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Activacion de vias involucradas enla apoptosis y proliferacion en
HUVEC. Agonistas relacionadoscon hormonas determinantes del
sexo. Efecto sobre la liberaciomlel factor von Willebrand y ADAMTS

13.

Resumen

El VWF es una glicoproteina adhesiva, sintetizada en las CE y megacariocitos. Se
sintetiza en forma monomérica, luego se organiza en dimeros y se multimeriza. El
VWF media la adhesién de plaquetas al subendotelio vascular dafiado y lel transporte
del factor FVIII.

La ADAMTSL13, proteasa que cliva al VWF, pertenece a la familia de metaloproteasas
ADAMTS, llamadas asi por la combinacién caracteristica de una desintegrina y una
metaloproteasa con motivos trombospondina tipo 1. La ADAMTS13 es sintetizada en
el higado. Ademas, se ha demostrado que se sintetiza y almacena en las CE, y que
tiene actividad en los lisados celulares en condiciones estaticas y de flujo. La
ADAMTS13 esta involucrada en el proceso fisioldgico de clivar a los multimeros
extragrandes altamente trombogénicos, que cuando estan presentes en el plasma o
en la superficie de las CE llevan a una agregacion intravascular y a la formacién de un
trombo plaquetario. Hemos observado que los niveles de ADAMTS13 descienden,
mientras que los del VWF aumentan a medida que progresa el embarazo. En 1972,
varios autores han descripto el aumento del 17f estradiol. También se ha observado
que la administracion de estradiol a las CE en dosis no fisiolégicas produce un
aumento de VWF. Hay antecedentes acerca de la accion de las hormonas
determinantes del sexo en la muerte o proliferacion celular en distintas lineas celulares
y cultivos primarios. Se demostrd la existencia de un factor embrionario liberador de
histamina y una alta expresion de receptores para histamina durante la gestacién en
humanos. Ademas, se observo un aumento en los niveles de histamina en las Ultimas
semanas de gestacidon en modelos de ratas y hamsters dorados.

Los objetivos de esta tesis fueron: 1- analizar si los cambios hormonales que inducen
o inhiben la sintesis o liberacion de VWF y ADAMTS13 tienen influencia en la muerte o
proliferacién celular y 2- qué modificaciones producen las hormonas y concentraciones
altas de histamina en la produccion de VWF y ADAMTS13.

Los experimentos se realizaron en cultivos de HUVEC. Se analizaron los efectos de
las hormonas, a distintas dosis, en la proliferacion o apoptosis, mediante el uso de
técnicas de citometria de flujo y ensayo por colorimetria (MTS). Para evaluar el
mecanismo de sefializacion se analizd la fosforilacion de MAPK utilizando la técnica de

SDS-PAGE e inmunotransferencia. Se observé que el efecto proliferativo del estradiol



en HUVEC, ocurre a través de un aumento de la fosforilacion de ERK2, inducido por el
estimulo de la deprivacion del suero. La progesterona y testosterona en dosis
suprafisiolégicas promovieron la apoptosis de HUVEC via activacion de p38 y JNK.

Ademas se analizaron los niveles de mRNA (por Real Time PCR) y proteina
intracelular y liberada (por SDS-PAGE e inmunotransferencia y ELISA) de VWF y
ADAMTS13, en respuesta a los distintos tratamientos hormonales y con histamina. El
estradiol, la progesterona y testosterona, no produjeron ningun cambio en la liberacion
de VWF en las HUVEC, sin embargo combinadas con histamina, agonista de la
liberacién de VWF, produjeron inhibicion de la actividad de la histamina. Por otra parte
el estradiol, la progesterona y la testosterona no produjeron cambios significativos en
la liberacion de ADAMTS13, sin embargo el tratamiento con histamina indujo una
disminucion en los niveles de ADAMTS13, que fue revertida en la combinaciéon con
estradiol y progesterona. Finalmente, el estradiol, produjo un aumento en los niveles
de mRNA de VWF y ADAMTS13. En la sintesis de ambos mRNA, el estradiol y la
histamina presentan un efecto antagoénico y la combinacién de la progesterona y la

histamina presentarian un efecto sinérgico.

Palabras claves: VWF, ADAMTS13, estradiol, progesterona, testosterona,

histamina, proliferacién, apoptosis.



Activation of pathways involved in HUVEC apoptosis and
proliferation. Sex hormones agonist relted. Effect of hormones on von
Willebrand factor and ADAMTS 13 release.

Summary

VWEF is a multimeric protein produced by endothelial cells and megakaryocytes. It is
synthesized into a monomeric form, arranged into dimmers and multimers. VWF
promove the platelet adhesion to the vascular subendothelium, also plays critical role in
blood coagulation as it is the carrier protein for FVIIl. ADAMTS13, the 13" member of
the ADAMTS family of metalloprotease characterized by the combination of A
disintegrin-like metalloprotease with ThromboSpondin type 1 motif, is the main
physiological modulator of the size of VWF in plasma. ADAMTS13 is synthesized in
liver cells. Recently it has been shown that ADAMTS13 it is synthesized and stored in
the EC, and it has enzymatic activity using both stationary and flow assays.
ADAMTS13 impairs the physiological process of cleavage of the largest, higly
thrombogenic multimers of VWF wich, when present in plasma and/or on the
endothelial cell surface, lead to massive intravascular aggregation and platelet
thrombus formation in the terminal circulation. We have observed that during
pregnancy VWF levels increased and ADAMTS13 levels decreased. Since 1972,
several authors have described the increase of 17 estradiol levels. Also, it has been
observed that the treatment of EC with estradiol induced an increase in VWF,in non
physiological dose. There are several reports about the sexual hormones action in
different cell lines and primary cultures, either in cell death or cell proliferation. It was
shown the existence of an embryonic histamine-releasing factor and a high expression
of receptors for histamine during gestation in humans. In addition, there was an
increase of histamine levels in the final weeks of gestation in models of golden
hamsters and rats.

The thesis objectives were: 1- to analyze if the hormonal changes that induce or inhibit
the synthesis or release of VWF and ADAMTS13 have influence in the cell death or cell
proliferation and 2- what changes are produced with hormone and high histamine
levels in the production of VWF and ADAMTS13.

The experiments were carried out in HUVEC cultures. The effects of different doses of
hormones on the proliferation or apoptosis were analyzed by flow cytometry techniques
and testing by colorimetry (MTS). The MAPK phosphorylation was tested by SDS-Page
and immunoblotting to check the signal mechanism. It was noted that the proliferative
effect of estradiol on HUVEC, occurred through an increase in phosphorylation of

ERK2, induced by the deprivation of serum. Progesterone and testosterone promoted



apoptosis, via activation of p38 and JNK, in supraphysiological doses. In addition, VWF
and ADAMTS13 were analyzed by: 1- levels of mRNA (Real Time PCR) and 2- levels
of intracellular VWF and ADAMTS13 and their release induced by hormonal and
histamine treatments (by SDS-Page, inmunoblotting and ELISA). Estradiol,
progesterone and testosterone did not produce any change in the VWF and
ADAMTS13 released from HUVEC. However, when the hormones were combined with
histamine (agonist for VWF release), they induced the inhibition of the histamine effect.
On the other hand, the treatment with histamine produced a decrease in ADAMTS13
levels, which was reversed by the combination of histamine with estradiol and
progesterone. Finally, estradiol increased mRNA levels of VWF and ADAMTS13.
Estradiol and histamine had an opposite effect in the synthesis of both mRNA. The

combination of progesterone and histamine present a synergistic effect.

Keywords: VWF, ADAMTS13, estradiol, progesterone, testosterone, histamine,
proliferation, apoptosis.
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Introduccion

1. VWF

1.1 Sintesis y estructura

El VWF es una glicoproteina adhesiva multimérica que resulta del ensamble de una
subunidad monomérica de 250-270 KD que posteriormente se multimeriza (multimeros
pequefios, intermedios, grandes y extragrandes) conteniendo mas de 100
subunidades (Figura 1). El VWF es la mas grande de las proteinas circulantes con un
peso molecular que excede los 10000 kD. Estd presente en los granulos a de las
plaguetas, en los cuerpos de WPB de las CE y en el subendotelio (1). Se sintetiza en los
megacariocitos (2) y en las CE (3). El gen que codifica para la sintesis del VWF se ha
localizado en el brazo corto del cromosoma 12, aunque se ha identificado un pseudogen
en el cromosoma 22. Dicho gen de 178 kb, contiene 52 exones (4-6). El VWF se forma
dentro del reticulo endoplasmatico como un dimero, llamado pre-pro-VWF (2813 aa),
comprende un péptido sefial (22 aa), el propéptido (VWFpp) (741 aa) y la subunidad
madura (2050 aa) (7). El dimero se forma por un puente disulfuro en la region C-terminal
de dos mondmeros que se glicosila (azUcares simples) durante el transporte al aparato
de Golgi. El péptido sefial es clivado y los hidratos de carbono se procesan a azlcares
mas complejos dentro del aparato de Golghi. La multimerizacion de la region N-terminal
ocurre en el compartimento acido del post-Golghi (Figura 1). También se ha demostrado
gue existe sulfatacion de la molécula del VWF (8-10). La furina cliva al VWFpp del VWF
maduro (11, 12). La presencia del VWFpp es necesaria para la multimerizacién y para el
transporte del VWF a las organelas de depésito en las CE y plaquetas. La funcion
extracelular del VWFpp no esta definida. Aproximadamente el 1% del VWF circulante en
el plasma contiene el propéptido (7). Los multimeros se conservan para su liberacion
regulada en los WPB y en los granulos o de los megacariocitos (13-16). Ademas del
VWF, los WPB contienen otras proteinas como P-selectina, CD63, IL-8, etc (17-21).
Recientemente se ha descripto que existen 3 vias de secrecion del VWF, la
constitutiva, la basal y la regulada (Figura 1). En cultivos de HUVEC, se observé que la
mayoria del VWF sintetizado es secretado en forma basal, no constitutiva, desde una
organela de almacenaje post-Golgi, presumiblemente los WPB (22). La via regulada,
se origina en los WPB (15) y su liberacidn, in vitro, ocurre rapidamente después de la
estimulacion con trombina, A23187 (ionéforo del calcio), histamina, etc. (1, 23). Su
concentracion plasmatica es de 7 pg/mL.

Los multimeros extragrandes se encuentran en el endotelio, subendotelio y en los
granulos o de las plaquetas, mientras que en la sangre un clivaje proteolitico reduce el

tamafio de los multimeros después de la secrecion (24). La proteina del VWF esta
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compuesta por una serie de segmentos homologos (dominios), cada uno de los cuales
esta repetido de dos a cuatro veces (25-27). Hay 3 repeticiones de A, 3de B,2de Cy 4
de D. Las diversas funciones de enlace del VWF parecen estar localizadas en estos
dominios. El sitio de interaccion con GPlba esta localizado entre los aa 449-728
correspondiente al dominio Al (28-31), donde también hay un sitio de enlace para el
colageno entre los aa 542-622 y otro para la heparina entre los aa 566-578 (32-34). Se
ha localizado el dominio de enlace para el FVIII en el fragmento compuesto por 272 aa
en la region N-terminal, correspondiente a los dominios D' y parte del D3 (35-37). Los aa
948 y 998 en el dominio A3 forman otro sitio de enlace para el colageno (34-38). Se ha
sugerido que este enlace es el sitio fisioldégico de interaccion con el colageno (39-40). El
tetrapéptido RGDS, que media el enlace del VWF al complejo oyuBs (GPIIb-Illa) de
plaguetas activadas, se encuentra cerca de la region C-terminal en el dominio C1
(41).

Figura 1
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1 272 449 728 911 1114 1744 1747
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Sulphatides

Figura 1. Representacién esquematica de pre-pro-VWF. El pre-pro-VWF esta conformado por
un péptido sefial (SP) de 22 aa, el propéptido por 741 aa, y el VWF maduro por 2050 residuos.
Los dominios implicados en la biosintesis y almacenaje estan indicados por flechas, asi
también el sitio de corte de ADAMTS13. Los dominios funcionales que unen distintos ligandos

estan indicados por rectangulos negros. (Denis C. International Journal of Hematology. 2001)
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Figura 2
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Figura 2: Secrecion constitutiva y regulada de VWF. Dimerizaciéon y multimerizacion de VWF en
el reticulo endoplasmaético y el aparato de Golgi. ER: reticulo endoplasmatico. (Haberichter S y
col. Hemostasis and Trombosis: Basic Principles and Clinical Practice, 5th Edition 2006.
Editors: Colman)

1.2 Funcién del VWF

El VWF tiene tres funciones principales. Promueve la adhesion de las plaquetas a las
estructuras subendoteliales en el sitio de injuria vascular. Aqui el VWF se une al
colageno expuesto a través del dominio A3; esto produce un cambio conformacional
en el VWF que expone el dominio Al, sitio de union de la GP |b de las plaquetas.
Ademas promueve la interaccién plaqueta-plaqueta uniéndose a la GP lIb-llla. Ambas
funciones requieren la presencia de toda la poblacion multimérica y un alto shear
stress. El shear rate es la relacién del flujo sanguineo sobre el diametro interno del
vaso, YV el shear stress es proporcional al shear rate y la viscosidad del medio. Por
otro lado, el VWF, protege al FVIII de su inactivacion y rapido catabolismo, por
formacion de un complejo no covalente con el mismo, a través de los dominios D’-D3,
sitio de unién del FVIII. (42).

1.3 Clasificacion de la enfermedad
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La VWD es ocasionada por una deficiencia cualitativa o cuantitativa del VWF, que impide
la formacion del tapon plaquetario. Es la enfermedad hemorragica mas frecuente, con
una prevalencia que oscila entre 0,8 y 1,3 % de la poblacion.

Ha sido subdividida en dos grandes categorias, que reflejan la fisiopatologia de la
enfermedad: variantes cuantitativas y cualitativas; los tipos 1 y 3 son variantes
cuantitativas, se refieren respectivamente a la disminucion parcial o total del VWF
mientras que el tipo 2 refiere a deficiencias cualitativas. Sadler (43) sugiere en la
clasificacion revisada introducida en 1994, subdividir al tipo 2 en 4 variantes (2 A, 2B, 2M,

2N o Normandy) de acuerdo a especificos detalles del fenotipo.

2. ADAMTS13

2.1 Sintesis y estructura

ADAMTS13 es uno de los mayores miembros de la familia ADAMTS, y exhibe la
estructura de dominios caracteristica. A diferencia de otros miembros de la familia,
ADAMTS13 contiene la secuencia de 2 dominios CUB C-terminal. Los dominios CUB
se encuentran en muchas proteinas reguladoras del desarrollo y pueden desempefiar
un papel en la interaccidon proteina-proteina (44). Los motivos TSP1 también son
conocidos por mediar interacciones proteina-proteina, especialmente entre las
proteinas de la matriz extracelular (45). Por ultimo, los dominios tipo desintegrina unen
integrinas a través de una secuencia RGD también presente en el dominio rico en
cisteina (46). Asi, a través de sus multiples dominios, ADAMTS13 es potencialmente

capaz de interactuar con una amplia variedad de moléculas.
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Figura 3: Estructura de la proteina de ADAMTS13. (Sadler JE, y col. Hematology 2004)
Abreviaciones: MP, dominio metaloproteasa (proteolitico); TSP, dominio trombospondina tipo 1.

El gen de ADAMTS13 humano comprende 29 exones que abarcan
aproximadamente 37 kb de secuencia gendmica (47). EI cDNA de ADAMTS13
predice una proteina de 1427 aminoacidos con una masa molecular calculada de 145
kDa, en contraste con la aparente masa molecular de aproximadamente 190 kDa

observada para ADAMTS13 purificada del plasma humano (48-49). La glicosilacién
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puede ser la causa de la diferencia de peso molecular (50). ADAMTS13 se sintetiza
fundamentalmente en el higado (47, 51) pues por investigaciones previas se ha
observado actividad de ADAMTS13 plasmatica muy disminuida en atresia biliar que
fue restaurada con transplante hepatico de donantes vivos (49, 52-53). Se ha
observado también una expresién variable en otros tejidos y tipos de células, incluidas
las plaguetas (54). Recientemente Turner et al demostraron que la ADAMTS13 es
sintetizada y almacenada en la CE, y que la enzima tiene actividad en los lisados
celulares en condiciones estéticas y de flujo (55). También demostraron que el
antigeno de ADAMTS13 es detectable por inmunohistoquimica en crio secciones de
HUVEC que co-expresaban VWF. Sin embargo s6lo una pequefia fraccion de células
es positiva para ambos antigenos. La baja correlacion in vivo indicaria que la
expresion de VWF y ADAMTS13 en las CE esta altamente regulada.

2.2 Funcién y enfermedades relacionadas con su deficiencia

Desde el aislamiento y la clonacion de cDNA de ADAMTS13, varios
laboratorios han expresado ADAMTS13 recombinante en cultivos celulares. La
ADAMTS13 recombinante cliva al VWF in vitro, proporcionando una demostracion
formal de que ADAMTS13 es, en efecto, la proteasa que cliva al VWF (50, 56).

Por otra parte, varios grupos han realizado estudios sobre la estructura o funcién de
ADAMTS13 para determinar los requisitos estructurales necesarios para su actividad.
Dos grupos han investigado los efectos de truncar el extremo C-terminal en la
secrecion y actividad de ADAMTS13 (50, 57). Un truncamiento de ADAMTS13 distal o
en el interior del dominio TSP1 resulta en una proteina activa, mientras que
truncamientos proximales a TSP1 (dominios proteasa, TSP1, rico en cisteina, o
espaciador) dan lugar a una proteina inactiva. Estos resultados indican que las
secuencias dentro de la regién que abarca desde el dominio proteasa hasta el
espaciador son suficientes para la actividad, por lo menos en vitro. El truncamiento de
ADAMTS13 entre el dominio rico en cisteina y el dominio espaciador resulta en una
secrecion variable desde célula. Ademas, la mutacion de la secuencia RGD en el
dominio rico en cisteina no tiene ningun efecto sobre la secrecién o actividad de la
ADAMTS13 in vitro (58).

También se han realizado estudios in-vitro que demuestran la existencia de defectos
en la secrecién de una proteina que no contiene el primer dominio CUB (59-60), que el
dominio rico en cisteina y el dominio espaciador contribuyen al reconocimiento del
VWF (58), que sin los dominios TSP-1 y los dos dominios CUB presenta actividad
proteolitica (61) y que un polipéptido de CUB 1, se enlaza a los multimeros

extragrandes del VWF sugiriendo que el dominio es un sitio de enlace (62). Una
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variante de ADAMTS 13 sin la region C terminal, 2 dominios TSP-1 y dos dominios
CUB muestra actividad similar a la ADAMTS 13 entera (63).

El propéptido de ADAMTS13 contiene 41 aminoacidos, en contraste
con los 200 aminoacidos que conforman los propéptidos de los otros
miembros de la familia ADAMTS (64-65). Ademas, el propéptido de ADAMTS13 no
parece contener un motivo "cisteina-switch". En otras metaloproteasas, este motivo,
cumple la funcién de inhibir la actividad proteasa mediante la coordinacion con el sitio
activo de Zn?" para mantener la molécula en una forma inactiva hasta la separacion
del propéptido coincidente con la secrecion desde la célula (66). En contraste con lo
que se ha observado para otras metalloproteasas, la supresion del propéptido de la
ADAMTS13 no afecta la secrecion o actividad enzimatica, lo que demuestra que el
propéptido no es necesario para el plegamiento o secreciéon y probablemente no
desempefa la funcidon de mantener a la ADAMTS13 en una forma inactiva (65). Sin
embargo, la secuencia del propéptido de ADAMTS13 se ha conservado a través de
una amplia distancia evolutiva (de peces a los mamiferos), sugiriendo que podria tener
una funcién que hasta ahora se desconoce.

ADAMTS13 cliva al VWF en condiciones de flujo en un sistema in vitro. El VWF se
secreta desde las CE y plaquetas con multimeros extragrandes (67), la deficiencia de
ADAMTS13 en clivar esos multimeros puede producir PTT, un desorden infrecuente
caracterizado por una trombosis microvascular diseminada rica en plaquetas (68- 69).
La PTT puede ser causada por una deficiencia congénita de ADAMTS13 o por el
desarrollo de anticuerpos (70-71).

Las plaquetas en reposo se adhieren transitoriamente al endotelio de una forma VWF
dependiente (72). Después de la unién inicial, las plaquetas son liberadas de la
superficie endotelial a través de un mecanismo, que se hipotetiza, estd mediado por
ADAMTS13 como consecuencia de su accion sobre la molécula de VWF (73).
Estudios recientes han abordado esta hipétesis utilizando un sistema in vitro en
HUVEC cultivadas en una camara de flujo (74-75). La perfusion de plasma normal
que contiene ADAMTS13 (o ADAMTS13 parcialmente purificada) resulta en casi una
inmediata separacion de las plaquetas y el VWF (con multimeros extragrandes) que
fue liberado en respuesta a agonistas endoteliales. Este efecto no se observéd cuando
se utilizé plasma de los pacientes con PTT (deficiente en ADAMTS13), (74). Estos
resultados apoyan el concepto de que ADAMTS13 en efecto, cliva los multimeros
extragrandes de VWF recién secretados en la superficie de las CE, que de no mediar

la enzima, persisten el tiempo suficiente para inducir la adhesién plaquetaria.
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Figura 4
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Figura 4: A. En individuos normales ADAMTS13 cliva a los multimeros extragrandes que son
secretados desde las células endoteliales. B. Los multimeros extragrandes se anclan a la
membrana de las células endoteliales por P-selectina, que es secretada junto con el VWF
desde los cuerpos de Weibel Palade. Cada molécula de ADAMTS13 se ancla al dominio A3 de
VWEF, y cliva en dominio adyacente A2. Las formas mas pequefias de VWF que circulan no
inducen adhesion y agregacion de las plaguetas. C. La ausencia o reduccion severa de la
actividad de ADAMTS13 en pacientes con PTT previene el clivado de los multimeros
extragrandes de VWF secretados por las células endoteliales. Los multimeros extragrandes sin

clivar inducen la adhesion y agregacion de las plaquetas. (Sadler JE, y col. Hematology 2004)

La interaccion entre ADAMTS13 y los multimeros extragrandes de VWF ha quedado
demostrada en condiciones estaticas y de flujo (74). Se demostré que el VWF liberado
de HUVEC es capaz de adherirse a placas recubiertas con ADAMTS13. También,
ADAMTS13 puede unirse al dominio A3 del VWF inmovilizado, sugiriendo que este

18



dominio puede ser un sitio de anclaje de ADAMTS13. Por ultimo, la IL 6 cuando esta
presente en niveles considerablemente superiores a las observadas normalmente en
vivo inhibe, en gran medida, la capacidad de ADAMTS13 de clivar los multimeros
extragrandes de VWF en condiciones de flujo (76). Este efecto de IL 6 en la actividad

de ADAMTS13, puede representar otro enlace entre inflamacién y trombosis.

3. Endotelio

3.1 Funcion Endotelial Normal.

El endotelio tiene capacidad de producir mas de 60 moléculas, que cumplen
importantes funciones en la hemostasia y homeostasis vascular. Ante las cuales se
destacan: a) la regulacién del tono vascular, que realiza mediante la produccién de
numerosas sustancias vasodilatadoras y vasoconstrictoras. Dentro de las primeras, el
oxido nitrico es la molécula antiaterogénica mas importante sintetizada por el
endotelio, con propiedades capaces de regular la vasodilatacion y con efectos
antiproliferativos, antinflamatorios y antitrombdéticos. Dentro de las sustancias
vasoconstrictoras, se encuentra la angiotensina Il, que es la principal molécula pro-
aterogénica, y cuyo 90% se sintetiza en el endotelio. La presencia en éste de la
enzima convertidora (ECA tisular) le permite cumplir mdltiples funciones:
vasoconstriccion, favorece la proliferaciéon de células musculares lisas, produce
radicales libres con generacion de estrés oxidativo e inflamacion y, propicia enlaces
protromboticos. Otra molécula vasoconstrictora es la endotelina 1, con potencia muy
superior a la angiotensina Il, y que participa en mdultiples mecanismos aterogénicos.
También la prostaglandina H2 y el acido araquidonico, son potentes moléculas
vasoconstrictoras. b) Modulador del crecimiento celular, accién que ejerce produciendo
factor de crecimiento plaquetario, factor de crecimiento fibroblastico basico y el
insulinoide 1. ¢) Modulador de la inflamacién, elaborando en su estado disfuncionante,
moléculas de adhesién como ICAM, VCAM, E selectina y PECAM, todas neutralizadas
por el oxido nitrico si el estado de funcion endotelial es normal. d) Regulador de la
trombosis-fibrindlisis con la generacion del activador tisular del plasminégeno, inhibidor
del activador del plasminégeno, VWF (que es el mejor marcador serolégico de
disfuncion endotelial) y el factor tisular.

3.2 Niveles de Alteracion Endotelial.

1) La activacién endotelial es un fenémeno inicial que ejercita el endotelio diariamente,
para mantener la homeostasis de las mdltiples funciones que regula. La disfuncion
endotelial leve es aquella por la cual multiples factores de riesgo alteran la regulacién
del endotelio y comienza a primar la produccién de moléculas de adhesion y

proinflamatorios, asociada a elevadas citocinas. Finalmente, la fase de disfuncion
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endotelial avanzada presenta alteraciones anatémicas y funcionales profundas, que
favorecen mecanismos inflamatorios y protrombéticos. En todo este proceso, el
denominador comun es la endotelitis, que progresa desde las etapas iniciales a las
avanzadas, y establece el puente con la trombosis, elemento que evoluciona
rapidamente a la aterosclerosis y conduce a sus complicaciones, como son entre otros
los sindromes coronarios agudos y el stroke. Los multiples factores de riesgo generan
estrés oxidativo y este fendmeno conduce a la disfuncion endotelial en toda su
magnitud. En estadios avanzados predominan los mecanismos de vasoconstriccion,
proliferacién celular, inflamacion y trombosis, actuando todos seglin la teoria

denominada de la "respuesta a la injuria".

4. Histamina

La histamina es un neurotransmisor que participa en una gran variedad de procesos
fisioldgicos (77-78). Para algunos autores, la histamina es considerada como una
“hormona” debido a las multiples funciones que realiza en diferentes lugares del
organismo y por la autorregulacién en su propia produccion (79-81). Los mastocitos y
basofilos son por excelencia los sitios en los que predomina el almacenamiento de la
histamina; dichas células se encuentran en altas concentraciones en la piel y las
mucosas (79-80, 82).

Cuando la histamina es liberada de mastocitos, basofilos, neuronas histaminérgicas u
otras células, se debe unir a un receptor de histamina: H1, H2, H3 o H4 (81-85). Los
receptores para histamina (H1, H2 y H3) son moléculas acopladas a proteinas G, que
transducen sefales extracelulares via Gg, Gs y Gi/o respectivamente (86) Asi, de
acuerdo con el receptor estimulado, se presentaran los efectos en los diferentes
tejidos. El receptor H1 se localiza en el musculo liso de via aérea y gastrointestinal,
aparato cardiovascular, médula suprarrenal, células endoteliales, linfocitos, y sistema
nervioso central. Participa en la contraccién del musculo liso bronquial, prurito, dolor,
permeabilidad vascular aumentada, hipotension, rubicundez facial, liberacion de
mediadores de la inflamacién, generacion de prostaglandinas, reclutamiento de células
inflamatorias, secrecién de moco de la mucosa bronquial, cefalea, taquicardia,
activacion de nervios aferentes vagales de vias aéreas y tiempo de conduccion del
nodo atrioventricular. Un efecto inmunomodulador del receptor H2 incluye la inhibicién
de la respuesta de proliferacion linfocitaria ante mitégenos, asi como la disminucién de
la sintesis de anticuerpos y la quimiotaxis, la disminucion en la proliferacion de células
T, la citélisis mediada por células y la produccion de citocinas, ademas disminuye la
liberacion de histamina por los mastocitos y basofilos (80). En el sistema nervioso

central existe un mayor predominio del receptor H3 que permite autorregular su propia
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produccion de histamina como neurotransmisor. De esta forma, se intensifica el estado
de vigilia, por medio del receptor H1l, ademas del suefio, el apetito y la
termorregulacion (80, 87-90). El receptor H3 también se encuentra en otros tejidos
periféricos, incluyendo corazén, vasos (vena safena), tejido linfoide (adenoides),
aparato digestivo y via aérea; en esta Ultima se ha encontrado en los nervios
colinérgicos posganglionares y su funcion es la de mediar la transmision colinérgica en
el bronquio humano, evitando un efecto de “exceso de broncoconstriccion” (87).
Actualmente, el receptor H4 se encuentra alin en estudio, pero se sabe que su funcion
esta regulada por la produccion de citocinas inflamatorias, por lo que participan en los
procesos inflamatorios (81, 91-92).

En un estudio realizado en ratas, Kameswaran L y col. (93) demostraron que en las
Ultimas semanas de gestacion, hay un aumento de la liberacion de histamina
producida por el feto. También se observo el incremento de histamina en las Ultimas
semanas de gestacion en hamsteres dorados (94). Un relevamiento realizado sobre
publicaciones efectuadas entre 1910 y 2008 se concluyé que la alta expresiéon de
receptores para histamina, y la existencia de un factor embrionario liberador de
histamina (EHRF) sugieren un rol fisiolégico de la histamina durante la gestacién
humana (95).

5. Estrdgenos y Andrégenos

Los androgenos, estrogenos y progesterona son todos ellos hormonas esteroidicas
gue se sintetizan en el ovario o el testiculo a partir del colesterol aunque también
pueden ser producidas en las glandulas suprarrenales.

Estrégenos: los estrégenos cuyos miembros mas importantes son el estradiol, la
estrona y el estriol tienen tres importantes funciones:

1. Promueven el desarrollo y el mantenimiento de las estructuras reproductoras de la
mujer (en particular la mucosa del endometrio), de sus caracteristicas sexuales (voz,
distribucién de la grasa, distribucion del vello, etc) 2. Ayudan al mantenimiento del
control del balance electrolitico 3. Aumentan el anabolismo de las proteinas, siendo
sinérgicos en este aspecto con la hormona del crecimiento.

Unos niveles moderados de estrogenos en sangre inhiben la liberacién de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH) hipotalamica con la consiguiente reduccion de la
produccién de la hormona luteinica (LH) y la hormona estimulante del foliculo (FSH)
por la pituitaria. Esta inhibicion es el fundamento del mecanismo de accion de las
pildoras contraceptivas.

Progesterona: la progesterona actia principalmente en el Utero preparando el

endometrio para la implantacion de un ovocito fertilizado mediante la secrecién de
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glucégeno y algunas proteinas especificas y aumentando el desarrollo de los capilares
del estroma endometrial. También actia sobre la mama produciendo el desarrollo de
los acini mamarios. A nivel hipotalamico la progesterona actlia frenando la liberacion
de la GnRH (aunque menos que los estrégenos) y excitando el centro térmico, lo que
provoca el aumento de temperatura que se observa, como veremos, en la segunda
mitad del ciclo. Una importante acciéon de la progesterona es la disminucion del
namero de receptores estrogénicos del endometrio y el aumento de las enzimas que
metabolizan el estradiol. Por ambos mecanismos, la progesterona tiene un efecto
antiestrogénico que previene el efecto cancerigeno que tienen los estrogenos. Este es
uno de los motivos que esplican porqué en la terapia hormonal sustitutiva siempre se
asocia progesterona a andrégenos.

Andrégenos: los androgenos sirven fundamentalmente como precursores de los
estrébgenos aunque tienen algunos efectos sobre el vello pubiano y axilar y sobre el
desarrollo del clitoris. La transformacion de andrégenos a estrdgenos tiene lugar en las
células intersticiales del foliculo y en la grasa. Esta Ultima reviste una gran importancia
en la importancia en el mantenimiento de unos niveles de estrégenos después de la
menopausia.

En las mujeres postmenopdausicas la produccidon ovéarica de estrégenos disminuye
mucho y los niveles séricos de estradiol bajan hasta menos de 25 pg/ml. En ellas, casi
la totalidad de los estr6genos provienen de la sintesis extragonadal en el higado y
otros tejidos, como el adiposo, que expresan CYP19-aromatasa, enzima que convierte
andrégenos como la testosterona o la androstendiona en estrogenos. Esos
precursores androgénicos son producidos principalmente en las glandulas
suprarrenales y, en menor proporciéon, en el ovario. La aromatizacion de la
androstendiona da lugar a la formacioén de estrona, el estrégeno mas abundante en el
suero de las mujeres postmenopausicas, aunque también se producen estradiol y
estriol, pero en cantidades menores. Aunque los andrégenos se consideran hormonas
tipicamente masculinas, también estan presentes en la mujer. En el periodo fértil, el
25% de la testosterona se produce en el ovario, otro 25% en las suprarrenales y el
50% restante en los tejidos periféricos, a partir de otros precursores liberados por las
suprarrenales. En las mujeres postmenopausicas la produccion ovéarica de andrégenos
también desciende, por lo que la inmensa mayoria de los andrégenos provienen de las
suprarrenales, tanto directamente, como por metabolizacion periférica de sus
precursores. En los varones, la testosterona es el andrégeno principal. En un 95%
proviene de la sintesis testicular pero también se produce una cierta cantidad en los
tejidos periféricos, a partir de la androstendiona suprarrenal. En algunos tejidos parte

de la testosterona es metabolizada a dihidrotestosterona. Esa conversién depende de
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la actividad de la enzima 5-alfa-reductasa, que se expresa abundantemente en tejidos
como la préstata o la piel. En los varones también se producen estrogenos, sobre todo
por aromatizacion de los precursores androgénicos en los tejidos periféricos. A
diferencia de lo que ocurre en las mujeres con la menopausia, los varones no
experimentan un cese brusco de la sintesis gonadal de esteroides sexuales. Sin
embargo, con la edad se observa una disminucion progresiva de la actividad
androgénica, que depende de una cierta disminucién de la sintesis testicular y, sobre
todo, del aumento de los niveles de la proteina transportadora (sex-hormone binding
globulin, SHBG), lo que reduce la fraccién de testosterona libre. Asi, entre los 25 y los
75 afios la concentracion sérica de testosterona libre se reduce en un 50%. Hay que
tener en cuenta que las células de muchos tejidos, incluido el hueso, expresan
diferentes enzimas necesarias para la sintesis de los esteroides sexuales. Por tanto,
estos esteroides pueden tener, ademas de un efecto “hormonal” (es decir, un efecto en
un tejido distante del lugar donde son producidos y al que llegan a través de la
sangre), un efecto “paracrino” o “intracrino”, esto es, un efecto local en el mismo tejido
donde son sintetizados.

El efecto de los estrégenos y los androgenos sobre las células diana depende de su
fijacibn a receptores especificos. Existen al menos dos tipos de receptores
estrogénicos, alfa y beta. Estos receptores parecen encontrarse tanto en el citoplasma
como en el ndcleo. Una vez ligado el estrégeno a ellos, los complejos estrégeno-
receptor se unen a regiones especificas del ADN, como los ERE (elementos de
respuesta a estrdgenos), y, con la colaboracion de otras moléculas, modulan la
transcripcion de diversos genes. En los ultimos afios se ha demostrado que existe otro
mecanismo de accién de los estrégenos, llamado “no-genotrépico” porque no depende
de la unién del complejo estrogeno-receptor al ADN genémico. Este mecanismo
participa en varias de las acciones de los estr6genos a nivel de los tejidos no
reproductivos, como la vasodilatacion arterial, la activacion neuronal o ciertas acciones
sobre las células 6seas. Esas acciones parecen depender de la fijacién del estrégeno
a una variante de receptores estrogénicos unidos a la membrana celular. Dichos
receptores tienden a localizarse en invaginaciones de la membrana llamadas cavéolas
y modulan la actividad de ciertas proteinquinasas que, a su vez, influyen en diversos
procesos celulares (96).

5.1 Relacion con proteinas endoteliales

La regulacién hormonal de la funcién endotelial puede depender de mecanismos
ligados a receptores, o ser independiente de ellos. En el endotelio vascular se han
identificado receptores estrogénicos (ER), receptores de progesterona (PR) y

receptores androgénicos (AR). También los ER y AR se han encontrado en las células
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musculares lisas, macrofagos y plaquetas (97-98). Los efectos de los estrégenos
sobre la hemostasia sanguinea son uno de los factores importantes en la proteccion
que estos agentes producen en la fisiologia cardiovascular. En la hemostasia
participan tres mecanismos basicos: el vascular, la hemostasia primaria y la
coagulacién sanguinea (99). La modulacion de los estrégenos sobre el sistema
vascular se encuentra relacionada con la liberacion de diversos factores que
intervienen en la modulacién de los tonos vasculares (99) tales como agentes
derivados del endotelio intacto, como la prostaciclina, el 6xido nitrico, la endotelina, el
heparan sulfato con efecto anticoagulante y la trombomodulina, sustancia captadora
de trombina que regula y activa al plasminégeno generando plasmina local que
produce lisis de los coagulos. Se ha descrito que los estrégenos orales afectan
algunos componentes de la cascada de la coagulacion como los factores VII, IX y X, el
fibrindgeno, antitrombina IIl, proteina S (inhibidor de la coagulacién) y el inhibidor del
factor tisular. Gottsater A y col. en un estudio evaluaron el efecto de valerato de
estradiol durante 3 meses de tratamiento en mujeres postmenopausicas sanas. Se
encontré una disminucion en los niveles del fibrindgeno (P < 0.001), de la antitrombina
Il y de la proteina S total (P < 0.001) con aumento del FVII (P < 0.01). Estos
resultados indicaron que la administracion exdgena de los estr6genos puede estar
simultaneamente asociada con efectos benéficos y de tipo trombogénico (100). Por
otro lado, Koh KK y col investigaron en mujeres postmenopausicas los efectos de los
estrbgenos equinos conjugados solos o0 en combinacion con acetato de
medroxiprogesterona administrados por via oral y por via transdérmica. Estos autores
encontraron que los estrégenos equinos conjugados solos o en combinacién con
acetato de medroxiprogesterona por via oral, disminuyeron los niveles del inhibidor del
activador del plasminégeno 1 (P < 0.001) que se encuentra aumentado en la sangre
de mujeres postmenopausicas. También observaron incrementos en los niveles
plasmaticos del dimero D (P = 0.001), indicador de la actividad fibrinolitica.
Contrastando con estos datos el tratamiento por via transdérmica no produjo cambios
significativos en los mismos pardmetros (101). Se han realizado estudios en
poblaciones de mujeres normales, no embarazadas, embarazadas y post parto (102),
donde los niveles de ADAMTS13 descienden y los de VWF y 17- estradiol (103)
aumentan hacia fines del tercer trimestre de embarazo. Diversos estudios demuestran
gue el endotelio participa en importantes y variados procesos fisiolégicos que incluyen
el control del trafico celular, la regulacion del tono vasomotor, el mantenimiento de la
fluidez de la sangre y el crecimiento de nuevos vasos sanguineos.

Los estrégenos y los progestagenos son hormonas enddgenas que producen gran

variedad de efectos fisiol6gicos. En el caso de las mujeres, dichos efectos comprenden
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acciones vinculadas con el desarrollo, efectos neuroendécrinos involucrados en el control
de la ovulacién, preparacion ciclica de las vias de reproduccion para la fecundacion e
implantacion y los principales efectos sobre el metabolismo de minerales, carbohidratos,
proteinas y lipidos. Actian sobre el sistema cardiovascular (104) y sobre el mecanismo
de coagulacion de la sangre (105), favoreciendo una disminucion en el tiempo de
coagulacién y un aumento en el nimero de plaquetas (106). Los estrogenos afectan a
diferentes proteinas plasmaticas, en particular aquellas que participan en la unién a
hormonas y en la cascada de la coagulacion (107). Se ha demostrado que el estradiol
produce un cambio en el balance hemostatico de las CE disminuyendo los niveles del
inhibidor de la via extrinseca de la coagulacion (TFP-1) secretados por el endotelio (108),
y que la incubacion de las HUVEC con E2 en dosis suprafisioldgicas aumenta la
produccién de VWF (109). Elevados niveles de testosterona en el embarazo estan
relacionados con una disminucién del crecimiento del feto en el Gtero y un disbalance
hemostéatico (110). En un estudio realizado en hombres y mujeres transexuales, en
donde se administré ethinilestradiol, acetato de ciproterona, y esteres de testosterona
respectivamente, se observé que los estrégenos y andrégenos tenian un claro efecto en
los niveles plasmaticos de proteinas marcadoras del endotelio (111). Los estrégenos
generan una estimulacion de la enzima éxido nitrico sintetasa, actuando a través del
sistema mediado por sus receptores. Ademas, pueden regular la sintesis de
prostaglandinas y tienen efectos beneficiosos frente a la injuria vascular y la
aterosclerosis, favoreciendo la expresion del factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF), inhibiendo la apoptosis de las células endoteliales y la migracion y proliferaciéon
de las células musculares lisas. Los andrégenos también han demostrado favorecer la
regulacién del VEGF y de la 6xido nitrico sintetasa.

Los efectos de las hormonas sexuales y su comportamiento diferencial en ambos sexos
han sido estudiados extensamente, por los métodos de valoracion de la vasodilatacion
endotelial mediada por el flujo, en los territorios coronarios y periféricos. Dichos efectos
agudos han sido evaluados en dosis suprafisioldgicas y en estudios a largo plazo en sub-
poblaciones con deficiencia o exceso hormonal, como lo representan mujeres post-
menopausicas o transexuales. En hombres, el uso de andrégenos como testosterona
produce vasodilatacion arterial por mecanismos independientes del endotelio,
probablemente involucrando canales de potasio ATP sensitivos, presentes en las células
musculares lisas. En tanto, los esteroides anabélicos (nandrolona) tanto en estudios con
animales como en humanos, no mejoran la funcién endotelial, y su uso en
fisicoculturistas no muestra diferencias en la reactividad vascular, verificAndose incluso
un efecto deletéreo en los que tienen un alto nivel de ejercicio. En jovenes genéticamente

mujeres pero transexuales, altas dosis de testosterona se asocian con una alteracion de
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la vasodilataciéon endotelio dependiente. El sindrome de ovario poliquistico se asocia a
disfuncién endotelial y enfermedad coronaria extensa (leve hiperandrogenismo), (112)
Ademas, en este sindrome se asocian otras potenciales anormalidades metabdlicas
proaterogénicas, como la insulino-resistencia que puede sumar su rol androgénico en la
capacidad de deteriorar la funcion endotelial (113).

El efecto de las hormonas sexuales en la funcion endotelial y reactividad vascular se
encuentra claramente influenciado por los sexos. En mujeres, la funcién endotelial es
marcadamente superior a la de los hombres, disminuyendo después de la
menopausia. Esta ventaja, esta vinculada en parte a la proteccion hormonal
estrogénica y en parte al menor tamafio de sus vasos. Los estrogenos tienen efecto
beneficioso sobre la funcién endotelial por mecanismos receptor dependiente e
independiente. En tanto, los andrégenos modulan la funcién endotelial de manera
deletérea, dependiendo de la edad, sexo, dosis y ruta de administracion. Los estudios
de la funciéon endotelial de tipo no invasivo, a nivel de la arteria braquial, han
demostrado ser un marcador precoz de lesion vascular aterogénica, e incluso un
valioso método prondstico de riesgo cardiovascular, demostrado por multiples estudios
prospectivos, como el WISE (Women's Ischemia Syndrome Evaluation), (114). Sin
embargo, existe una respuesta paradojal entre los beneficios obtenidos en la funcién
endotelial principalmente con los estrégenos y el resultado de los Ultimos estudios
prospectivos, donde se observa un incremento del riesgo que se producirian por un
efecto proinflamatorio y protrombético generado por la hormona de reemplazo. Este
fendmeno se observé tanto en la rama estrégeno-progesterona, con incremento del
riesgo cardiovascular del 22%, como también la segunda rama del estudio con 7 afios
de seguimiento en la que se habia empleado sélo estr6geno, con efectos neutros a
nivel coronario, pero con incremento del riesgo de stroke (115).

5.2 Relacion con proliferacion y apoptosis.

La apoptosis parece ser el principal mecanismo de muerte del endotelio en
condiciones fisioldgicas. Por otra parte, el equilibrio proliferacion-apoptosis de las CE
desempefia un papel critico en la formacién y regresién de los vasos sanguineos,
especialmente las arteriolas y los capilares. Por ello, una excesiva apoptosis de estas
células puede estar implicada tanto en la disfuncion endotelial, como en la inhibicién
de la angiogénesis, descritas en diversas enfermedades vasculares (116).

Como las necesidades de una determinada hormona cambian continuamente, se hace
estrictamente necesario que sus concentraciones estén sujetas a regulacion, por lo
tanto cuando ocurre un descontrol en la secrecién hormonal se pierde la homeostasis
celular, generandose potencialmente algunas alteraciones. Algunas hormonas pueden

bajo ciertas circunstancias actuar estimulando la proliferacion celular (117). A nivel
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celular, estradiol actla a través de receptores intracelulares (citoplasmaticos y
nucleares). Estos receptores pertenecen a la superfamilia de los receptores nucleares,
conformada por un gran grupo de reguladores transcripcionales como los receptores
para hormonas esteroidales y tiroideas, retinoides, vitamina D, entre otros (118).
Ademas, se ha demostrado la presencia del ERa en los “ruffles” y la membrana
plasmatica, pudiendo ser encontrado en vesiculas asociadas con caveolina 1,
denominadas caveolas (119). Una vez activados, los receptores unidos al ligando
(complejo receptor-estradiol), translocan al nucleo, donde actian como factores
reguladores de la transcripcion (potencialmente dependientes del ligando), uniéndose
a elementos especificos de respuesta a estradiol y que regularan genes blancos
(efectos genomicos), (118-120). Ademas de estos efectos reguladores de la
transcripcion, existen respuestas muy rapidas generadas por la hormona que no
proceden por activacion inmediata de procesos de transcripcién, que se han
denominado efectos no genémicos. Estos efectos son independientes de los procesos
de transcripcidn génica y traduccion de proteinas y contemplan la modulacion, por el
complejo estradiol-ER, de diferentes proteinas regulatorias ubicadas en el citoplasma
0 bien asociadas con membranas celulares (119, 121).

Se ha informado sobre un receptor distinto a los anteriores cuyo ligando puede ser
estradiol: es un receptor intracelular de transmembrana acoplado a proteina G
(proteinas heptahelicoides que se expresan en la superficie de membranas, donde la
union a un agonista inicia la activacion de proteinas heterotriméricas de unién a
guanina y proteinas reguladoras rio abajo) denominado GPR30 (receptor acoplado a
proteina G 30), localizado en el reticulo endoplasmico, donde se une especificamente
al estrégeno. Al activarse el GPR30 por medio de su unién a estradiol, se activan
diferentes vias de sefializacién como la movilizacion de calcio intracelular y la sintesis
nuclear de fosfatidilinositol 3, 4, 5-trifosfato, contribuyendo a la explicacion de los
mecanismos fisioldgicos y fisiopatoldgicos asociados a la hormona (120-121). Algunos
estudios indican que el ER de membrana (formando parte de caveolas y dominios rafts
de membrana plasmatica), estarian asociados a subunidades a de proteina G,
explicando la regulacién positiva sobre algunas vias intracelulares mitogénicas. La
consecuencia celular de estos mecanismos incluye adhesién, migracion,
sobrevivencia, proliferacion celular y neoplasia (119). En la actualidad aun se
desconoce si existe algun grado de homologia estructural entre el GPR30 y el ERa
gue expligue la union de estradiol al receptor asociado a proteina G (119-121).

Uno de los mecanismos no gendmicos es la sefializacion bidireccional que existe entre
el ERo y uno o mas miembros de la familia de EGFR, moléculas ubicadas en la

membrana plasmatica y que poseen actividad tirosina quinasa. El EGFR estimula la
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sintesis de ADN vy la transcripcién génica relacionada con la probable activacién del
ER nuclear en forma independiente de E. Esta situacion estaria dada por la
transducciéon de sefiales intracelulares estimuladas por el receptor de EGF,
conduciendo a la fosforilacion y activacion del ER nuclear y de proteinas co-
reguladoras. La fosforilacion de la serina 118 del dominio A/B del ERa, permite la
transactivacion de genes relacionados al ER, los que serian regulados positivamente
por el EGFR (119, 121).

El ERa unido a su ligando actia asimismo sobre metaloproteinasas de matriz (MMP-2
y 9) de la membrana plasméatica de células neoplasicas de origen mamario; esta
actividad esta mediada por subunidades a de proteina G y una proteina tirosina
guinasa citoséOlica denominada Src, liberando HB-EGF (factor de crecimiento
epidermal asociado a heparina). Este ltimo factor es capaz de unirse al EGFR de la
misma membrana, lo que se traduce en una activacién tanto de quinasas, entre las
cuales estan las que responden a sefales extracelulares (ERKs), como asimismo
otras vias alternativas de sefializacién de proliferacion y sobrevivencia celular. Se ha
demostrado que el EGFR transloca al ndcleo de la célula, donde puede unirse a
secuencias del DNA ricas en adenina y timina, que modulan la transcripcion del gen de
ciclina D1 (119).

La familia de las MAPK estd involucrada en distintos tipos de respuesta, pueden
promover la sobrevida, asi también como la muerte celular. ERK es una integrante de la
familia de MAPK que media un efecto protector en las células, mediante la fosforilacion
de BAD (proteina propapoptética) previniendo la induccion de la apoptosis. Dentro de la
misma familia existe la p38 que induce la translocacion de BAX (proteina propapoptoética)
desde el citosol a la mitocondria promoviendo la muerte celular (122-126). Kingle y otros
demostraron que concentraciones nanomolares de E activaron la via de las MAPK, cuyas
implicancias fisiol6gicas corresponderia a un mecanismo de proteccion vascular (127).
En la linea celular de cancer de mama humano MCF-7, la exposicién al E produjo una
rapida activacion de ERK1/2 (124). Ademas, se observd que el tratamiento con E, en
neuronas corticales de rata, provocO una activacion rapida y sostenida de ERK2 (129-
130). Un estudio realizado en macréfagos de ratones machos obtenidos después de un
trauma hemorragico, demostré que la fosforilacion de p38 estaba significativamente
aumentada en ratones intactos comparandolos con ratones castrados. Los autores
concluyeron que la testosterona podria ser responsable de lo observado, mientras que el
estradiol no tuvo efecto sobre la activacion de p38 (131). Wang y col. demostraron que la
testosterona enddgena causa una activacion de p38 en la recuperacion funcional del
miocardio luego de una reperfusion aguda de la isquemia (132). También se observé que
el tratamiento con andrdgenos en células LNCaP produjo un aumento de la expresion de
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SPAK, que modula la actividad de p38 (133). Ling y col. concluyeron que la T en niveles
fisioldgicos produjo un dafio apoptético en una linea de CE vasculares humanas

cultivadas con medio deprivado de suero (134).
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Objetivo General

El objetivo de este trabajo es investigar el efecto de las hormonas esteroideas en un
modelo celular in vitro. La regulacion de la respuesta proliferativa y/6 apoptotica tiene
una considerable relevancia clinica peri-embarazo. Debido a las diferentes patologias
presentes en el embarazo, es importante descubrir cuales son las causas que las
producen. Se evaluara si estan relacionadas con cambios hormonales, con variaciones
en el sistema VWF/ADAMTS13 6 con el incremento fisioldgico de histamina.

Asi podrian inferirse nuevos mecanismos fisiopatolégicos subyacentes en las
potenciales pérdidas fetales, preferentemente asociadas a desniveles de los
parametros previamente mencionados.
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Objetivos Especificos

Objetivo especifico 1: analizar la proliferacién o apoptosis celular producida por
estradiol, progesterona y testosterona en HUVEC y evaluar el mecanismo de

sefalizacion asociado.

Objetivo especifico 2: evaluar el efecto de estradiol, progesterona y testosterona sobre
los niveles de MRNA y proteina de VWF y ADAMTS13 en HUVEC.

Objetivo especifico 3: determinar si estradiol, progesterona y testosterona presentan

una interaccién con histamina en la liberacion de VWF, en niveles presentes en el

tercer trimestre de embarazo.
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Actividades y Metodologia

1. Células endoteliales (HUVEC)

Las HUVEC se obtuvieron (3) a partir de la vena del cordén umbilical humano, que fue
sometido a una disgregacion enzimatica con una solucién de colagenasa al 0.1%
preparada en RPMI 1640 durante 15 min a 37° C. Posteriormente, la soluciéon con
HUVEC fue colectada en tubos estériles y centrifugada a 500g durante 10 min. El
botén celular obtenido fue sembrado en cajas de cultivo de 25cm?. Se mantuvieron en
cultivo a 37°C en una estufa gaseada con atmoésfera humificada al 95% con 5% de
CO, en frascos de cultivo de 25 cm? pretratados con gelatina al 1%. Las HUVEC se
cultivaron en medio RPMI 1640 suplementado con SFB (GIBCO) al 10%, previamente
descomplementado por calentamiento a 56° durante 30 minutos, 100 U/ml de
penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina, 0.25mg/ml de heparina, 2mM de I-glutamina y
50 ug/ml de suplemento de crecimiento para HUVEC que fueron despegadas con
tripsina-EDTA (GIBCO).

2. Poblaciones, obtencion de muestras

Se obtuvieron muestras de sangre, en condiciones estériles, de mujeres normales
(n=30), plasma normal de mujeres embarazadas (n=30), de hombres normales
(n=30).De las muestras de sangre extraidas con citrato de sodio 12.9mM, fue
separado el plasma en forma inmediata por doble centrifugacion (1500g, 25 min., TA)

y se guardoé en alicuotas (-80°C) hasta su utilizacion.

3. Tratamientos de las HUVEC

Las HUVEC se incubaron con plasma normal de mujer, plasma normal de
embarazada, plasma normal de hombre, E2 (SIGMA, St. Louis, USA), E2 + fulvestrant
(SIGMA, St. Louis, USA), T (SIGMA, St. Louis, USA), T + flutamida (SIGMA, St. Louis,
USA), P (SIGMA, St. Louis, USA), P + fulvestrant. El fulvestrant y la flutamida fueron
utilizados como inhibidores a nivel de recetor de E2, P y T respectivamente. Las
concentraciones de hormonas que se utilizaron, tienen una relacién directa con la
concentracion fisiolégica (1nM E2, 1uM P, 60 nM T). Ademas, para el ensayo de
proliferacién celular, fue realizada una curva de concentracién de las hormonas vs.
respuesta de las HUVEC. La H (100uM) fue utilizada como agonista para la liberacion
de VWF. En las mediciones de VWF y ADAMTS13 las HUVEC fueron sometidas a los
tratamientos antes descriptos en presencia 0 ausencia de H y sus respectivos
inhibidores (HRH1: K, HRH2: Cimetidina y HRH3: Clobenpropit) (Sigma, St. Louis,

USA). Antes de realizar las distintas incubaciones para evaluar los efectos sobre las
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MAPK, las HUVEC fueron incubadas en medio libre de SFB por 6 horas. Si en las
incubaciones era utilizado un inhibidor, este se agregaba 30 minutos antes del
agonista. Como control de los tratamientos se utilizaron HUVEC incubadas con el

vehiculo en el que fue disuelta la hormona.

4. Evaluacion de sobrevida celular

El CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay es un método
colorimétrico para determinar el nimero de células viables en ensayos de proliferacién
o citotoxicidad.

La proliferacion y muerte celular de las HUVEC producida por los diferentes
tratamientos, fue evaluada por colorimetria con el reactivo MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner salt). EI MTS
es bioreducido por las células convirtiéndose en un producto coloreado de formazan
que es soluble en los medios de cultivo (135-136).

4.1 Método

Las HUVEC se expusieron a los distintos tratamientos por 24, 48 y 72h para la
evaluacion de sobreviva celular. Se adicionaron 20ul de CellTiter 96 AQueous One
Solution Reagent en cada well de la placa de 96-well, que contienen 100ul de medio
de cultivo. Se incubaron por 1 hora a 37 en una atmdésfera humificada con 5% CO2.
Se registré la absorbancia a 490nm utilizando un lector de placas de 96 wells. El

namero de células fue calculado por comparacion con una curva estandar.

5. Medicion de la apoptosis

Determinacion de la externalizacion de fosfatidilserina (citometria de flujo). La
fosfatidilserina, un fosfolipido que normalmente se encuentra en la cara interna de la
membrana plasmatica, se trasloca a la cara externa de la membrana durante la
apoptosis. Como la proteina Anexina V se une a fosfatidilserina en presencia de Ca*
la incubacion de las HUVEC con Anexina unida a un fluorocromo permite detectar
células apoptéticas. Para evaluar si los tratamientos realizados indujeron apoptosis en
las HUVEC, se evalué si hubo pérdida de asimetria de los fosfolipidos en la membrana
plasmatica (apoptosis in situ): Anexina V-isotiocianato fluoresceinado e IP (137). El
control positivo fueron HUVEC tratadas con factores inductores de la apoptosis (TNF-
a). Se diferenciaron: células vivas no apoptéticas (Anexina V-/ IP), apoptéticas
tempranas (anexina V+/IP-) y necroéticas (IP+).

5.1 Método

Para la determinacion de la externalizacion de fosfatidilserina, las HUVEC se

expusieron por 24/48 hs. a los distintos tratamientos con plasmas y hormonas. Las
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células fueron previamente heparinizadas (100uM/ml) antes de la exposicion con los
plasmas para prevenir la formacion de coagulos.

La suspension de células se ajustd a 1x10° células/ml. A 0.5ml de la suspensién en un
tubo Eppendorff, y se le agregd 10ul de buffer media binding reagent y 1.25ul de
Anexina V-FITC, posteriormente se incubd 15 minutos a TA en oscuridad. Se
centrifugé a 1000g a TA y el medio fue removido. Se resuspendieron las células en
0.5ml de buffer binding frio y se adicionaron 10 ul de ioduro de propidio. Las muestras
se pusieron a 4°C y en oscuridad, y se analizaron por citometria de flujo
inmediatamente. (Annexin V FITC Apoptosis detection kit, Calbiochem, Darmstadt,

Germany)

6. Evaluacion de fosforilacion en tirosina de MAPK

Para evaluar las posibles vias de activacion de las HUVEC, se establecieron los
niveles de activacion de las proteinas ERK1/2, p38 y JNK por cuantificacién de los
mismos por SDS-PAGE e inmunotransferencia. Las células fueron homogeneizadas y
solubilizadas en buffer muestra, en condiciones reducidas (138). Las proteinas fueron
separadas en un gel de SDS-12% PAGE. La inmunotransferencia fue desarrollada
utilizando anticuerpos anti P-ERK1/2, P-p38 y P-JNK. Para cuantificar los niveles
antigénicos de las muestras, se incubaron las mismas membranas con un anticuerpo
anti B-actina. Las proteinas se revelaron mediante luminiscencia (ECL). Con el
programa Image Master (Pharmacia), se realiz6 un andlisis densitométrico de la
intensidad de pixeles de las bandas de cada tratamiento para cada MAPK y se lo
relaciondé con la banda correspondiente a B-actina, graficando esta relacion. Para la
evaluacién de la fosforilacién en tirosina de las MAPK las células fueron expuestas a
los distintos tratamientos por 5 min, 15 min, 30 min y 60 min.

6.1 SDS-PAGE. Cuantificacion relativa de proteinas

6.1.1 Materiales

Marcadores de peso molecular pretefiidos para geles de SDS (Kaleidoscope
Prestained Standards, BIO-RAD), cubetas para electroforesis de proteinas mini-
protean (BIO-RAD).

Reactivo de quimioluminiscencia ECL: western blotting analysis reagents (Sigma,
St.Louis, Mo)

6.1.2 Soluciones tampén

Solucion de electroforesis: 5 mM Tris, 40 mM glicina, 0.2% SDS pH 8.3.

Gel de separacién: 12% acrilamida/bisacrilamida (37:1), 375 mM Tris pH 8.8, 0.1%
SDS, 0.05% persulfato de amonio, 0.05% TEMED.



Gel concentrador: 3% acrilamida/bisacrilamida (37:1), 125 mM Tris pH 6.8, 0.1% SDS,
0.05% persulfato de amonio, 0.05% TEMED.

Buffer de transferencia: 48 mM Tris pH 9.2, 39 mM glicina, 20% metanol.

Buffer muestra: 50 mM Tris.HCI pH 6.8, 6M urea, 6% 2-mercaptoetanol, 3% SDS,
0.003% azul de bromofenol.

6.1.3 Preparacion de las muestras

Preparacion de extractos celulares totales

Se lavaron 1x10° células una vez con PBS frio, se solubilizaron y resuspendieron en
200 pl de buffer muestra con 1mM PMSF, 1mg/ml de leupeptina y 1mg/ml de
aprotinina.

6.1.4 Electroforesis de proteinas

Tras resuspender las muestras en buffer muestra, se incubaron 5 minutos a 95°C y se
sonicaron (30% amplitud) durante 10 segundos. Finalmente, las muestras se
sembraron en un SDS-PAGE al 12% y la electroforesis se desarrollé a 40mA.

6.1.5 Inmunotransferencia

Para transferir las proteinas del gel a membranas de nitrocelulosa (Hybond-C Extra,
Amersham, UK) se siguio la técnica de la transferencia con el sistema Trans-Blot SD
(Bio-Rad) a 100mA durante 1 hora, utilizando la solucién de transferencia descripto
anteriormente.

Finalmente, se identificaron las proteinas objeto de estudio realizando los siguientes
pasos: -Blogueo de la membrana durante toda la noche a 8 °C con 2.5% de albumina
bovina (Sigma, St. Louis, Mo) en solucion PBS/0.05% Tween 20
(polyoxyethylenesorbitan monolaurate, Sigma, St. Louis). - Incubacién 1 hora a TA con
agitacion suave, con el primer anticuerpo, diluido en solucion de lavado (SL,
PBS/0.05% Tween 20).- 3 lavados de 10 minutos con SL. - Incubacién con un segundo
anticuerpo conjugado con peroxidasa (HRP), durante 1 hora a TA y suave agitacion.-
3 lavados de 10 minutos con SL.- Revelado mediante quimioluminiscencia con el
reactivo ECL.

6.1.6 Anticuerpos utilizados

Anticuerpos primarios:

Anticuerpo monoclonal anti-fosfo ERK1 (pThr?®? / pTyr®®) y ERK2 (pThr'®®/ pTyr'®")
MAPK, anticuerpo anti IgG de ratdn (Sigma, St. Louis, USA). Concentracion 1:1000
Anticuerpo monoclonal anti-JNK activado, clon JNK-PT48, anticuerpo anti IgG de raton
(Sigma, St. Louis, USA). Concentracion 4ug/mi

Anticuerpo de conejo anti-p38 MAPK (pThr'® / pTyr'®?), anticuerpo anti IgG de conejo

(Calbiochem, Darmstadt, Germany). Concentracion 1:1000.
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Anticuerpo monoclonal anti .p-actina, clon AC-15 (Sigma, St. Louis, Mo, USA).
Concentracion 0.5ug/ml

Anticuerpos secundarios:

Anticuerpo secundario anti-inmunoglobulinas (anti-IgG) de conejo (Calbiochem, San
Diego, USA) y anti-lgG de ratdon (SIGMA, St. Louis), acoplados a peroxidasa,

concentracién 1/4000.

7. Medicién de concentracion de VWF:Ag liberado por las HUVEC

Para determinar el efecto de los tratamientos sobre la liberacion de VWF, se
obtuvieron los sobrenadantes de los cultivos, se dializaron y concentraron las
muestras. El contenido de VWF fue cuantificado por la técnica de ELISA. Las células
fueron expuestas a los tratamientos con hormonas e H y sus respectivos inhibidores
por 24 h.

7.1 ELISA

7.1.1 Anticuerpos

Anticuerpo de conejo anti-VWF (DAKO, Denmark). Concentraciéon 1:200.

Anticuerpo anti-VWF acoplado a peroxidasa (DAKO, Denmark). Concentracion 1:400.
7.1.2 Soluciones tampén

Solucion tampon de ELISA (0.12M NacCl, 0.02M Imidazol, 0.005M Ac citrico, pH:7.3)
Solucion bloqueante: Buffer ELISA 10% albumina bovina (BSA, Sigma, St. Louis,
USA).

Solucién de lavado y dilucién de muestras: Solucion de ELISA 0.5% BSA.

Soluciéon de reaccion: a 10ml de buffer (7.6mM ac. citrico, 13.2mM PO4NazH, pH: 5),
se agrega 1 pastilla de OPD (o-Phenylenediamine dihydrochloride, Sigma, St. Louis,
USA) y 25 pl de H,0,.

Solucién de frenado: 1.6 % ac. sulfarico.

7.1.3 Método

Los pocillos de las placas se sensibilizaron por incubacién con 100 uL del anticuerpo
de conejo anti-VWF durante toda la noche a 4C. Se removi6 el contenido y los
pocillos fueron lavados 3 veces con 100uL de buffer ELISA. El bloqueo de los sitios
residuales fue realizado por incubacion con 100uL de solucién bloqueante durante 1 h
a 37<C. Nuevamente se realizd el vaciado de los pocillos y fueron lavados 3 veces con
100uL de solucién de lavado. Las muestras se diluyeron 1:80, 1:40 y 1:20, y se
incubaron 100pL de la dilucion durante 2h a 37<C. El contenido de los wells fue
aspirado y lavado 3 veces con 100uL de solucion de lavado. La placa fue incubada
durante 1h con 100uL de la dilucién de anticuerpo anti-VWF acoplado a peroxidasa.

Nuevamente el contenido de los pocillos fue aspirado y fueron lavados 3 veces con
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100uL de solucién de lavado. El revelado fue realizado por incubacién con 100uL de la
solucion de reaccion. La reaccidn se detiene por adicion de 100 pyL de solucién de
frenado. La lectura del color desarrollado fue realizada a 490nm.

Para cuantificar el VWF, se realiz6 una curva con diluciones seriadas de pool de
plasma (I/40 a 1/1280), controlado por estandar internacional, en buffer ELISA 0.5 %
BSA. La concentracion de proteinas totales se cuantificé por la técnica de Bradford

(BIORAD), utilizando albumina sérica bovina como referencia (139).

8. Identificacion de ADAMTS13 liberada por HUVEC

Con las muestras obtenidas en 7- se realiz6 una separacion en un gel de SDS-PAGE
6%, en condiciones no reducidas. La inmunotransferencia, detallada en 6-, se
desarrollé utilizando un anticuerpo anti-“blocking peptide” ADAMTS13 (ABCAM). Las
proteinas se revelaron mediante luminiscencia (ECL) y fueron evaluadas por
densitometria. La concentracidon de proteinas totales se cuantificd por la técnica de
Bradford (BIORAD), utilizando albumina sérica bovina como referencia (139). Por

electroforesis se fraccionaron 250 ug de proteina de cada muestra.

9. Identificacion de VWF y ADAMTS13 intracelular

Luego de los tratamientos, las HUVEC fueron resuspendidas en una solucién tampén
de PBS con triton 0.3% vy distintos inhibidores de proteasas (N-etiimaleimida,
PEFABLOC, EDTA). Fueron incubadas 30 minutos a 30°C, y luego sonicadas (30%
amplitud) 8 min con una amplitud de 30% (BRANDSON, Digital Sonifier). Para el

andlisis de las muestras se realiz6 el mismo procedimiento que en 7-y 8-.

10. Mediciéon de niveles de mRNA de VWF y ADAMTS13 utilizando la técnica de
real time PCR

Debido a que las hormonas tienen efectos génicos y no-génicos, se evaluaron los
niveles de mRNA de VWF y ADAMTS13. Luego de los distintos tratamientos, se
obtuvo el RNA total de las HUVEC, utilizando Trizol, extracciéon con cloroformo y
precipitacion con isopropanol. EI RNA fue transcripto a cDNA y luego sujeto a los
ciclos de PCR utilizando primers especificos para VWF y ADAMTS13. Se utiliz6 B-
actina como gen de referencia.

10.1 Aislamiento de RNA

El RNA total fue aislado siguiendo el método que utiliza Trizol (GIBCO BRL). Se
agreg6 1ml de Trizol al pellet de células (6x10° células), se resuspendio el pellet y se

mezclé en vortex. Se agregaron 200 pul de cloroformo frio, se agitdé por 15 seg y luego
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se dejo reposar 3 min a TA. Se centrifugé a 12000g por 10 minutos a 4°C. Se separ6
la fase acuosa y se traspasé a otro tubo Eppendorf. Se agregaron 500 ul de
isopropanol frio, se mezclaron y se dejé actuar 10 min a TA. Se centrifugé a 12000g
por 10 min a 4°C, se descartd el sobrenadante. Se lavo el pellet con 500 ul de etanol
70% frio, se centrifug6 a 7500g por 5 min a 4°C, se descarto el sobrenadante. Se secé
el pellet 5-10 min a TA, y se resuspendié en 10 ul de agua libre de nucleasas. La
concentracion y pureza del RNA se midié en un espectrofotometro a 260 y 280 nm.
10.2 Retrotranscripcion (ImP  romll Reverse Transcriptase)

Preparacion de RNA target y primers

La reaccidon de transcriptasa reversa tiene un volumen final de 20ul, con 1lug de
templado de RNA, 0.5ug de primers y agua libre de RNAsas para llevar a volumen. Se
incubd a 70°C por 5 min, se realiz6 un shock térmico a 4°C por 5 min y luego se
mantuvo a 4°C.

10.2.1 Primers

a- VWF

Forward: 5’AGA AAC GCT CCTTCT CGATTATTG 3

Reverse: 5"TGT CAA AAA ATT CCC CAAGATACA 3

Tm: 58-60°C. Estos primers generan un amplicon de 84pb

b- ADAMTS13

Forward: 5" AGG AGG ACA CAG AGC GCT ATG 3

Reverse: 5CAC CTG CCG GTT ACCATCA 3

Tm: 55-56°C. Estos primers generan un amplicén de 280pb

c- B-actina

Forward: 5 TCA CCA ACT GGG ACG ACATG 3

Reverse: 5GTA CAG GCA TAG CACAGC CT ¥

Tm: 56-57°C. Estos primers generan un amplicén de 200pb

10.2.2 Preparacion de la Mix

Cada 20ul de la mix, se combinaron: buffer de reaccién, MgCl, 3mM, dNTPs, inhibidor
de ribonucleasas, y agua libre de RNAsas. Se vortexearon y se agregaron 15ul a cada
tubo de reaccion.

10.2.3 Adicion del templado y primers en la reaccion de Mix

Para cada reaccion individual se agregaron 5ul de la mix templado + primers a la mix
de RT-PCR.

10.2.4 Programacion para Transcripcion Reversa

Anneal a 25°C por 5 min, la extension se realiz6 por 60 min a 42°C. Se inactivé la

enzima incubando a 70°C por 15 min.
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10.3 Real Time-PCR (SYBR Green PCR)

Esta técnica se basa en la utilizacién de fluorocromo que se hibrida inespecificamente
con el DNA de doble cadena. Al avanzar los ciclos de amplificacion, permite la
cuantificacion indirecta de DNA amplificado por ciclo. Para normalizar los resultados se
utilizo el mMRNA de B-actina como gen de referencia. La cuantificacion relativa se llevo
a cabo utilizando el programa Light Cycler (Roche) que relaciona los Cp (punto de la
curva de amplificacién en que el valor aumenta sobre la sefial de fondo, nimero de
ciclo del umbral) medios de los mRNA blanco y de referencia.

10.3.1 Programacion del Instrumental de LightCycler

Temperatura de desnaturalizacion: 95°C, tiempo: 10 min.

Cuantificacion (amplificacidn): a- temperatura de desnaturalizacion: 95°C, tiempo: 10
seg.; b- temperatura de annealing: 60°C, tiempo: 11 seg.; c- temperatura extension:
74°C, tiempo: 4 seg., con modo de adquisicion simple.

Curvas de melting: a- temperatura de desnaturalizacion: 95°C, tiempo: 0 seg.; b-
temperatura de annealing: 65°C, tiempo: 15 seg.; c- temperatura extension: 95°C,
tiempo: 0 seg., con modo de adquisicion continuo.

Temperatura de enfriamiento: 40°C, tiempo: 30 seg.

10.3.2 Primers

Se utilizan los mismos primers que para la reaccién de retrotranscripcion.

10.3.3 Preparacion de la Mix de PCR

Se colocaron los capilares en el adaptador de centrifuga enfriado.

Mix: Agua (grado PCR), MnCl, (VWF/ B-actina: 3mM, ADAMTS13: 0.5mM) PCR primer
mix (VWF: 0.9uM, B-actina/ADAMTS13: 0.7uM), LightCycler RNA Master SYBR Green
2ul (10x concentracion). Volumen final: 18ul. Los componentes de la mix se agregaron
en el orden mencionado.

Se agregaron 18ul de la mix en cada capilar, y se adicionaron 2ul del templado de
RNA. Luego se centrifuga a 3000g (Standard) para que el volumen descienda a la

base del capilar, y se transfirieron los capilares al instrumental de LightCycler.

11. Andlisis estadistico:

Uno de los principales objetivos del andlisis de los datos de un disefio experimental es
cuantificar y evaluar la importancia de las fuentes de variacién (tratamientos). Esto
puede ser obtenido a través del andlisis de varianza (ANOVA). Para aplicar el test de
ANOVA, se comprobé la normalidad de los datos mediante la Prueba de Normalidad
de Shapiro-Wilks modificado, y la homogeneidad de varianzas mediante la Prueba F

para homogeneidad de varianzas. Si se cumplian los requisitos, se aplicaba el
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ANOVA, y luego se realizaba el andlisis a posteriori de Student-Newman-Keuls (SNK)
para evaluar las diferencias entre los distintos grupos. Los resultados obtenidos de la
evaluacion de apoptosis por Anexina V-IP, fueron evaluados por ANOVA-SNK.
Cuando no se cumplia alguno de los requisitos del ANOVA, se aplicaba una
transformacién de datos. A los resultados obtenidos de la evaluacion de la fosforilacion
de MAPK, liberacion y niveles intracelulares de ADAMTS13, y niveles de mRNA de
ADAMTS13 y VWF, se les aplicé una transformaciéon logaritmica, y luego fueron
evaluados por ANOVA-SNK. En los casos en que la transformacion de datos tampoco
cumpliera con los requisitos para aplicar el test de ANOVA, se utilizé el test no
paramétrico de Kruskal Wallis. Los resultados obtenidos de MTS y VWF:Ag
(intracelular y sobrenadante) se analizaron por el test no paramétrico de Kruskal
Wallis.

Una p < 0,05 se consider6 estadisticamente significativo. Se utilizaron los programas
INFOSTAT/Estudiantil y PRIMER.
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Resultados

1.1 Evaluacion de sobrevida celular

Para el estudio de la proliferacion celular se afadio el reactivo MTS a cada pocillo 90
minutos antes de la lectura de las muestras con el lector de placa a 492 nm. La
cantidad de reactivo MTS, fue medida por densidad Optica, siendo directamente
proporcional al nimero de células vivas. Cada placa (blanco, control, y control con
tratamiento con diferentes concentraciones de hormona y/o inhibodor) se realizé por
triplicado. Los controles consistieron en las células incubadas con el vehiculo de la
hormona. El experimento se repitid6 en tres ocasiones diferentes, utilizando como
control a las HUVEC incubadas con el vehiculo en el que fue disuelta la hormona.

Los resultados para E2 se muestran en la Figura 5 (A, B) que representa la sobrevida
celular a concentraciones crecientes de E2 (0.5-4nM). En la Figura 5A se observa que
las distintas concentraciones de E2 no producen efecto en la sobrevida celular, asi
como tampoco el agregado de fulvestrant. Cuando las células son sometidas a
condiciones de hambreado el agregado de E2 con y sin SFB no produce diferencias
significativas (Figura 5B). Por lo tanto observamos un estimulo proliferativo de E2 en
condiciones adversas para el crecimiento celular. En la Figura 5C se representa la
inhibicién del crecimiento celular tras la adicién de concentraciones crecientes de P
(0.3-8uM). La utilizacion de concentraciones fisioldgicas de P no produjo un cambio en
la viabilidad celular. Aunque la exposicién a concentraciones suprafisiolégicas produjo
una disminucion significativa (p<0.05) de la sobrevida celular (80% + 4 a 52% + 11
sobrevida celular). La Figura 5D representa la variacion de la concentracion de células
a concentraciones crecientes de T (0.3-9.6 uM). La incubaciéon con T (75 £12% a 28 +
19% sobrevida celular) produjo el mismo fendmeno de inhibiciébn del crecimiento

celular que la incubacién con P (p<0.05), (Tabla 1).

Figura 5
A B
1304 125
E 1104 g 100
a i:: — g ?5_//‘\“
S g 5 1
8 u°g 50
= | wE = - E2
01 —a-E2+Fu 25{ —&—E2-SFB
50 T T T T 1 0 T T T T 1
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
E2 (nM) E2 (nM)

41



o
=

100

%sobrevida
%sobrevida

504

0.0 25 5.ID T 10.0 0.0 2.5 5.0 7.5 10.0
P (M) T (uM)

Figura 5: Proliferacion y Muerte Celular. Los datos corresponden a medias + DS. La DO de
las muestras control se refiri6 a 100. Cada condicion se desarroll6 en 4 wells y cada
experimento se repitié por triplicado. Analisis estadistico: Los datos obtenidos fueron evaluados
usando el test ANOVA, con un nivel de significacion de p < 0.05.

(A) Las células fueron estimuladas con E2, E2+Fu (fulvestrant). (B) En condiciones de
hambreado las células fueron estimuladas con E2. (C) Las células fueron estimuladas con P,
P+Fu. (D) Las células fueron estimuladas con T, T+F (flutamida).

1.2 Evaluacién de apoptosis

Debido a que el ensayo de MTS no discrimina la muerte celular producida por necrosis
0 apoptosis, se realiz6 el ensayo de anexina V/IP por citometria de flujo. Los controles
consistieron en HUVEC incubadas con el vehiculo de la hormona.

Luego de 24y 48 h de tratamientos con plasma normal de hombre, plasma normal de
mujer, plasma normal de mujer embarazada, E2 y control, no se observaron cambios
en el porcentaje de apoptosis (Figura 6). En contraste, los tratamientos con Ty P en
dosis suprafisiolégicas y TNFa, resultaron en un incremento significativo de apoptosis
en las HUVEC (Figura 6, Tabla 2). Se observo un aumento significativo del niimero de
células apoptéticas tratadas con 2uM (8 = 1%) y 4uM (20 £ 2%) de P, mientras que el
tratamiento con 1uM de P era no tenia diferencias significativas con el control (Figura
6, Tabla 2).Cuando las HUVEC fueron expuestas a 0.06uM de T por 24 horas, se
detectd un bajo nimero de células positivas para anexina V. Al utilizar concentraciones
mayores a la fisioldgica aumenté significativamente el nimero de células positivas
para anexina V observadas: 21 + 2% para 4.8 uM y 34 + 2% para 9.8 uM. El nUmero
de células apoptoéticas observadas en este ensayo es consistente con el nimero de

muerte celular observado en el ensayo de viabilidad.
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Figura 6

401
T
©w 304 N
7]
o T
I3 x *
- T
8_20— .
©
R
104 L)
?CEEEEEEEEEEE
- 3 3 S 33 3 3 I3 3 =
0O Q2 0 4T 0 0 - & F D
< S S adf o oo o s
O C + + + + <
- ©
=
=%
-
TR
p=a
[_

Figura 6: Porcentaje de apoptosis en HUVEC. Las células fueron estimuladas con PNM
(plasma normal mujer), PNE (plasma normal mujer embarazada), PNH (plasma normal
hombre), E2, P y T. Luego de la estimulacién, las células fueron analizadas por citometria de
flujo con marcacién para anexina V. Los resultados corresponden a medias + DS de 3
experimentos independientes. * p<0.05 tratamientos respecto control.

1.3 Evaluacion de fosforilacion MAPK

En distintos sistemas se ha demostrado que el efecto mitogénico de E2 requiere la
activacion de la cascada de ERK. Para comprobarlo, se determiné en HUVEC si la
incubacién con E2 incrementaba la fosforilacion de ERK1/2. La Figura 7 indica que
hubo un incremento significativo (p<0.05) en la proporcion de proteinas ERK2
fosforiladas respecto de B-actina, luego de 1 h de estimulaciéon con E2. Sin embargo
no se encontré un aumento significativo para la razon ERK1 fosforilada/ f-actina. Este
ultimo resultado tiene una validez relativa, dado que la sefal de la proteina fosforilada
en el control era muy débil para esta isoforma de ERK (Figura 7B). En la Figura 7B se
observa que la incubacién con E2 + fulvestrant fue capaz de revertir de forma
significativa (p<0.05) el aumento de la fosforilacion de ERK2 producido por E2.

No se observaron diferencias significativas en las HUVEC tratadas con plasma normal
de mujer, plasma normal de mujer embarazada, plasma normal de hombre, T, P y
control (Figura 7A).
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Figura 7

A B
27 2 dh Wi
2 C—1P-ERK1
§ 1 P-ERK2
o C E2 E2+Fu
X
14
Kt
B S Y

C PNM PNH PNE E2 E2+Ru T P

Figura 7: P-ERK1/2 en extractos celulares de HUVEC. Células sin tratar o tratadas con PNM,
PNE, PNH, E2, E2+Fu, T y P por 1 h fueron analizadas por inmunoblotting para detectar
cambios en la fosforilacién de ERK1/2. Los lisados de HUVEC fueron incubados con un
anticuerpo especifico anti fosfo ERK1/2, y reincubados con anti B-actina. (A) Relacion de
pixeles obtenidas del analisis densitométrico del Western blot de anti-P-ERK1/2. Los datos son
presentados como un aumento en la fosforilacion de ERK1/2 relativos a los niveles de Bactina.
Los resultados corresponden a medias + DS de tres experimentos separados, * p < 0.05,

determinado por ANOVA. (B) Analisis representativo del western blot de los lisados celulares.

Para estudiar la posible actuacion de p38 como intermediario en la sefializacion de la
via apoptotica en las HUVEC, se realizaron incubaciones con P y T en dosis
fisiolégicas y suprafisioldgicas. Se encontré6 que, independientemente de la dosis
utilizada, P y T producian un aumento significativo (p< 0.05) en la fosforilacion de p38
(Figura 8A, B, D-G). También se observo que la incubacion de las HUVEC con el
plasma normal de hombre producia un aumento significativo (p< 0.05) en la
fosforilacion de p38 (Figura 8A, C). Cuando las HUVEC fueron incubadas con plasma
normal de mujer, plasma normal de mujer embarazada y E2 no se observaron
diferencias significativas (Figura 8A). Los inhibidores utilizados para P y T, fueron
capaces de revertir el efecto de aumento de fosforilacion de p38 cuando las dosis
utilizadas eran fisiolégicas. Sin embargo, cuando las dosis utilizadas de las hormonas
eran suprafisiolégicas, tanto fulvestrant como flutamida, eran incapaces de revertir el
efecto (Figura 8A, B, D-G).
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Figura 8: P-p38 en extractos celulares de HUVEC. Células sin tratar o tratadas con PNM,
PNE, PNH, E2, E2+Fu, P, P+Fu, T, T+F por 1 h, fueron analizadas por inmunoblotting para
cambios en la fosforilacién de p38. Los lisados de HUVEC fueron incubados con un anticuerpo
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P-JNK/factina

especifico anti fosfo p38, y reincubados con anti Bactina. (A) Analisis densitométrico del
Western blot de anti-P-p38. Las células fueron incubadas con dosis fisiologicas de las
hormonas. Los datos son presentados como un aumento en la fosforilacién de p38 relativos a
los niveles de Bactina. Los resultados son medias + DS de tres experimentos separados, * p <
0.05, determinado por ANOVA. (B) Andlisis densitométrico del Western blot de anti-P-p38. Las
células fueron incubadas con dosis suprafisiologicas de las hormonas.

Andlisis representativo del Western blot de los lisados celulares. (C) HUVEC tratadas con
PNH, T y P a dosis fisiolégicas. (D) HUVEC tratadas con T, T+F a dosis fisiol6gicas. (E)
HUVEC tratadas con T, T+F a dosis suprafisioldgicas. (F) HUVEC tratadas con P, P+Fu a dosis

fisiolégicas. (G) HUVEC tratadas con P, P+Fu a dosis suprafisiolégicas.

Debido a que la activacion de p38, es indiferente al estimulo con distintas dosis
hormonales, se ha estudiado la posibilidad de que JNK intervenga en la sefalizacion
de la via apoptética, activada por dosis suprafisiolégicas de P y T. Se observo que a
dosis suprafisiologicas, tanto P como T eran capaces de aumentar de forma
significativa (p< 0.05) la fosforilacion de JNK (Figura 9B, C). Ademas, se observd que
a dosis fisiolégicas las hormonas no eran capaces de activar JNK (Figura 9A, C). Los
inhibidores de P y T, no fueron capaces de revertir los efectos de fosforilacion de JNK,
cuando las hormonas estaban en dosis suprafisiolégicas.

Todas las diferencias de fosforilacion se verificaron mediante la media de las

intensidades de pixeles (Tabla 3-5).

Figura 9
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Figura 9: P-JNK en extractos celulares de HUVEC. Células sin tratar o tratadas con P, P+Fu,
T, T+F por 1 h, fueron analizadas por inmunoblotting para cambios en la fosforilacién de JNK.
Los lisados de HUVEC fueron incubados con un anticuerpo especifico anti fosfo JNK, y
reincubados con anti Bactina. (A) Analisis densitométrico del Western blot de anti-P-JNK. Las
células fueron incubadas con dosis fisiolégicas de las hormonas. Los datos son presentados
como un aumento en la fosforilacién de JNK relativos a los niveles de B-actina. Los resultados
son medias + DS de tres experimentos separados, * p < 0.05, determinado por ANOVA. (B)
Andlisis densitométrico del Western blot de anti-JNK. Las células fueron incubadas con dosis
suprafisiolégicas de las hormonas.

Andlisis representativo del Western blot de los lisados celulares. (C) HUVEC tratadas con
PNH, T y P a dosis fisiologicas (0.06uM T, 1 uM P) y suprafisiolégicas (2.4uM T, 2 uM P)

1.4 Resumen: Evaluacién de un posible mecanismo de acciéon de las hormonas
determinantes del sexo sobre las vias de  proliferacion y apoptosis en HUVEC.
Se ha analizado la accién de las hormonas determinantes del sexo en la apoptosis y
proliferaciéon de las HUVEC. Los datos de este trabajo demuestran que: a) el efecto
proliferativo del estradiol en HUVEC, ocurre a través de un aumento de la fosforilacion
de ERK2, inducido por el estimulo de la deprivacion del suero. b) la P y T en dosis

suprafisioldgicas promueven la apoptosis de HUVEC via activacion de p38 y JNK.

2.1 Evaluacion de la liberacion del VWF y ADAMTS13 al medio de cultivo de
HUVEC. Evaluacién intracelular de VWF y ADAMTS13.

Las células HUVEC se eligieron como modelo porque responden a estimulos
hormonales (97-98), y expresan tanto VWF como ADAMTS13 in vitro. Ademas, las
HUVEC secretan VWF in vitro en respuesta a estimulos con H.

Luego de los tratamientos, se cuantific6 la concentracion de VWF en los
sobrenadantes de los cultivos de HUVEC por la técnica de ELISA. El VWF:Ag se
expres6 como la razén entre las unidades de VWF de los tratamientos y el control. En
la Figura 10 (A, B, C) se observan los resultados expresados como la media + DS. La
concentracion de VWF observada en el control, corresponde al que contiene el SFB

utilizado para el sustento de los cultivos, ademas del VWF liberado en forma basal.
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La comparacion estadistica entre los tratamientos (Tabla 6A, B, C) indicé que existen
diferencias significativas (p<0.05) entre H y otros tratamientos. El tratamiento con E2
no produjo aumento de la liberacion de VWF, y su combinacién con H produjo una
disminucién significativa (p<0.05) de VWF con respecto a H. El tratamiento con los
inhibidores de H produjo un aumento significativo (p<0.05) con respecto al control. En
las combinaciones con E2 e inhibidores de H, hubo una disminucion significativa
(p<0.05) con respecto a H sola. Los estimulos con P y T no produjeron un aumento en
la liberacion de VWF, y las combinaciones con H produjeron una disminucion

significativa (p<0.05) con respecto al tratamiento con H.
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Figura 10: VWF:Ag medido en sobrenadantes de cultivos de HUVEC . El VWF: Ag se
expresa como la razon entre las unidades de VWF de los trataminetos y el control. Los
resultados son medias + DS de 6 experimentos separados, * p < 0.05, determinado por
Kruskal Wallis. (A) HUVEC incubadas con H, E2, E2+H, Fu, E2+Fu, E2+l (inhibidores de
histamina), E2+H+l. (B) P P+H. (C) Ty T+H.

También se determiné el contenido intracelular de VWF, cuando las HUVEC fueron
incubadas con las distintas hormonas e H, mediante la técnica de ELISA. En la Figura
11 se observa que el contenido intracelular disminuy6 significativamente (p<0.05) en 2
veces cuando las células fueron incubadas con H, en comparaciéon con el control.
Ademas, se observé que el tratamiento con P+H produjo una disminucion significativa
(p<0.05) de 2 veces en el contenido intracelular de VWF con respecto al control y al
tratamiento con P. El resto de los tratamientos no produjo cambios significativos en los

valores de VWF intracelulares (Figura 11, Tabla7).
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Figura 11: VWF:Ag medido en los extractos celulares de cultivos de HUVEC. El VWF: Ag
se expresa como la razon entre las unidades de VWF de los trataminetos y el control. Los
resultados son medias + DS de 3 experimentos separados, * p < 0.05 entre control y
tratamientos, determinado por Kruskal Wallis. HUVEC incubadas con H, E2, E2+H, P, P+H, Ty
T+H.

Para analizar la liberacion de ADAMTS13, se utilizaron los sobrenadantes de las
HUVEC de los distintos tratamientos. Los niveles de ADAMTS13 se cuantificaron por
analisis densitométrico de las muestras analizadas mediante PAGE-SDS e

inmunotransferencia en iguales concentraciones proteicas.
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En las HUVEC tratadas con E2 y en las HUVEC tratadas con H, se produjo una
disminucidn significativa (p<0.05) en la liberacion de ADAMTS13 de 1.6 y 8 veces con
respecto al control. Sin embargo, el tratamiento con E2+H produjo un aumento
significativo (p<0.05) en la liberacion de ADAMTS13 de 3 veces con respecto a H
(Figura 12A, C; Tabla 8). Ademas, el tratamiento de T+H, produjo una disminucién
significativa (p<0.05) en la liberacion de 4 veces con respecto al control. Cuando las
HUVEC fueron incubadas con P+H, se produjo un aumento significativo (p<0.05) en
los niveles de ADAMTS13 comparado con el control (Figura 12 B, D; Tabla 8).
También se observdé que no habia diferencias significativas entre el control y los
tratamientos con Py T (Figura 12 B, D; Tabla 8).
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Figura 12: ADAMTS13 en sobrenadantes celulares de HUVEC. Células sin tratar o tratadas
con H, E2, E2+H, P, P+H, T, T+H. Analisis densitométrico del western blot de anti-ADAMTS13.
Los datos son representados como un aumento en los niveles de ADAMTS13. Los resultados
son medias + DS de 3 experimentos separados, * p<0.05 determinado por ANOVA. HUVEC
incubadas con (A) H, E2, E2+H. (B) H, P, P+H, T, T+H. Andlisis representativo del Western blot
para la evaluacion ADAMTS13 en sobrenadantes celulares de HUVEC. De cada muestra, 250
Ug de proteina se fraccionaron por electroforesis en gel de poliacrilamida al 6% en condiciones
no reducidas. HUVEC incubadas con (C) H, E2, E2+H. (D) H, P, P+H, T, T+H.

De la misma manera se analizé el contenido intracelular de ADAMTS13 en HUVEC.

Como se muestra en la Figura 13 A y B, cuando las HUVEC fueron incubadas con E2
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los niveles intracelulares de ADAMTS13, aumentaron significativamente (p<0.05) en 8
veces con respecto al control (Tabla 9). Sin embargo, los tratamientos con H y E2+H,
no produjeron diferencias significativas con respecto al control (Figura 13A, B; Tabla
9). Cuando se analizaron los efectos de P y T en los niveles intracelulares de
ADAMTS13, se observd que no habia diferencias significativas con respecto al control.

Lo mismo se observé cuando P y T fueron combinadas con H (Figura 13A, B, C, Tabla
9).
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Figura 13: ADAMTS13 en extractos celulares de HUVEC.  Células sin tratar o tratadas con H,
E2, E2+H, P, P+H, T, T+H. Andlisis densitométrico del western blot de anti-ADAMTS13. Los
datos son representados como un aumento en los niveles de ADAMTS13. Los resultados son
medias + DS de 3 experimentos separados, * p<0.05 determinado por ANOVA. HUVEC
incubadas con (A) H, E2, E2+H, P, P+H, T, T+H. Andlisis representativo del western blot para
la evaluacion ADAMTS13 en sobrenadantes celulares de HUVEC. De cada muestra, 250 pg de
proteina se fraccionaron por electroforesis en gel de poliacrilamida al 6% en condiciones no
reducidas. HUVEC incubadas con (B) H, E2, E2+H , P, P+H. (C) H, T, T+H.

2.2 Evaluacién de mRNA VWF y ADAMTS13
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Para comprobar si los distintos tratamientos que inducian variaciones de ADAMTS13
y VWEF, tanto intracelulares o liberados desde las HUVEC, tenian incidencia en la
sintesis de ambas proteinas, se realizé un estudio de cuantificacion relativa de los
MmRNA VWF y ADAMTS13, mediante la técnica de real time PCR.

La amplificacion del producto deseado obtenido por la técnica de real time PCR, se
confirmd por la temperatura de melting de los productos que se correspondian con la
presencia de una banda en una corrida en gel de agarosa (ADAMTS13/B-actina: 2%
agarosa, VWF: 4% agarosa), y posterior revelado con bromuro de etidio. Las
temperaturas de melting para los distintos productos fueron: ADAMTS13: 86°C, -
actina: 89°C, VWF: 82°C. También se observa que en los controles negativos, puede
haber un pico de temperatura de melting que corresponde a dimeros de primer. La
Figura 14 muestra los resultados del efecto de E2, H, inhibidores de H y sus
combinaciones sobre la sintesis del mMRNA VWF en HUVEC. Se observé un aumento
significativo (p<0.05) de 9 veces en los niveles de mRNA VWF, cuando las HUVEC
fueron incubadas con E2. Sin embargo, cuando E2 se combin6 con H, se produjo una
disminucion significativa (p<0.05) de 8 veces en los niveles de mRNA VWF (Tabla
10). Los niveles de mRNA de VWF no se modificaron con los demas tratamientos

(Figura 14).
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Figura 14: Andlisis de cuantificacion relativa de mMRNA VWF. Los datos corresponden a la
media + DS de 5 experimentos separados, * p<0.05 determinado por ANOVA. HUVEC
incubadas con (A) H, E2, E2+H, |, H+l, E2+|, E2+H+|, 2+Fu, Fu. (B) H, P, P+H, Fu, P+Fu, I,
H+l. (C)H, T, T+H, F, T+F, |, H+l.

También se analizé el efecto de P sobre la sintesis de mRNA de VWF (Figura 15B).
Se observé que la incubacion con P de las HUVEC no producia diferencias
significativas en los niveles de mRNA VWF con respecto al control. Sin embargo,
cuando P era combinada con H, se observaba un aumento significativo (p<0.05) de 6
veces con respecto al control, y un aumento significativo (p<0.05) de 4 y 7 veces con
respecto a H y P respectivamente. Ademas, se observé que cuando P era combinada
con su inhibidor fulvestrant, se producia un aumento significativo (p<0.05) de 11 veces
con respecto a P, y que cuando las HUVEC eran incubadas so6lo con fulvestrant no se
producia ninguna modificacion en los niveles de mRNA con respecto al control y a P
(Figura 14, Tabla 10).

De la misma manera se analiz6 la respuesta de las HUVEC en las incubaciones con
T. La Figura 14 muestra que el contenido de mRNA VWF como respuesta a las
incubaciones con T, H, flutamida y sus combinaciones, no cambi6 de forma
significativa con respecto al control (Tabla 10).

A continuacion se determiné si los niveles de mMRNA ADAMTS13 eran afectados por
las distintas hormonas utilizadas, o por la combinacién de estas con H.

El tratamiento de las HUVEC con E2 fue significativamente (p<0.05) diferente a los
tratamientos con H, inhibidores de H, y sus combinaciones con E2, aumentando 9
veces los niveles de mRNA ADAMTS13. Cuando E2 se combiné con H, los niveles del
mensajero disminuyeron significativamente (p<0.05) 140 veces con respecto a E2
(Figura 15, Tabla 11). Cuando E2 y H fueron combinadas con los inhibidores de H se

produjo un aumento significativo (p<0.05) de los niveles entre 3 y 5 veces con
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respecto al control. Asi como la incubacion de las HUVEC con P no produjo un
aumento significativo del mRNA de VWF, tampoco tuvo efecto sobre el mRNA de
ADAMTS13. Sin embargo, su combinacién con H, produjo un aumento significativo
(p<0.05) de 30 veces con respecto al control de células sin tratar (Figura 15, Tabla
11). Las incubaciones de las HUVEC con T y sus combinaciones con H, inhibidores
de H y flutamida no produjeron diferencias significativas en los niveles de mRNA
ADAMTS13, pero el tratamiento con flutamida produjo un aumento significativo

(p<0.05) de 4 veces con respecto al control (Figura 15, Tabla 11).
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control determinado por ANOVA. HUVEC incubadas con (A) H, E2, E2+H, I, H+Il, E2+], E2+H+I,
2+Fu, Fu. (B) H, P, P+H, Fu, P+Fu, I, H+l. (C) H, T, T+H, F, T+F, |, H+I.

2.3 Resumen: Efecto de las hormonas dete rminantes del sexo e histamina en la
produccién de VWF y ADAMTS13 en HUVEC.

En las HUVEC, E2 produce un aumento del mMRNA VWF y mRNA ADAMTS13, asi
como también un aumento de la ADAMTS13 intracelular, sin embargo no afecta el
contenido intracelular, ni la liberacion de VWF. Cuando E2 es combinado con H no
producen cambios en los niveles de los mMRNA, pero si disminuye la liberacién de VWF
producida por la H, y aumenta la liberacion de ADAMTS13 inhibida por H.

Los tratamientos con P y T no modifican ninguno de los parametros evaluados, tanto
para VWF como para ADAMTS13. Sin embargo cuando se combina P con H se
produce un aumento en los niveles de ambos mRNA. Este aumento observado se
traduce para ADAMTS13 en proteina liberada, sin embargo se observa una
disminucion de VWF tanto liberado como intracelular. La combinacién de T con H, no
produce aumento de los mRNA, pero si una disminucion en la liberacion de ambas

proteinas.
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Discusion

1. Rol de los estrogenos y andrégenos en la proliferacién y apoptosis de las
células endoteliales.

En los Ultimos afios se han descrito numerosos sintomas y efectos adversos
asociados con el desbalance de la relacién estrégenos-andrégenos. La disminucién de
los niveles de andrégenos en la mujer, con predominio de la influencia estrogénica, ha
sido relacionada con la aparicién de numerosos efectos adversos, entre los que ocupa
un papel destacado el aumento de la incidencia de tumores ginecolégicos. Sin
embargo, encontramos diversas situaciones (terapia hormonal sustitutiva, trans-
sexualidad femenina a masculina, entre otras) en las que el desbalance favorece a los
andrégenos, alcanzandose niveles supranormales de los mismos. Estos elevados
niveles de andrégenos también han sido correlacionados con la aparicidon de efectos
adversos sobre el sistema reproductivo femenino, incluyendo el crecimiento anormal y
la posible tumorigenicidad. Debido a la importancia del desbalance en las hormonas
esteroideas, es necesario poder predecir las consecuencias en la respuesta celular
(proliferacién-apoptosis). Este estudio eligié las HUVEC como modelo celular “in vitro”
para evaluar el efecto apoptético o proliferativo de las hormonas esteroideas.

1.1 Estradiol y proliferacién en HUVEC via fosforilacion ERK2.

Harrison y Mckee demostraron que la utilizacién de dosis no fisiolégicas de E2 en
cultivo de CE, producia un leve incremento en la replicacion celular (109). Kawagoe y
col. demostraron que el raloxifeno, que tiene acciones vasoprotectoras parecidas al
estrogeno, producia un aumento en la proliferacion celular (140). Se ha descripto que
E2 promueve la activacion de ERK1/2 en distintas lineas celulares y cultivos primarios
(128-129, 141). Sin embargo, en referencia a las CE, se ha descripto que el E2 en
distintos experimentos in vitro, promueve efectos divergentes en la via de transduccién
de sefiales. Sengupta y col. han demostrado que el E2, luego de 1h de exposicion,
causa un aumento en la fosforilacién de ERK1/2 en las HUVEC, que es sostenido por
4h (142). Por otro lado Juan y col., observaron que E2 inhibe la via de las ERK en las
CE, a traves de la supresion de la expresion del gen ET-1 (143).

Los resultados presentados en esta tesis, indican que E2 a dosis fisioldgicas, tiene un
efecto proliferativo sobre las HUVEC, que estaria mediado por la activacion de ERK2.
El efecto se observa durante el periodo de 1h de incubacién. No se observa una
fosforilacion de ERK1. Cuando las HUVEC fueron incubadas en un medio completo,
no habia diferencias significativas con el agregado de E2 en distintas concentraciones,
sin embargo, cuando el medio carecia de SFB, las HUVEC solo eran capaces de

crecer en presencia de E2.
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1.2 Progesterona y apoptosis en HUVEC, via fosforilacion p38 y JNK.

Vazquez y col, presentaron un trabajo utilizando CE de dermis humana, incubadas con
concentraciones subfisioldgicas (menores a 1uM) de P. Ellos evaluaron que en esas
condiciones P, producia una reduccion en la incorporacion de ®H (técnica utilizada
para medir proliferacién) (144). También se han realizado trabajos donde se combinan
las incubaciones de E2 y P en CE del endometrio humano, donde se observé que el
incremento de las concentraciones de P en combinacion con E2 disminuia el
porcentaje de células apoptoticas observadas (145). Ademas, en un estudio realizado
en ratas Sprague-Dawley prefiadas, donde se midi6 la actividad de diferentes
caspasas, se observd que habia un aumento de la caspasa 2, 8 y 9 que se
correspondian con el pico de la concentracion de P en la hembra prefiada,
produciendo un aumento en el nimero de células apoptoticas de ovario (146).

Los datos de este trabajo demuestran que P en dosis suprafisiolégicas promueve la
apoptosis en las HUVEC, y produce una activacion de p38 y JNK. No hemos probado
dosis subfisiolégicas de P, por lo tanto es dificil comparar las condiciones presentadas
por Vazquez y col. Sin embargo, se puede concluir que en dosis fisiolégicas P no
promueve la muerte celular en las HUVEC. El estudio realizado por Sha y col. combina
E2 y P, observando una disminucién en el porcentaje de células apoptéticas. Aunque a
priori, nuestros resultados no tienen concordancia debido a los efectos de P, si
coinciden los resultados obtenidos para la incubacion de las HUVEC con E2, en donde
se observaron efectos proliferativos. Podria especularse, que la combinacién de
ambas hormonas a la dosis utilizada por Sha y col, inhibe el efecto de la incubacién
con P. Ademas, el estudio se realiza en diferentes tipos celulares, CE en nuestro caso
vs las células endometriales en el reporte de Sha.

Reportamos por primera vez que P en dosis suprafisiol6gicas es capaz de aumentar la
fosforilacion de p38 y JNK. A partir de la activacién de JNK, se fosforila y activa c-jun,
gue es un componente del factor de transcripcion AP-1, que regula distintos genes
involucrados en la apoptosis (147). Los efectos de la fosforilacion de p38 son similares
a los de JNK (148) involucrando factores de transcripcion y citoquinas proinflamatorias.
Por lo tanto P estaria induciendo la apoptosis en las HUVEC a través de la activacion
de p38 y JNK. No se encontr6 bibliografia que documente la activacion de p38 y JNK
en HUVEC debido a la accion de P. Sin embargo, un trabajo realizado en una linea
celular de cancer de mama (T47D-YB) demuestra que la incubacion de estas células
con 20nM R5020 (analogo de progestina) y 30 ng/ml de EGF (factor de crecimiento
epidérmico) producen un aumento en la fosforilacion de de ERK1/2, p38 y JNK (149).
Aunqgue las células y las condiciones dispuestas por Lange y col. para visualizar la

activacion de JNK y p38 por analogos de progesterona, son distintas a las utilizadas
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en este trabajo, podria utilizarse como antecedente de que P tiene una accion directa
sobre la via de las MAPK.

1.2 Testosterona y apoptosis en HUV EC, via fosforilacion p38 y JNK.

Se sabe que T promueve la apoptosis en lineas de CE, observandose una reduccion
de la expresion de Bcl-2 (antiapoptdtica) y un incremento en el nimero de células
apoptéticas (134). En este trabajo se observé el mismo fendmeno, aunque en
concentraciones de la hormona mayores a las fisioldgicas. Quizas la diferencia del
efecto de las concentraciones resida en el uso de cultivos primarios o lineas celulares
y el nimero de receptores para la hormona en cada uno.

Asi como no se encontraron antecedentes en HUVEC para la activacion de p38 y JNK
debido a P, tampoco se encontraron con respecto a T. Sin embargo, un estudio
realizado en macréfagos de ratones machos obtenidos después de un trauma
hemorragico, demostr6 que la fosforilacion de p38 estaba significativamente
aumentada en ratones intactos comparandolos con ratones castrados. Los autores
concluyeron que la testosterona podria ser responsable de lo observado (131). Estos
resultados, apoyarian los observados en este trabajo, en cuanto al estimulo producido
por T en la activacion de p38. Una observacion interesante seria la realizada por
Shimada y col. (150), en la cual, en células de cancer de préstata (LNCaP) incubadas
con dihidrotestosterona era necesaria la activacion de p38 y JNK para que las células
entraran en apoptosis. Lo anterior, permiti6 suponer que cuando se observaba un
aumento en el nimero de células apoptoticas por la incubacién con T (asimismo con
P), podria estar activandose JNK ademas de p38. Los resultados posteriores
confirmaron este supuesto, observandose que T en dosis suprafisioldgicas producia

un incremento en la fosforilacion de p38 y JNK.

2. Rol de los estrogenos y andrégenos en  la produccion y liberacion de VWF y
ADAMTS13 en las células endotelial es. Su relacién con histamina.

Se sabe que, durante el embarazo, ocurren cambios en los mecanismos hemostaticos:
la concentracidn plasmética de fibrindgeno y de Factor XIl aumentan, y se observa un
aumento muy significativo de Factor VIII, y VWF. Moser y col. observaron que el
aumento en la concentracion de VWF en perras Doberman-pinschers embarazadas
puede estar asociado con cambios en las concentraciones de hormonas reproductivas.
Sin embargo, el aumento de la concentracion de VWF durante el embarazo puede
implicar otros factores, debido a que la concentracion de VWF no ha cambiado
durante el ciclo estral de las perras no embarazadas, a pesar del aumento en las
concentraciones de 17p-estradiol y progesterona (151). Ha sido descripto que la

terapia hormonal en la postmenopausia, produce un aumento en los factores de riesgo
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para la trombosis arterial y venosa. En un estudio realizado con 220 mujeres sanas, a
las que les fue suministrada una dosis baja de raloxifeno (agonista del estradiol), se
observé un incremento en los niveles de VWF (152). Por otro lado, la terapia hormonal
oral redujo los niveles plasmaticos de moléculas de adhesidn, mientras que la terapia
con estrégenos transdérmicos redujo los niveles de VWF (153).

En un estudio realizado en células U2-OS/ERa (linea celular de osteosarcoma
humano) incubadas con fitoestrogenos, se observé un incremento del mMRNA de VWF
via ERay ERB (154).

Clasicamente se ha considerado que los estrogenos orales, por su paso hepatico,
aumentan el riesgo de trombosis. Esto ha sido reafirmado por observaciones que
muestran que las mujeres usuarias de terapia hormonal de reemplazo tienen mayor
riesgo de enfermedad tromboembdlica (155-156). Diferentes estudios han mostrado
gue la terapia oral aumenta algunos factores de coagulacién, pero compensa este
efecto, aumentando la fibrinolisis. Scarabin demostré que el estradiol oral, no asi el
transdérmico, favorecia la coagulacién, aumentando el péptido de activacion de la
protrombina y disminuyendo la actividad de la antitrombina, e incrementaba la
actividad fibrinolitica reduciendo el inhibidor del activador del plasminégeno (PAI-1) y
del plasminégeno de tipo tisular (157). Este autor no observdé cambios, entre las
usuarias del cualquiera de los tipos de estrdgenos y las mujeres controles, en los
niveles de fibrinégeno, factor VII, VWF, proteina C, dimero D de fibrina y
plasminégeno. Kroon, en otro estudio, encontrd6 que los estrégenos transdérmicos
administrados como gel, tienen un perfil antitrombotico, ya que disminuyen el
fibrinégeno y el factor VII, pero también disminuyen la antitrombina (158). Sin
embargo, no hay informacién, acerca del VWF y su relaciéon con la testosterona, ya
sea en cuanto a la sintesis o liberacion de este.

La PTT es un desorden hematoldgico, que esta clinicamente caracterizado por
trombocitopenia, anemia hemolitica microangiopatica, fiebre, sintomas neuroldgicos,
renales y cardiacos. La PTT estaria asociada con una disminucién en la actividad de
la ADAMTS13 o con la presencia de autoanticuerpos contra ADAMTS13. Es conocida
la relacién entre PTT y embarazo. Un aumento del riesgo de episodios agudos de PTT
durante el embarazo puede estar relacionado con el aumento de la concentracién
plasmética de VWF que se produce durante el embarazo (159), asociado con una
disminucion correspondiente de ADAMTS13 (160). La mayor frecuencia de PTT-HUS
entre las mujeres, especialmente durante el embarazo, también podria estar
relacionada con la capacidad del estrégeno para potenciar la activacién plaquetaria y
agregacion (161). Cualquier condicion que cause un aumento de la concentracion de

VWF en el plasma (162), potencialmente puede causar una disminucion
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correspondiente de ADAMTS13 (163-164). Sin embargo, no hay informacién, acerca
de la ADAMTS13 y su relacién directa con hormonas esteroides, ya sea en cuanto a la
sintesis o liberacion de esta.

2.1 Regulacién producida por estradiol del sistema VWF/ADAMTS13.
Los resultados obtenidos, indican que E2 estaria actuando a nivel de la regulacion de

la expresion del mRNA en ambos genes. Sin embargo, el VWF tanto intracelular como
liberado, no aumenta con respecto a la transcripcion del mensajero. Esto podria
explicarse si existiera algun mecanismo que regule la traduccién de la proteina del
VWEF. Este mecanismo no involucraria al E2, ya que el mRNA de ADAMTS13 se
traduce a proteina. En la bibliografia no se encuentra ningin antecedente sobre la
regulacion de la traduccion de VWF. Sin embargo, se ha descripto que en células
HelLa cotransfectadas con ADAMTS13 y VWF, la ADAMTS13 es capaz de degradar al
VWEF en el reticulo endoplasmatico (RE), ya que el VWF tiene expuesto el sitio de
clivaje de la enzima (165-166). Esto lleva a pensar, que el exceso de ADAMTS13
producido por la estimulacién con E2, seria capaz de clivar al VWF en el RE, y por
consiguiente no se observa el aumento de la proteina.

2.1.1 Inhibicién producida por estradiol en la respuesta de histamina.

Cuando E2 se combina con H, se produce una inhibicién de la sintesis de ambos
mensajeros, asi como también una inhibicién en la liberacién de VWF. La H es capaz
de regular la transcripcion de genes, a través de la via de la PKC (167), por medio de
esta u otra via H podria estar regulando la transcripcion de los mRNA de VWF y
ADAMTS13.

La liberacion de VWF producida por H, es regulada por picos de aumento en los
niveles de Ca®" citoplasmaticos (168). Se ha descubierto que E2 en dosis
farmacolégicas, regula de forma activa canales de Ca** en la membrana mitocondrial,
aumentando el pasaje de Ca** citoplasmatico a la mitocondria (169). Ademas, H regula
la liberacion de Ca* intracelular, a través de su interaccion con el citocromo P450 en
la membrana del RE liso (170). Esta unién puede ser inhibida por diferentes hormonas
tales como, estradiol, progesterona y testosterona (171). Con respecto al mecanismo
de inhibicién producido por E2, podria decirse que E2 estaria inhibiendo la accion del
citocromo P450 y activando los canales de Ca®* mitocondriales, disminuyendo de esta
forma los niveles citoplasmaticos, e impidiendo la formacién de picos de Ca*" que
permitan la liberaciéon del VWF desde los cuerpos de Weibel-Palade.

2.2 Sinergismo en la regulaciéon de VWF y ADAMTS13 por la combinacién de
progesterona e histamina.

Los resultados mostraron que P a dosis fisiol6gicas, no interviene en los mecanismos

de regulacién de VWF y ADAMTS13. Cuando P es incubada con H se observa un
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aumento en la transcripcion de ambos mRNA. Sin embargo, en la evaluacion de VWF
tanto intracelular como liberado, se observé una disminucion en los niveles de VWF.
Esta observacion podria justificarse con el aumento de ADAMTS13 observado,
pudiendo esta clivar en el RE al VWF sintetizado. Ademas de este mecanismo, podria
estar participando el mecanismo de inhibicion de la progesterona con el citocromo
P450.

2.3 Inhibicibn en la liberacion de VWF y ADAMTS13 producida por la
combinacién de testosterona e histamina.

Las observaciones para las incubaciones de las HUVEC con T, no produjeron
diferencias con respecto a los controles utilizados. Sin embargo, en la combinacién
con H, se observo una inhibicion producida por T, con respecto a la liberacion de VWF
producida por H, y una inhibicién de H con respecto a la liberacién de ADAMTS13
producida por T. Se podria pensar que la inhibicion de la liberacion del VWF en la
incubacién con T combinada con H, podria deberse a la interaccién de T con el
citocromo P450, inhibiendo asi el influjp de Ca?* al citoplasma e impidiendo la
liberacion de VWF desde los cuerpos de Weibel-Palade. Con respecto a la liberacion
de ADAMTS13, no hay antecedentes que justifiquen lo observado, siendo ademas T la

Unica en producir este efecto de todas las hormonas evaluadas.

3. Implicancias clinicas

Un aumento en la concentracion de histamina durante el tercer trimestre de embarazo,
no produciria liberacién critica de VWF desde las CE, posiblemente por el aumento de
estradiol, que produce inhibicion sobre el efecto de la histamina. Los niveles
disminuidos de ADAMTS13, inducidos por la combinacién de histamina y estradiol
como se mostré en los resultados de esta tesis, son caracteristicos del final del
embarazo.

Ademas, el aumento de estradiol promoveria la caracteristica proliferacion celular del
embarazo, via activacion de ERK2. El aumento de mRNA de VWF y mRNA
ADAMTS13 producido por la combinacién de progesterona e histamina, no tiene un
paralelismo con aumento de liberacion de las mismas. Sin embargo, la liberacion
observada de estas proteinas por el estimulo con progesterona tiene relacion con los
resultados observados para estradiol. Esto se relacionaria con el hecho de que ambas
hormonas se encuentran en las concentraciones habituales del tercer trimestre.
Ademas, se observé que a concentraciones suprafisiolégicas la progesterona induce
apoptosis en las HUVEC, via activacion de p38 y JNK. Una disminucién en los niveles
de progesterona, suele estar acompafiada de una pérdida del embrién, pero no hay

antecedentes con respecto a un incremento en sus niveles. La testosterona en
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concentraciones fisiolégicas no produce efectos sobre la liberacion de VWF vy
ADAMTS13, y presenta el mismo efecto que la progesterona en condiciones
suprafisioldgicas, con respecto a la apoptosis celular. Estos resultados podrian ser
similar a los que se obtiene en el embarazo de mola, en el cual hay elevados niveles
de testosterona y no se observa la formacién del embrién; o en los casos en que los
elevados niveles de testosterona estan relacionados con una disminuciéon del

crecimiento en el Gtero.
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Conclusiones

1- el efecto proliferativo del estradiol en HUVEC, ocurre a través de un aumento de la
fosforilacion de ERK2, inducido por el estimulo de la deprivacion del suero.

2- la progesterona y testosterona en dosis suprafisiolégicas promueven la apoptosis de
HUVEC via activacion de p38 y JINK

3- el estradiol, la progesterona y testosterona, no producen ningun cambio en la
liberacion de VWF en las HUVEC, sin embargo combinadas con histamina, agonista
de la liberacién de VWF, producen inhibicién de la actividad de la histamina

4- en la evaluacion de la liberacion de ADAMTS13 de las HUVEC, se observé que los
tratamientos con estradiol, progesterona y testosterona no producian un cambio
significativo, sin embargo el tratamiento con histamina produjo una disminucién en los
niveles de ADAMTS13, que fue revertida al combinarse con estradiol y progesterona.
5- el estradiol, produce un aumento en los niveles de mRNA VWF y mRNA
ADAMTS13. En la sintesis de ambos mRNA, los estradiol y la histamina presentan un
efecto antagonico y la combnacién de progesterona e histamina presenta un efecto

sinérgico.
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Material Adicional

Tabla 1: Andlisis estadistico. Proliferacion y muerte celular

A B
Con respecto al control Con respecto a E2
media | DS p media DS
E20,5nM 101;5 103 079 | | E20nM | 67,958112 | 2,6622429 | <0,05
E2:90M e 86| 0764 | ' E205nM | 82,340926 | 0,1050619 | 0,007
ES2nb! L 2 0237 | "2 1M | 89,985249 | 2,4540989 | 0,064
LM 1] 29| 0108 | e oM | 86.968725 | 42726008 | 0,011
E2 4nM 104,9 7,5 0,103
S ——— E23nM | 83125735 | 2,56276 | <0,05
— T > E24nM | 98,264612 | 21,218012 | 0,607
E2 OnM +Fu 98,0 49 0,2
E2 0,5nM+Fu 99,2 11,7 0,72
E2 1nM+Fu 100,6 13,0 0,87
E2 2nM+Fu 103,7 17,5 1
E2 3nM+Fu 95,9 11,2 0,082
E2 4nM+Fu 98,3 11,0 0,256
C D
Con respecto al control Con respecto al control
media | DS p media | DS
P 0,25uM 112,67 19,37 0,196 | | T 0,06uM 88,78 12,89 | 0,116
P 1uM 100,38 7.1 1 (| T0,3uM 92,37 1517 | 0,32
P 2uM 80,81 4,06 | <0,05 T 0,6uM 88,7 11,13 | 0,072
P 4uM 56,94 9,35 | <0,05 T0,12uM 79,49 11,11 | <0,05
P 8uM 51,74 10,79 | <0,05 T1,2uM 83,57 8,28 <0,05
Con respecto a P T 2,4uM 62,72 10,94 | <0,05
media | DS p T 4,8uM 50,05 17,05 | <0,05
P 0,25uM+Fu 116,42 28,16 0,805 | | T9,6uM 38,72 1485 | <0,05
P 1uM+Fu 92,79 11,16 0,224 | | Gon respestosT
P 2uM+Fu 78,15 12,78 0,73 media | DS
P 4uM+Fu 50,05 7,53 0.25 | | T0,06pM+F 93,27 14,31 | 0,607
P 8uM+Fu 46,84 13,66 053 | [10,3uMm+F 93,81 1621 | 093
T 0,6uM+F 90,51 1414 | 0,83
T 0,12uM+F 81,63 1247 | 0,84
T 1,2uM+F 90,63 12,39 | 0,37




Tabla 1: Analisis estadistico de los porcentajes de sobrevida en HUVEC incubadas con

distintas dosis de (A) E2, (B) E2 en condiciones normales y de hambreado (C) Py (D) T. Test:
Kruskal-Wallis (a=0.05).

Tabla 2: Andlisis Estadistico. A poptosis, Anexina V/loduro de propidio

Media D.E. p
C AV/IP 0,96 0,21 <0,05
E2 1nM 1,09 0,18 0,46
P 1uM 0,63 0,17 0,102
P 2uM 8,7 1,24 <0,05
P 4uM 20,56 2,2 <0,05
PNH 0,79 0,13 0,299
PNM 0,63 0,24 0,148
PNE 0,42 0,16 0,069
T 0,06uM 0,79 0,13 0,269
T1,2uM 4,73 0,16 <0,05
T 2,4uM 17,07 1,39 <0,05
T 4,8uM 21,13 2,13 <0,05
T 9,8uM 34,45 2,38 <0,05
TNF-alpha 40ng/mi 25,65 2,98 <0,05

Tabla 2: Analisis estadistico de los porcentajes de apoptosis en HUVEC incubadas con PNM,
PNE, PNH, E2, Py T. Test: ANOVA, comparacién a posteriori: SNK (a=0.05).

Tabla 3: Andlisis Estadistico. P-ERK1/2

P-ERK1 P-ERK2

media DS p media DS p
o 0.8 0,21 0,7 0,19
NFP 0.8 0,17 1 0,5 0,17 0,246
NMP 0,6 0,17 0,288 0,6 0,27 0,628
NFP-p 0,6 0,26 0,391 0,8 0,13 0,494
E2 0,6 0,15 0,268 1,8 0,10 <0,05
E2+F 0,6 0,17 0,269 0,7 0,04 1
T 1,0 0,30 0,398 1,0 0,27 0,191
P 0,6 0,20 0,298 0,6 0,17 0,534
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Tabla 3: Anadlisis estadistico de la fosforilacion de ERK1/2 en HUVEC incubadas con PNM,
PNE, PNH, E2, P y T. Test: ANOVA, comparacion a posteriori: SNK (0=0.05). La comparacién

es entre el control y tratamientos.

Tabla 4: Analisis Estadistico. P-p38

A

P-p3o dosis fisiologicas
media DS p

C 0,6 0,90

PNM 1,0 0,90 0,615

PNH 9,0 1,00 <0,05

FNE 1,0 0,27 0,002

EZ 0,6 0,15 1

T 4,7 0,89 <0,05

T+F 2,1 0,95 0,19

K 2,3 1,29 <0,02

P+Fu 0,6 0,17 1

F 0,3 0,89 0,702

Fu 0,6 0,20 1

B
P-p38 dosis no fisiologicas
media DS p

C 0,8 0,20
1 3.7 0,33 <0,05
T+F 2.4 0,31 <0,05
P 2,9 0,55 <0,05
P+Fu 2,3 0,26 <0,05
F 0,5 0,10 0,081
Fu 0,6 0,26 0,351

Tabla 4: Analisis estadistico de la fosforilacion de p38 en HUVEC incubadas con PNM, PNE,

PNH, E2, P y T. Test: ANOVA, comparacion a posteriori: SNK (0=0.05). Las comparaciones

son con respecto al control. (A) Dosis fisiologicas de hormonas. (B) Dosis suprafisiolégicas de

hormonas.
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Tabla 5: Andlisis Estadistico. P-JNK

A
P-JNK | dosis fisiologicas
media DS p
Cc 0,400 0,10
T 0,655 0,20 0,06
T+F 0,489 0,26 0,41
P 0,757 0,26 0,094
P+Fu 0,583 0,17 0,196
F 0,525 0,21 0,482
Fu 0,627 0,17 0,154
B
P-JNK dosis no fisiologicas
media DS p
C 0,406 0,10
T 3,467 0,90 <0,05
T 2,964 0,27 <0,05
P 3,819 0,15 <0,05
P+Fu 4,088 0,89 <0,05
F 0,743 0,55 0,312
Fu 0,789 0,30 0,106

Tabla 5: Andlisis estadistico de la fosforilacion de JNK en HUVEC incubadas con P P+Fu Ty

T+F. Test: ANOVA, comparaciéon a posteriori: SNK (a=0.05). Las comparaciones son entre

tratamientos y control. (A) Dosis fisiolégicas de hormonas. (B) Dosis suprafisiologicas de

hormonas.
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Tabla 6: Andlisis Estadistico. VWF: Ag

A

con respecto a E2
media B p
EZ+Fu 1,07 0,02 0,34
EZ+H 1,11 0,26 0,32
EZ+H+ 1,63 0,27 <0,05
H 2,56 0,63 <0,05
con respecto a H
media DS [¢
EZ 0,96 0,18 <0,05
E2+H 1,11 0,26 <0,05
H+I 1,17 U, 11 <0,05
I 1,92 0,08 0,148

con respecto a P
media DS p
H 2,63 0,63 <0,05
P+H 1,05 0,1 0,088
con respecto a H
media DS p
P 0,76 0,2 <0,05
P+H 1.05 0,1 <0,05

con respectoa |
media DS p
H 2,90 0,63 <0,05
T+H 0,94 0,12 0,079
con respectoa H
media Us D
T 0,7 0,13 <0,05
T+H 0,94 0,12 <0,05

Tabla 6: Andlisis estadistico de la liberacion de VWF:Ag en HUVEC.Test: ANOVA,
comparacién a posteriori: SNK (a=0.05). HUVEC incubadas con (A) H, E2, E2+H, Fu, E2+Fu,
E2+l, E2+H+Il. (B) P P+H. (C) Ty T+H.



Tabla 7: Andlisis Estadistico. VWF:Ag intracelular

con respecto H

media DS p
E2 1,13 0,04 <0,05
P 1,21 0,32 <0,05
T 0,81 0,08 0,061
E2+H 0,82 0,06 0,063
P+H 0,53 0,11 0,339
T+H 0,77 0,1 0,055

con respecto a

E2

media DS P
E2+H 0,82 0,06 <0,05

con respecto a P

media DS p
P+H 0,53 0,11 <0,05

conrespectoa T

media DS p
T+H 0,77 0,1 0,617

Tabla 7: Analisis estadistico de VWF:Ag intracelular en HUVEC.Test: Kruskal Wallis. HUVEC

incubadas con H, E2, E2+H, P P+H, Ty T+H.
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Tabla 8: Analisis Estadistico. ADAMTS13 liberada

A

conrespectoa C

media DS
H 1,89 0,02 <0,05
E2 9,61 2,1 <0,05
E2+H 6,01 0,85 <0,05
P 16,48 2,69 0,734
P+H 25,48 1,69 <0,05
T 13,48 2,53 0,401
T+H 3,89 2,25 <0,05

con respecto a E2

media DS
H 1,89 0,02 <0,05
E2+H 6,01 0,85 <0,05

B

con respecto a P

media DS
H 1,89 0,02 <0,05
P+H 2548 1,69 <0,05

conrespectoa T

media DS
H 1,89 0,02 <0,05
T+H 3,89 2,25 <0,05

Tabla 8: Analisis estadistico de la liberacion de ADAMTS13 en HUVEC. Test: ANOVA,
comparacion a posteriori: SNK (0=0.05). HUVEC incubadas con H, E2, E2+H, P, P+H, Ty

T+H.
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Tabla 9: Andlisis Estadistico. ADAMTS13 intracelular

con respecto a C

media DS
H 1,89 0,25 0,078
E2 25,48 2,36 <0,05
E2+H 1,29 0,58 <0,05
P 1,39 0,45 <0,05
P+H 2,39 0,75 0,443
T 1,27 0,23 <0,05
T+H 2,13 0,56 0,213

Tabla 9: Andlisis estadistico de ADAMTS13 en los extractos celulares de HUVEC. Test:
ANOVA, comparacion a posteriori: SNK (0=0.05). HUVEC incubadas con H, E2, E2+H, P,

P+H, Ty T+H.

Tabla 10: Andlisis Estadistico. mMRNA VWF

con respecto a C

media DS

H 0,24 0,15 0,504
E2 1,5 0,5 <0,05
E2+H 0,18 0,12 0,907
I 0,29 0,05 0,073
H+ 0,18 0,01 0,819
E2+] 0,38 0,01 0,059
E2+H+I 0,2 0,03 0,533
E2+Fu 0,22 0,08 0,461
Fu 0,17 0,01 1

P 0,15 0,04 0,69
P+H 1 0,25 <0,05
P+Fu 1,68 0,83 <0,05
T 0,37 0,13 0,051
T+H 0,24 0,06 0,259
T+F 0,3 0,04 0,054
F 0,23 0,05 0,294

Tabla 10: Analisis estadistico del mMRNA de VWF. Test: ANOVA, comparacion a posteriori: SNK

(0=0.05). Letras distintas significan diferencias significativas. (p<0.05). HUVEC incubadas con

H, E2, E2+H, E2+|, E2+H+|, Fu, E2+Fu, P, P+H, P+Fu, T, T+H, Fy T+F.
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Tabla 11: Andlisis Estadistico. nRNA ADAMTS13

con respectoaC

media DS
H 3,30E-06 2,10E-06 0,519
E2 4,30E-05 1,10E-05 <0,05
E2+H 3,00E-07 2,30E-07 0,53
I 4,70E-06 8,30E-07 0,949
H+l 1,30E-05 6,10E-06 <0,05
E2+| 2,60E-05 1,40E-05 <0,05
E2+H+| 1,20E-05 1,20E-05 <0,05
E2+Fu 4,10E-06 1,30E-06 0,767
Fu 1,40E-05 6,60E-06 <0,05
P 5,20E-06 1,70E-06 0,742
P+H 1,40E-04 1,10E-05 <0,05
P+Fu 4,30E-06 2,60E-06 0,89
T 5,60E-06 3,00E-06 0,753
T+H 2,50E-06 1,50E-06 0,268
T+F 9,50E-06 2,10E-07 <0,05
F 1,90E-05 7,10E-06 <0,05

Tabla 11: Andlisis estadistico del mMRNA ADAMTS13. Test: ANOVA, comparacion a posteriori:
SNK (a=0.05). HUVEC incubadas con H, E2, E2+H, E2+|, E2+H+I|, Fu, E2+Fu, P, P+H, P+Fu,

T, T+H, F y T+F.
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