo), mientras el panel B muestra los dos marcadores control, colesterol y
22-R purificados. En los paneles C y D los extractos lipidicos de las células JAR, incubadas en hipoxia o
normoxia durante 24 horas, se analizaron por GC-MS. El tiempo de elucion y posicion de los picos del
colesterol y 22-R se indican en la figura. El area de estos picos se midid en tres experimentos diferentes y
la media de ellos se representa en el panel E. Los niveles de 22-R en las células JAR sometidas a hipoxia
mostraron un marcado aumento (~4 veces de induccion) respecto a las células sometidas a normoxia. La
identificacidon de los picos obtenidos en GC-MS se confirmé con la informacion disponible en los bases
de datos de MS.

Puesto que los oxisteroles sefializan a través de los receptores LXR (A-Gonzélez y Castrillo,
2011) y la expresion de endoglina se induce por la activacion de la via de LXR mediante la
union del agonista sintético TO9 (Henry-Berger y col., 2008), se decidid6 comprobar la

implicacion de la via de LXR en la liberacion de sEng.
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Figura 14. Efecto de los ligandos de LXR sobre la expresion de endoglina. Las células JAR se
incubaron con T09, RA, 22-R o vehiculo (0.1% de etanol en medio de cultivo), durante 24 horas. Las
células se analizaron por citometria de flujo de inmunofluorescencia con el anticuerpo anti-endoglina
P4A4, empleando como control negativo el mAb X63. El porcentaje de células positivas y la intensidad
de fluorescencia promedio se indican en el panel A. B. El indice de expresion de endoglina de membrana
(mEng) se calculé empleando los datos del panel A, multiplicando el porcentaje de células positivas por
la intensidad de fluorescencia promedio de cada muestra.. Los medios condicionados se almacenaron
adecuadamente para medir los niveles de sEng mediante ELISA. C. Comparativa de la induccion de
endoglina soluble (sEng) por LXR frente a la induccion de la endoglina de membrana (mEng). A la
relacion entre el indice de expresion de mEng (B) y las concentraciones de sEng se le dio un valor
arbitrario de 1 en la muestra sin tratar (CTL). Se observé un marcado aumento de la relacion sEng/mEng
debido al tratamiento con los ligandos.

Como se esperaba, el tratamiento de las células JAR con T09 provocd un aumento de la
endoglina de superficie celular (Fig. 14A y B). Ademas, el tratamiento con el ligando fisioldgico

de LXR, 22-R y con el ligando de RXR, RA, indujeron fuertemente la liberacion de sEng (Fig.
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14C y 15A). Es interesante resaltar que se observo una fuerte cooperacion sinérgica entre el 22-R

y el RA en lo que a la liberacion de sEng se refiere.

Por otro lado, se trataron cultivos primarios de células endoteliales humanas (HUVECs) con los
ligandos de LXR, T09 y 22R, y el ligando de RXR, RA, observandose un comportamiento

similar al de la linea celular JAR, es decir, un claro aumento de los niveles de sEng (Fig. 15B).
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Figura 15. Efecto de los ligandos de LXR sobre la produccion de sEng. Las células se trataron con
diferentes combinaciones de T09, RA y 22-R durante 24 horas y se analizaron los niveles de sEng en los
sobrenadantes mediante ELISA. A. Células JAR. B. HUVECs.

La implicacion de los receptores nucleares LXR en la liberacion de sEng, se confirm6 utilizando
MEFs derivadas de ratones doble KO para LXR a,p (-/-). Estos fibroblastos fueron transfectados
con endoglina humana y tratados con T09, observandose un marcado aumento de los niveles de
liberacion de sEng en las MEFs provenientes de ratones salvajes, mientras las MEFs obtenidas

de los ratones doble KO para LXR no respondieron al tratamiento con T09 (Fig. 16).
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Figura 16. Implicacion de la via de LXR en la produccion de sEng. Fibroblastos embrionarios de
ratobn (MEFs) provenientes de ratones salvajes o doble KO para LXRa,p (2-KO) se transfectaron con un
vector que codifica endoglina humana o un vector vacio antes del tratamiento con ligandos de LXR.
Después de 24 horas los sobrenadantes se analizaron mediante ELISA.

Tal como se menciond anteriormente (Fig. 10B), los transfectantes estables de endoglina
humana (mioblastos de rata y fibroblastos de raton) muestran un aumento en la liberacion de
sEng cuando son cultivados en hipoxia. De forma similar, también se observa un aumento en los
niveles de sEng cuando dichos transfectantes son tratados con agonistas de LXR y RXR (Fig.

17).

Puesto que la expresion de endoglina a partir de ADNc en dichos transfectantes esta controlada
por un promotor viral, estos resultados excluyen una posible regulacién transcripcional
responsable de la liberacion de sEng y por lo tanto confirman la hipdtesis de un corte proteolitico

de la endoglina de membrana activado mediante la via de LXR.
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Figura 17. Efecto de los ligandos de LXR sobre la produccién de sEng. Los mioblastos de rata (L6E9)
y los fibroblastos de raton (L.929), transfectantes estables de endoglina humana se trataron con los
ligandos de LXR durante 24 horas y los sobrenadantes se analizaron mediante ELISA.

4.3 Los receptores LXR modulan el corte proteolitico de endoglina a través del inhibidor de
MMP-14, TIMP-3

Puesto que se ha descrito que la metaloproteasa MMP-14 es la principal responsable del corte de
endoglina (Hawinkels y col, 2010) y el inhibidor de MMP-14, TIMP-3 es un gen diana de la via
de LXR (Hoe y col., 2007), se decidi6 comprobar si la expresion de TIMP-3 estaba modulada
por LXR e hipoxia en las células JAR. La figura 18A muestra los resultados de una RT-PCR
semicuantitativa. Se observa una disminucion significativa de los niveles d¢ ARNm de TIMP-3
cuando las células se sometieron a tratamiento con T09. Ademas, mediante qRT-PCR, se
observa que la hipoxia disminuye significativamente los niveles de ARNm de TIMP-3 y sin
embargo no afecta al transcrito de TIMP-2 (Fig. 18A). Los niveles de proteina de TIMP-3
también disminuyeron como consecuencia del tratamiento de las células JAR con ligandos de

LXR y RXR y cuando las células se sometieron a hipoxia (Fig. 18B).
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Figura 18. Implicacion de TIMP-3 en la via LXR/oxisterol. A. Las células JAR se trataron con T09
durante 24 horas y se extrajo el ARN total. El anélisis por RT-PCR semicuantitativa muestra que los
niveles de ARNm de TIMP-3 se redujeron como consecuencia del tratamiento. Como control, se utilizo
GAPDH, cuyos niveles d¢ ARNm no cambiaron. Las células JAR se sometieron a hipoxia (H) o
normoxia (N) y los niveles de ARNm de TIMP-3 y TIMP-2 se midieron mediante qRT-PCR. B. Las
células JAR se trataron con T09, RA, 22-R, DFO o 1% de oxigeno durante 24 horas. Los medios
condicionados se recogieron y los niveles de TIMP-3 se analizaron mediante ELISA.

Para confirmar la implicaciéon de TIMP-3, se decidi6 silenciar dicha proteina utilizando tres
siRNAs distintos y monitorizando el silenciamiento mediante qRT-PCR (Fig. 19A). Los medios
condicionados de las células sometidas al silenciamiento se analizaron mediante ELISA,
observandose un aumento de los niveles de sEng en las células donde se habia silenciado

parcialmente TIMP-3 (Fig. 19B).
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Figura 19. Implicacion de TIMP-3 en la produccién de sEng. Las células JAR se transfectaron con
tres RNA interferentes (siRNA) para silenciar TIMP-3. Después de 24 horas, se realizé una RT-PCR a
tiempo real para medir la expresion de TIMP-3 (A), mientras que los niveles de sEng se determinaron por
ELISA (B). Un siRNA de secuencia aleatoria (siSC) se transfecté como control.

Las células JAR se incubaron con la proteina TIMP-3 recombinante humana observandose una

dréstica disminucion de los niveles de sEng inducidos por T09 (Fig. 20).
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Figura 20. Efecto de TIMP-1, TIMP-2 y TIMP-3 en la liberacién de sEng dependiente de la via
LXR/oxisterol. Las células JAR se trataron con las proteinas TIMP-1, TIMP-2 y TIMP-3 recombinantes
humanas durante 24 horas en presencia o ausencia de 22R y los niveles de sEng liberados al medio
condicionado se analizaron mediante ELISA.
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4.4 MMP-14 esta implicada en la liberacion de endoglina soluble en células JAR

TIMP-2 y TIMP-3 son inhibidores de la metaloproteasa MMP-14, que ha sido descrita
recientemente como la principal proteasa implicada en el corte de endoglina (Hawinkels y col,
2010). Por lo tanto, se decidi6 estudiar el papel de MMP-14 en la liberacion de sEng en células
JAR. Como se muestra en la figura 21A, los niveles de sEng en el medio condicionado de células
JAR que sobre-expresan MMP-14 estan aumentados mas de dos veces con respecto a las células
control. Por otro lado, se observdé que la co-expresion de MMP-14 y endoglina humana en
células COS-7 (que no expresan endoglina de forma enddgena) indujo claramente la liberacion

de sEng al medio condicionado (Fig. 21B).

Puesto que T09 disminuye los niveles del inhibidor de MMP-14, TIMP-3 (Fig. 18), se plante¢ la
pregunta de si el tratamiento de células JAR con agonistas de LXR provocaria un aumento de la
actividad de MMP-14. Para comprobarlo, se empled el péptido fluorogénico Mca-PLGL-Dpa-
AR-NH,, que es sustrato de MMP-14. Como se observa en la Fig. 21C, la actividad de MMP-14
aument6 significativamente en respuesta a T09. Como control, se empled doxiciclina, que es un

inhibidor general de proteasas de amplio espectro.
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Figura 21. Implicacion de MMP-14 en la liberacién de sEng. A. Las células JAR se transfectaron de
manera transitoria con un vector que codifica MMP-14 o un vector vacio (EV) y se midieron los niveles
de sEng mediante ELISA. B. Células COS se co-transfectaron de manera transitoria con un vector que
codifica endoglina o un vector vacio (EV) en presencia o ausencia de un vector que codifica MMP-14.
Los niveles de sEng en el medio de cultivo se midieron mediante ELISA. C. Las células JAR se
cultivaron en presencia o ausencia de T09 o el inhibidor de MMPs doxiciclina (Dox) durante 24 horas. A
continuacion, el sustrato fluorogénico de MMP-14, Mca-PLGL-Dpa-AR-NH, se afiadi6 al cultivo y se
determino la fluorescencia (FU).
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Fue interesante observar que el sitio de corte de MMP-14, G-L, presente en el péptido
fluorogénico, se encuentra en dos péptidos yuxtamembrana del dominio extracelular de
endoglina. Todo esto llevd a postular un posible efecto modulador de estos péptidos en la
liberacion de sEng. Para comprobar esta hipotesis, se sintetizaron tres péptidos a partir de
regiones evolutivamente conservadas de la secuencia de endoglina (Fig. 22); se incub6 MMP-14
recombinante con el sustrato fluorogénico en presencia de los péptidos P447 y P583 y se
comprobd que dichos péptidos por si solos o la combinacion de los mismos, eran capaces de
inhibir significativamente la actividad de MMP-14, sugiriendo que dichas secuencias de
endoglina eran dianas para MMP-14. Como control negativo, se incub6 con el péptido P230, que
no posee el motivo GL, y se observd que no tenia ninglin efecto sobre la actividad de MMP-14

(Fig. 22A).

Puesto que el péptido P583 mostraba el mayor efecto inhibitorio y debido también a que la
posicidon de su motivo GL encaja con el tamafio descrito de endoglina soluble (Hawinkels y col.,
2010), se empled éste para los estudios posteriores. Para comprobar que el péptido P583 podia
competir con el proceso de corte proteolitico de endoglina de membrana, se midieron los niveles
de sEng de las células JAR en presencia de dichos péptidos. El péptido P583 fue capaz de
disminuir significativamente los niveles basales de sEng, a diferencia del péptido P230,
sugiriendo que esta secuencia de endoglina mimetiza la secuencia natural de la endoglina de
membrana, interfiriendo con la actividad proteolitica de MMP-14 (Fig. 22B). Como control, las
células JAR se incubaron con el inhibidor de proteasas doxiciclina y se observaron niveles de

inhibicién similares que con el péptido P583.
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Figura 22. Efecto de los péptidos de endoglina en la actividad de MMP-14. A. En un sistema libre de
células, MMP-14 humana recombinante se activd con APMA y se afiadio el sustrato fluorogénico Mca-
PLGL-Dpa-AR-NH, (Fluo) en presencia o ausencia de los péptidos de endoglina (P230, P447 o P583) o
una version recombinante del dominio extracelular de endoglina (Glu26-Gly586; P26-586). Como
controles negativos se emplearon MMP-14, el péptido fluorogénico (Fluo) y MMP-14 inactiva (iMMP-
14). Después de una incubacion de una hora a 37°C, se afiadié solucion de parada y se determiné la
fluorescencia. B. Efecto de los péptidos de endoglina en la liberacion de sEng. Las células JAR se
cultivaron durante 48 horas en presencia de los péptidos de endoglina P583 (diana de la actividad de
MMP-14) y P230 (control negativo) o doxiciclina (Dox). Los medios de cultivo se recogieron y los
niveles de sEng se analizaron mediante ELISA.

Teniendo en cuenta que la actividad de MMP-14 se induce por los ligandos de LXR (Fig. 21C),
se decidié comprobar si la expresion de MMP-14 también estaba modulada por la via de LXR.
Para ello, se sometieron las células JAR a hipoxia y también se incubaron células JAR con
diferentes combinaciones de ligandos del heterodimero LXR/RXR (T09, RA y 22-R),

observandose un aumento de MMP-14 en la superficie celular después del tratamiento (Fig. 23).
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Figura 23. Efecto de los ligandos de LXR en la expresion de MMP-14. Las células JAR se incubaron
con T09, RA, 22-R o el vehiculo (0.1% de etanol en el medio de cultivo) o se sometieron a hipoxia,
durante 24 horas. Las células se emplearon para medir la MMP-14 de la superficie celular mediante
citometria de flujo de inmunofluorescencia con un anticuerpo monoclonal de raton anti-MMP-14
(EP1264Y), empleando otro anticuerpo como control negativo. El porcentaje de células positivas y la
intensidad de la fluorescencia (IF) promedio se indican en el panel A. Se observd un aumento de la
expresion de MMP-14 debido al tratamiento con los ligandos de LXR y a la hipoxia; el indice de
expresion (EI) de la MMP-14 unida a membrana se represento en el panel B.
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También se quiso comprobar si el efecto producido por el oxisterol 22-R en las células JAR era
reproducible con explantes placentarios humanos. Para ello, dichos explantes se incubaron en
presencia del ligando de LXR, 22-R, durante 24 horas. El tratamiento de los explantes con 22-R
produjo un aumento de los niveles de sEng liberados (Fig. 24A), comparado con el control. Este
aumento de liberacion de sEng fue inhibido por la presencia del péptido P583 y sin embargo el
péptido control P230 no ejercié ningun efecto. De manera similar a lo que se observo en las
células JAR, el aumento de liberacion de sEng se produce en paralelo al aumento de la actividad
de MMP-14 (Fig. 24B); ademas, los niveles del inhibidor TIMP-3 disminuyen en los explantes

placentarios humanos después del tratamiento con el oxisterol 22-R (Fig. 24C).
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Figura 24. Efecto de los ligandos de LXR y los péptidos de endoglina en explantes placentarios
humanos. A-C. Se emple6 una mezcla de explantes placentarios humanos de 5 donantes distintas, que se
incubd con 22-R, vehiculo o los péptidos de endoglina P583 y P230 durante 24 horas. Se recogieron los
medios condicionados y los niveles de sEng (A) y TIMP-3 (C) se midieron mediante ELISA. Los
explantes se incubaron con el sustrato fluorogénico para MMP-14 y se midi6 la fluorescencia (B).

4.5 La activacion de la via de LXR in vivo aumenta los niveles de sEng y la presion arterial
sistolica

A continuacidn, se quiso ver si los resultados con células cultivadas se reproducian en un modelo
animal. Para ello, ratones macho fueron tratados con el agonista sintético de LXR, T09 o el
ligando fisiologico 22-R durante 5 dias. Las figuras 25A y B muestran que la presion arterial
sistolica aumenta considerablemente durante el tratamiento con ambos ligandos. Ademas, los
niveles de sEng de los ratones tratados con T09 o 22-R también aumentaron significativamente
(Figs. 25D y E). De manera similar ratones hembra prefiadas tratadas con 22-R mostraron un

aumento de la presion arterial sistolica (Fig. 25C) y un aumento de los niveles de sEng (Fig.

25F).
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Figura 25. Efecto de los ligandos de LXR en la presion arterial. A los ratones macho se les inyectd
intraperitonealmente de forma diaria TO9 o vehiculo (Control) en un periodo de 5 dias (A y D). A ratones
macho (B,E) o hembras prefiadas (C,F) se les inyectd diariamente de forma intravenosa 22-R o vehiculo.
Durante el tratamiento, la presion arterial sistolica se midi6 diariamente con un esfingomanometro de cola
(NIPREM 546) (A-C) o por telemetria (B). El ultimo dia de tratamiento las medidas en cola de las
hembras prefiadas se confirmaron mediante medidas directas intracarotidas (C). Al finalizar el
tratamiento, se sacrificaron los ratones, se recogieron muestras de suero y los niveles de sEng se
determinaron mediante ELISA (D, E y F). El nimero de animales (n) empleado en cada experimento se
indica en los paneles.
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Paralelamente se realizaron medidas de la presion arterial media y diastolica de los ratones
macho tratados con 22-R y como se puede observar en la fig. 26 ambas medidas muestran una

respuesta similar a la observada con la presion arterial sistélica.
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Figura 26. Efecto de los ligandos de LXR en la presion arterial diastélica y media. A los ratones
macho se les inyect6 de forma intravenosa 22-R o vehiculo a diario. Durante el tratamiento, la presion
arterial diastolica y la media se midieron diariamente por telemetria.

Cuando se analiz6 la orina de los ratones a los que se les habia inyectado el oxisterol 22-R y el
vehiculo, se observé que los ratones tratados presentaban proteinuria, un sintoma asociado a la

preclampsia (Fig. 27).
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Figura 27. Efecto del ligando de LXR, 22-R en la proteinuria. A ratones macho se les inyectd
diariamente de forma intravenosa 22-R o vehiculo (Control). Durante el tratamiento la presion arterial
sistolica se midi6 por telemetria (Fig. 25B). El ltimo dia de tratamiento se recogieron muestras de orina
de los ratones y la concentracion total de proteina en las mismas se analizd6 mediante el ensayo
colorimétrico de Bradford. El nimero (n) de animales empleados se indica en la figura.
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En vista del resultado de la proteinuria, se decidi6 analizar otros marcadores de la preclampsia,
como son sFItl y PLGF, tanto en los explantes placentarios tratados con 22-R y el péptido
bloqueante, como en el suero de los ratones macho a los que se les inyectd 22-R y a los que se
les co-administr6 el péptido bloqueante. Como se puede observar en los resultados de los
ELISAs, no se observaron diferencias en dichos marcadores tanto en el caso de los explantes

placentarios (Fig. 28 A y B), como en el de los ratones (Fig. 28 C y D).
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Figura 28. Efecto del oxisterol 22-R y el péptido de endoglina en los marcadores de preclampsia
sFItl y PIGF. Los explantes placentarios se incubaron durante 24 horas con el ligando de LXR, 22-R y el
péptido bloqueante de endoglina, P583. Se recogieron los sobrenadantes y se analizaron los niveles de
sFIt1 y PIGF mediante ELISA (A y B). A los ratones se les inyectd de forma intravenosa diariamente
vehiculo (CTL) o 22-R en ausencia o presencia del péptido P583. El ultimo dia de tratamiento (dia 5), los
ratones fueron sacrificados, se recogieron muestras de suero y se analizaron los niveles de sFltl y PIGF
mediante ELISA (Cy D).

El posible papel patogénico de MMP-14 y su producto proteolitico sEng en la respuesta
hipertensiva ha sido comprobado por el grupo del Dr. Lopez-Novoa utilizando otros dos modelos
de raton diferentes, uno en el que se sobre-expresa MMP-14 y otro en el que se sobre-expresa
sEng. De hecho, la sobre-expresion de MMP-14 en los ratones knock-in después de 4 meses esta
asociada con un aumento de la presion arterial y de los niveles de sEng. Se pudo observar
también, que 2 meses después de la sobre-expresion de MMP-14, la presion arterial sistolica no
presentaba cambios. Sin embargo, se detectd un pequeiio aumento de los niveles de sEng,
sugiriendo que el aumento de la presion arterial sistolica no es consecuencia de la eliminacion de

la tetraciclina per se, sino que depende del aumento de la actividad de la metaloproteasa.
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Ademas estos resultados son compatibles con los altos niveles de sEng. Por otro lado, los ratones
transgénicos que sobre-expresan sEng humana, con altos niveles en plasma de sEng (2,050+618
ng/ml; indetectable en ratones WT) mostraban un aumento de la presion arterial sistdlica
respecto a los animales salvajes. Estos resultados sugieren que tanto MMP-14 como sEng

pueden contribuir al fenotipo hipertenso.

4.6 El péptido de endoglina puede inhibir la liberacion de sEng inducida por oxisteroles y

la presion arterial sistolica

Puesto que se habia observado que el péptido P583 puede interferir en la actividad de MMP-14 y
el proceso de corte proteolitico de la endoglina de membrana in Vitro, se quiso comprobar sus
efectos in vivo. Para ello, se inyecté de forma intravenosa el oxisterol 22-R y se observo que el
aumento de presion arterial sistdlica que se producia podia ser inhibido por la co-administracion

del péptido P583 (Fig. 29A).
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Figura 29. Efecto de los péptidos de endoglina en la presion arterial elevada inducida por
oxisteroles. A los ratones se les inyectd diariamente de forma intravenosa vehiculo (CTL) o 22-R en
ausencia o presencia de los péptidos P230 o P583. Durante el tratamiento, la presion arterial sistolica se
midi6 diariamente con un equipo NIPREM (A). El ultimo dia de tratamiento, los ratones fueron
sacrificados, se recogieron muestras de suero y se analizaron los niveles de sEng mediante ELISA (B). El
numero de animales (n=4) empleados en cada experimento se indica en la figura.

Ademas, dicho péptido también disminuia los niveles de sEng (Fig. 29B), sugiriendo que el
efecto hipertensor dependiente del oxisterol en este modelo animal estd mediado por sEng. En
contraste, la co-inyeccion de 22-R y el péptido P230 no afectd ni a la presion arterial sistdlica ni

a los niveles de sEng.
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DISCUSION

La preeclampsia es una de las complicaciones mas graves del embarazo. Es responsable de los
indices de mortalidad mas elevados tanto para la madre como para el neonato. Aunque durante
los ultimos 20 afios se han hecho grandes avances en la comprension de su patofisiologia, el
mecanismo exacto por el que tiene lugar atin debe ser elucidado. Su patogénesis estéa relacionada
con una placenta hipoxica. La hipoxia de la placenta es responsable de la disfuncién vascular
materna que ocurre debido al aumento de la liberacion de factores anti-angiogénicos, como sFlt-
1 y sEng. Estos receptores solubles son capaces de unirse a VEGF, PIGF y miembros de la
superfamilia del TGF-p presentes en la circulaciéon materna, contribuyendo asi, a la disfuncién
endotelial en los tejidos maternos (Powe y col., 2011). En un embarazo normal también se
produce inflamacion sistémica, estrés oxidativo y alteraciones de los niveles de los factores
angiogénicos, asi como reactividad vascular. Tanto la placenta como la vasculatura materna son
las principales fuentes de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno capaces de producir
poderosos pro-oxidantes que modifican covalentemente proteinas y alteran la funcidon vascular
en la preeclampsia. Estudios recientes han demostrado que una perfusion uteroplacentaria
reducida provoca isquemia en la placenta y causa un aumento de los niveles de sFlt-1 y sEng en
el suero, vinculando por lo tanto, la isquemia placentaria con la sobre-expresion de estos factores
anti-angiogénicos (Foidart y col., 2009). Sin embargo, estos estudios atin no han sido capaces de
elucidar el mecanismo por el cual la isquemia induce el aumento de estos factores anti-
angiogénicos. Este trabajo se ha centrado en el mecanismo de liberacion de sEng, diseccionando
la via implicada en el mismo (Fig. 30). Nuestros datos sugieren que los niveles elevados de sEng
son consecuencia de la hipoxia, como se demuestra en los experimentos con las células JAR y
los transfectantes estables que expresan endoglina humana, asi como en los experimentos de
silenciamiento de HIF-1oo (Fig. 10 y 11). El desarrollo de la hipoxia implica la generacion de
ROS (Fig. 12A). Todo esto encaja bien con los niveles elevados de ROS postulados en la
preeclampsia (Al-Gubory y col., 2010). Ya que el colesterol es una diana natural de la ROS
formandose los oxisteroles, investigamos la posible implicacion de estos oxisteroles y sus
receptores LXR en la generacion de sEng. Asi, con este trabajo se ha demostrado que los
oxisteroles son capaces de aumentar la concentracion de sEng actuando a tres niveles distintos.
Los oxisteroles: 1) aumentan los niveles de la endoglina de superficie celular de acuerdo con lo
descrito anteriormente (Henry-Berger y col., 2008); ii) aumentan la expresion en superficie de
MMP-14, una proteasa unida a membrana que puede cortar la endoglina de superficie

(Hawinkels y col., 2010); y iii) inhiben la expresion de TIMP-3, un inhibidor de MMP-14 (Fig.
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30). La sobre-expresion de sEng provocada por los oxisteroles ocurre a través de la via de LXR
como se demuestra en los experimentos con fibroblastos embrionarios de ratoén LXROL,B('/ N,
sugiriendo que LXR juega un papel muy importante en la liberacion de sEng (Fig. 16). Puesto
que los embarazos normales se asocian con un aumento de la oxidacidon de particulas LDL y en
embarazos con preeclampsia existe evidencia de una produccién anormal de peroxidos lipidicos
en la sangre materna (Walsh et al., 1993), se puede especular que un aumento de la
internalizacion de oxisteroles por parte de los trofoblastos podria activar los receptores LXR y
aumentar los niveles de endoglina de membrana y endoglina soluble. En este sentido, se ha
descrito que los trofoblastos humanos y de raton expresan niveles muy elevados de endoglina de
superficie (Gougos y col., 1992). Y existen evidencias que demuestran la implicacién de la via
de LXR en la biologia de los trofoblastos. De hecho, los oxisteroles inhiben la diferenciacion y la
fusion de trofoblatos a través de la via de LXR (Aye y col., 2011) y los lipidos y las lipoproteinas
oxidadas de baja densidad y otros agonistas de LXR modulan la invasiéon de los trofoblastos
(Pavan y col., 2004; Fournier y col., 2008). Ya que la expresiéon de endoglina regula la
diferenciacion y la invasion de los trofoblastos (Caniggia y col., 1997; Mano y col., 2011), seria
interesante estudiar la contribucion especifica de la forma soluble de endoglina inducida por
LXR en estos procesos.

Aunque la activacion de la via de LXR produce un aumento transcripcional de endoglina, y por
lo tanto, aumenta la expresion de dicha proteina en la superficie celular (Henry-Berger y col.,
2008), nuestros datos indican que el aumento de los niveles de sEng inducidos por los oxisteroles
no solo responden a un aumento de los niveles de endoglina de superficie, sino también a un
aumento en la actividad de MMP-14. De hecho, en los transfectantes estables de endoglina, que
carecen del promotor de la misma y por lo tanto, de los elementos de respuesta a LXR presentes
en ¢l (Henry-Berger y col., 2008), también se induce la liberaciéon de sEng en respuesta a la
activacion de LXR (Fig. 17). Un gen diana de LXR es TIMP-3 (Fig. 18A), un miembro de una
familia de cuatro proteinas secretadas (TIMP-1 a TIMP-4) que son inhibidores enddgenos de
metaloproteasas de matriz (MMPs). Puesto que TIMP-3 es un inhibidor de MMP-14, la
disminucién de la expresion de TIMP-3, producida por LXR, puede conducir a la activacion de
MMP-14. Nuestros datos no solo apoyan esta hipdtesis, sino que proporcionan pruebas del
aumento de la expresion de MMP-14 debido a la activacion de LXR (Fig. 23), sugiriendo que la
expresion tanto de TIMP-3 como de MMP-14 estan coordinadas en el tiempo para regular la
liberacion de sEng. Los resultados in vitro se confirmaron mediante experimentos in vivo. Asi, la
administraciéon de T09 o del oxisterol 22-R a ratones macho y/o hembras prefiadas produce un

aumento de los niveles de sEng (Fig. 25). También se observo, que la sobre-expresion de MMP-
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14 en ratones aumenta los niveles de sEng cuando se compara con los ratones salvajes.
Basandonos en el comportamiento del péptido P583, que contiene el motivo de corte GL, para
interferir la actividad de MMP-14 y el proceso de corte proteolitico de la endoglina de membrana
in vitro, decidimos estudiar los efectos de este péptido in vivo. La co-inyeccion intravenosa de
P583 con el oxisterol 22R es capaz de impedir la liberacién de sEng que se produce debido a la

activacion de LXR, sugiriendo que este péptido podria tener uso terapéutico.
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Figura 30. Modelo hipotético de la generacién y papel de sEng en la homeostasis vascular. La
hipoxia induce la formaciéon de ROS, que a su vez convierten el colesterol en oxisteroles. Dichos
oxisteroles se unen especificamente al dimero de receptores nucleares LXR/RXR, conduciendo a un
aumento de los niveles de MMP-14 y a una disminucion de los niveles del inhibidor de MMP-14, TIMP-
3. Como resultado, se produce un aumento de la actividad de MMP-14, que corta proteoliticamente la
region yuxtamembrana de la endoglina unida a la membrana y genera asi la forma soluble, sEng. El
aumento de los niveles de sEng conduce al aumento de la presion arterial sistémica en ratones. El
tratamiento con un péptido de endoglina, que es sustrato de MMP-14, contrarresta la hipertension
producida por los oxisteroles in vivo.

Los experimentos demostraron que la administracion del agonista T09 o el oxisterol 22-R
producen no solo un aumento de los niveles de sEng sino también un aumento marcado de la
presion arterial (sistolica, diastolica y media). Todo esto estd en acuerdo con: 1) la asociacion
entre un polimorfismo comiin del gen de LXRp y la preclampsia (Mouzat y col., 2011); ii) el
aumento de sEng en la preeclampsia; y 1iii) el papel patogénico de sEng en la hipertension.

También de acuerdo con esta hipdtesis se observd que los ratones transgénicos que sobre-
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expresan sEng humana mostraban un claro aumento de la presion arterial sistélica junto con altos
niveles de sEng circulante. Estos datos subrayan la importancia de la via de oxisterol/LXR en la

modificacion de la presion arterial.

Tratar la hipertension en la preeclampsia es muy importante debido a la ausencia de terapias
efectivas. Sin embargo, los estudios in vivo de P583 ponen algo de esperanza en esta patologia.
De hecho, la co-inyeccion intravenosa de P583 con el oxisterol 22-R producen una inhibicion del
aumento de la presion arterial sistolica inducida por LXR. Puesto que la secuencia de P583, que
es TSKGLVLP (aminodcidos 583-590), incluye el sitio de corte para MMP-14, GL, el
mecanismo mas probable por el que actia dicho péptido es compitiendo con la endoglina de
membrana por MMP-14. Una aplicacion potencial de estos estudios es el uso terapéutico de este
tipo de péptidos en mujeres con preeclampsia para contrarrestar el efecto patogénico de los
niveles elevados de sEng. Son necesarios mas estudios para confirmar el efecto anti-hipertensivo

de este péptido en modelos experimentales de preeclampsia y en ensayos clinicos.

Finalmente, ademas de en preeclampsia, se han observado niveles elevados de sEng en el suero,
plasma y otros fluidos de pacientes que sufren otras enfermedades, como el cancer y patologias
asociadas con disfuncion endotelial como la hipertension y la diabetes (Bernabeu y col., 2009;
Blazquez-Medela y col, 2010; Fonsatti y col., 2010; Lopez-Novoa y Bernabeu, 2010). Puesto
que los niveles elevados de sEng se asocian con un mal pronostico en pacientes con tumores
solidos con metastasis y con mayor dafio en organos diana en pacientes con hipertension o
diabetes (Blazquez-Medela y col, 2010), estos estudios podrian servir también para entender la

funciéon de sEng en dichas patologias.
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CONCLUSIONES

1. La linea celular de coriocarcinoma humano Jar resulta ser un buen modelo para el estudio

de endoglina y de la liberaciéon de la forma soluble de la misma.

2. La hipoxia induce la liberacion de endoglina soluble en la linea celular Jar y en los
transfectantes estables que expresan endoglina humana, como se demuestra en los
experimentos de hipoxia en camara y quimica realizados con dichas células y en los

experimentos de silenciamiento de HIF-1a.

3. Los oxisteroles estan implicados en la liberacion de endoglina soluble a través de la via
de LXR, ya que son capaces de aumentar la concentracion de sEng actuando a tres
niveles distintos. Los oxisteroles: i) aumentan los niveles de la endoglina de superficie
celular; i1) aumentan la expresion en superficie de la metaloproteasa MMP-14, que actaa

sobre endoglina; y iii) inhiben la expresion de TIMP-3, un inhibidor de MMP-14.

4. LXR modula el corte de endoglina, que da lugar a la liberacion de la forma soluble, a
través de la regulacion de la expresion del inhibidor de metaloproteasas; TIMP-3. La
activacion de LXR produce una disminucion de la expresion de TIMP-3, que conduce a

la activacion de MMP-14.

5. La metaloproteasa MMP-14 es la responsable del corte de la endoglina de membrana que

da lugar a la liberacion de la forma soluble de la misma en la linea celular Jar.

6. La activacion de la via de LXR, mediante la inyeccion de agonistas sintéticos o del
oxisterol 22-R in vivo aumenta los niveles de endoglina soluble, que conlleva un aumento

en la presion arterial de los animales.

7. El péptido bloqueante de endoglina P583 inhibe la liberacion de endoglina soluble
dependiente de oxisteroles e impide el aumento de presion arterial derivado de la misma
en modelos animales. La co-inyeccion intravenosa de P583 con el oxisterol 22-R revierte
el aumento de la presion arterial sistdlica inducida por LXR. De estos resultados surge el
mecanismo de liberacion de sEng como una diana terapéutica para el tratamiento de la

preeclampsia en mujeres embarazadas.
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8. Puesto que los niveles elevados de sEng se asocian con un mal pronostico en pacientes
con tumores sélidos con metastasis y con mayor dafio en 6rganos diana en pacientes con

hipertension o diabetes, estos estudios podrian servir también para entender la funcion de

sEng en dichas patologias.
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