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RESUMEN

El endotelio vascular es un drgano de vital importancia para el mantenimiento de la funcion
circulatoria. Su disfuncién se asocia con enfermedades vasculares de alta incidencia. La
buisqueda de agentes que reviertan o atenden los efectos del dafio oxidativo sobre el endotelio
constituye una prioridad. Se utiliz6 la linea celular H5V para evaluar el daifio producido por
el isoprostano iPF-I1I, producto de la peroxidacion del 4cido araquidénico por la accién de
los radicales libres, y la capacidad protectora de la a-cristalina frente a esta agresion. La
supervivencia de los cultivos celulares se evalud por el ensayo MTT. Se obtuvo una dismi-
nucion de la supervivencia en los cultivos tratados con iPF,-III a concentraciones mayores
de 300 nmol durante 18 h de exposicion. El tratamiento con O-cristalina disminuyé el
efecto de iPF,-IIl en 20 %. Este trabajo propuso el efecto de las proteinas de shock término
como protectoras endoteliales.

De{cripzores DeCS: CRISTALINAS/uso terapéutico, ENDOTELIO VASCULAR; PRO-
TEINAS DEL SHOCK TERMICO; ENFERMEDADES VASCULARES/ quimioterapia;
ESTRES OXIDATIVO.

El endotelio vascular constituye un
organo de vital importancia para la inte-
gridad vascular. La sintesis y liberacion de
sustancias con accién autocrina y paracrina
median un grupo de funciones dentro de
las que se destaca el control del tono
vascular.! La disfuncién endotelial se aso-
cia con trastornos vasculares importantes.
El incremento en la produccién de espe-
cies reactivas del oxigeno (ERO) constitu-
ye una de las principales causas de la
disfuncién endotelial >

Atn en condiciones basales la célula
endotelial produce y libera cantidades sig-
nificativas de H,0O,, cuyos niveles aumen-
tan durante situaciones patoldgicas y con-
tribuye al dafio per se, sobre estructuras
celulares y mediante la generaciéon de ra-
dicales del oxigeno.*

Las células endoteliales son uno de los
principales blancos de la accion de las ERO
producidas por las propias células y por
fagocitos activados durante situaciones de
estrés, como en el proceso de isquemia



y reperfusion donde participa la enzima
xantina oxidasa, via metabdlica de estre-
cha relacion con el dafio endotelial pues se
ha comprobado que es la fuente principal
de radicales libres en este tejido.>

En el endotelio, las ERO producen
activacion de la p38 proteina quinasa acti-
vada por mitégenos (MAPK) y la fosfo-
rilacién de la proteina de shock térmico
27 (HSP27), modulador de la respuesta
intracelular del citoesqueleto al estrés
oxidativo.¢

Las proteinas de shock térmico son
inducidas bajo situaciones de estrés y pro-
tegen las estructuras celulares de cambios
irreversibles que afectan su funcionamien-
to. Se agrupan en grandes familias, dentro
de la que se encuentra la familia de las
pequenas proteinas del shock térmico. Se
ha observado que el aumento de la expre-
sioén de las proteinas HSP27 y a-cristalina,
miembros de esta familia, estd relaciona-
do con la proteccion de la célula ante agen-
tes inductores de la apoptosis.”- 8

La a-cristalina, principal proteina del
cristalino en los vertebrados, constituye
alrededor de 40 a 50 % de su fraccién
proteica soluble. Estd compuesta por 2
subunidades: aA-cristalina y aB-cristalina,
con peso molecular de 20 kDa cada una.
Estas subunidades forman agregados no
covalentes, dindmicos y heterogéneos, de
peso molecular alrededor de 800 kDa.®
Actiia como chaperona frente a proteinas
modificadas por el estrés térmico, los agen-
tes quimicos desnaturalizantes, el dafio in-
ducido por oxidacién o fotoxidacién, como
sucede en las condiciones de estrés
oxidativo o irradiacion ultravioleta. ' En
el lente ocular su actividad chaperona es
fundamental para mantener la solubilidad
y estabilidad de las otras cristalinas, lo que
contribuye al mantenimiento de su trans-
parencia.

La aB-cristalina aparece en tejidos
extralenticulares donde participa en la pro-
teccion del citoesqueleto.”®!? Se conoce

ademas su capacidad de unién a las mem-
branas del cristalino sin modificacion de
su actividad chaperona.!3

Los niveles de aB-cristalina aumentan
en el tejido nervioso en enfermedades
neurodegenerativas. ' Durante el envejeci-
miento y la formacion de cataratas se pro-
ducen cambios estructurales que modifi-
can su actividad chaperona.'’

En el presente trabajo se propone la
hipétesis de que la a-cristalina es capaz de
proteger las células endoteliales en cultivo
frente al dafio oxidativo inducido por el
isoprostano iPF, -III, isomero de prosta-
glandina formado a partir de la accién de
radicales libres sobre el 4cido araquiddnico
de los lipidos de la membrana celular. '

METODOS
Cultivo celular

Se utilizé la linea celular H5V de
endotelio murino!” con medio de cultivo
DMEM al que se adiciond suero fetal bo-
vino (SFB) 10 %. Las células se mantu-
vieron en una atmdsfera himeda con 5 %
de CO,. Los experimentos se realizaron
en placas de 96 pozos con 70 % de con-
fluencia.

Disefio experimental

Los cultivos se trataron con el
isoprostano iPF, -IIl (Cayman Chemical,
USA) disuelto en etanol absoluto y las dilu-
ciones sucesivas se realizaron en buffer
fosfato (PBS, pH 7,2).

La a-cristalina se aisl6 del cristalino
bovino con 95 % de pureza determinada
mediante HPLC (Martinez Benitez Z. Ais-
lamiento y caracterizacién preliminar de
o-cristalina bovina [Trabajo de Diploma].
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Universidad de La Habana, 1998). La pro-
teina se disolvi6é en PBS. Todos los com-
puestos se filtraron a 0,2 mm.

Se realizaron ensayos de toxicidad con
los compuestos en estudio a diferentes con-
centraciones durante 18 h de exposicidn.

Los cultivos fueron tratados con 0-cris-
talina durante 2 h previo al tratamiento con
iPF, -III 500 nmol durante 18 h.

Ensayo de supervivencia celular

Se estimd la supervivencia celular
mediante el ensayo de reduccion del (3-[4,5-di-
methyl thiazol-2-yl] -2,5-diphenyl tetra-
zolium bromide) (MTT, Sigma). Esta sal
de tetrazolio posee una forma soluble de
color amarillo que se transforma en un
formazédn azul insoluble por causa de la
actividad deshidrogenasa de las mitocon-
drias de las células vivas. Se considera que
la cantidad de formazan que se produce en
un cultivo es directamente proporcional a
la cantidad de células vivas.'® Después del
tratamiento con los compuestos en estudio,
se afiadio MTT (0,5 mg/mL disuelto en PBS
pH 7,2) y se incubaron los cultivos a 37 °C
durante 3 h. Seguidamente se eliminé el
medio de cultivo y se afiadieron 100 yL de
isopropanol acido (HCl 0,04 mol), para
solubilizar el formazin. Se determind la
absorbancia de la solucién resultante a 570
nm.

Se calcul6 el porcentaje de supervi-
vencia como:

Densidad dptica de cultivos tratados
x 100

Densidad optica de cultivos no tratados

Andlisis estadistico
Cada experimento se realizé al menos

3 veces, con 4 réplicas por condicidn expe-
rimental como minimo. Se calcul6 la me-
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dia, la desviacién estdndar y el error
estandar de la media en cada condicion ex-
perimental. Las diferencias entre las me-
dias se establecieron mediante analisis de
varianza de una via seguido de la prueba de
Tukey-Kramer. Se establecié 95 % como
valor de significacion estadistica.

RESULTADOS

Efecto de la a-cristalina sobre la supervi-
vencia de las células endoteliales

En la figura 1 se muestra el efecto de
varias concentraciones de O-cristalina so-
bre la supervivencia de la linea celular
endotelial HSV con exposicién durante 18 h.
Como se puede observar, la supervivencia
celular se mantuvo por encima de 94 %.
No hubo diferencias estadisticamente sig-
nificativas con respecto a los cultivos celu-
lares no tratados.
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Fig. 1. Efecto de la a-cristalina sobre la supervivencia de las células
endoteliales.



Efecto del iPF, -1Il sobre la supervivencia
de las células endoteliales

Se determind la citotoxicidad del
iPF, -III durante 18 h de exposicion a con-
centraciones nanomolares (fig. 2). A con-
centraciones mayores que 300 nmol se pro-
duce una disminucion significativa de la su-
pervivencia de las células endoteliales en
cultivo que se hizo mayor a la concentra-
cién de 1 pmol, por lo que se puede plan-
tear que el efecto es dependiente de la con-
centracion de iPF, -III.
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Fig. 2. Efecto del iPF, -1Il sobre la supervivencia de las células
endoteliales.

Efecto protector de la a-cristalina

Como se observa en la figura 3 la
o-cristalina atenud la toxicidad inducida por
iPF, -III (500 nmol) tanto a la concentra-
cion de 0,5 mg/mL como a la de 1 mg/mL.
Con esta dltima concentracién se aumento
20 % de la supervivencia de las células
endoteliales en cultivo.
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Fig. 3. Efecto protector de la a-cristalina sobre el endotelio vascular.

DISCUSION

Los resultados observados en la figu-
ra 1 permiten llegar a la conclusion de que
la a-cristalina no resulta toxica para las
células endoteliales en cultivo durante 18 h
de exposicién. No existen reportes previos
de estudios con proteinas de shock térmi-
co y cultivos celulares.

Por otra parte, los resultados presen-
tados en la figura 2 coinciden con lo re-
portado por Martinez en 1998, quien ob-
servo que el iPF, -1l producia una dismi-
nuciéon de 30 % en la supervivencia del
endotelio cerebral porcino luego de 48 h
de tratamiento (Martinez AK. Isoprostanes
in brain endothelial cell death [Tesis de
maestria] McGrawHill University,
Montreal, 1998). La mayor sensibilidad en
la linea H5V de origen murino al trata-
miento con el isoprostano, pudiera deber-
se a diferencias entre las especies en cuan-
to a la densidad de receptores para el com-
puesto.

La explicacion del efecto protector de
la a-cristalina frente al dafo oxidativo de
las células endoteliales es totalmente espe-
culativa. Es poco probable que esta protei-
na, dado su peso molecular y complejidad
estructural, pueda incorporarse al medio
intracelular y alli ejercer la proteccion de
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las estructuras celulares a través de su ac-
cion chaperona. Seria més razonable pen-
sar que la a-cristalina pudiera actuar en el
nivel extracelular impidiendo la unién del
isoprostano a su(s) receptor(es) de mem-
brana, bien por unién directa a dichos re-
ceptores, o secuestro de las moléculas
lipidicas de isoprostano sin asociarse con
la membrana, o ambos. Existen evidencias
experimentales que podrian apoyar uno u otro
mecanismo pues se ha demostrado que la
O -cristalina puede unirse tanto a las protei-
nas intrinsecas de la membrana del crista-
lino, como a liposomas libres de protei-
naS.7’13’19

Este trabajo abre una nueva linea en
el estudio de las causas de la disfuncion
endotelial y sugiere una fuente potencial
de su prevencion: el tratamiento con Q-cris-
talina. Los resultados muestran que el
isoprostano iPF, -III, en concentraciones
similares a las que se alcanzan en estados
patoldgicos, afecta la supervivencia del
endotelio vascular, que se une al hecho de
ser un agente agregante y constrictor.?’ A
niveles fisiologicos el iPF -III induce la

SUMMARY

proliferacion de las células endoteliales,?!
tal como ocurre con otras ERO y derivados
del acido araquidénico. Este hecho habla
en favor de una posible funcion del iPF -III
(u otros isoprostanos) en el mantenimiento
de la homeostasis vascular. No menos inte-
resante resulta la observacion de que la a-
cristalina, un miembro de la familia de las
proteinas de shock térmico de localizacién
intracelular, pueda actuar en el nivel
extracelular y atenuar los efectos de pro-
ductos de la peroxidacién de los lipidos de
membrana. En resumen, estas observacio-
nes sugieren la necesidad de ampliar los
estudios de la funcién protectora de esta u
otras proteinas frente al estrés oxidativo en
el endotelio vascular.

Estos resultados estian en concordan-
cia con la observacidn previa de que el in-
cremento en la expresion de la aB-cristali-
na induce un aumento de la supervivencia
en la linea celular 1.929 tratada con TNF-a
y estaurosporina.'®Sin embargo no existen
reportes de que la adicién de una proteina
de shock térmico al medio de cultivo tenga
un efecto protector de la célula.

The vascular endothelium is a vital organ for keeping the circulatory function; its dysfunction is associated with
vascular diseases of high incidence. The search for agents that reverse or mitigate the effects of the oxidative
damage on the endothelium is a high priority. H5V cell line was used to evaluate the damage caused by iPF, III
isoprostane, a product of the free-radical catalized peroxidation of arachidonic acid, and the alpha crystallin”s
protective capacity to this attack. The survival of cell cultures was assessed through the MTT assay. There was
reduced survival in cultures treated with iPF -III isoprostane at concentrations higher than 300 nmol for 18 hrs of
exposure. The therapy with alpha crystallin lowered the iPF,-III effect by 20%. This paper showed the effect of

heat-shock proteins as endothelial protective agents.

Subject headings: CRYSTALLINS/therapeutic use; ENDOTHELIM, VASCULAR HEAT-SHOCK PROTEINS;
VASCULAR DISEASES/ drug therapy; OXIDATIVE STRESS.
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