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INTRODUCCION

El fenémeno de la remodelacién vascular tiene
lugar durante toda una serie de situaciones tanto
fisiolégicas como patolégicas entre las que son
precisas mencionar la angiogénesis, el dafio vas-
cular, o la aterosclerosis’3. Un denominador
comin de todos estos procesos reside precisa-
mente en la actividad migratoria del endotelio de
los vasos, en la que un factor vasoactivo como es
el 6xido nitrico (NO) participa de forma signifi-
cativa*.

Los enzimas encargados de la degradacion de la
matriz extracelular y por tanto implicados de forma
directa con la remodelacién vascular son las de-
nominadas metaloproteinasas de matriz extracelu-
lar (MMPs), cuya presencia es significativa en toda
una serie de procesos tanto fisiolégicos como pa-
tolégicos, incluidos fenémenos de morfogénesis,
desarrollo embrionario, remodelacion vascular,
ovulacién, osificacién, angiogénesis, reparacién de
heridas, artritis, artrosis, gingivitis, cancer o ateros-
clerosis®.

En funcion del sustrato a degradar y su estructu-
ra, las MMPs se agrupan en colagenasas (MMP-1,
MMP-8, MMP-13, MMP-18), gelatinasas (MMP-2,
MMP-9), estromelisinas (MMP-3) y metaloproteina-
sas de tipo de membrana (MT1-MMP, MT2-MMP,
MT3-MMP, MT4-MMP), estas dltimas implicadas en
la activacién de otras MMPs.

Desde su descubrimiento a mediados de los afos
80 hasta la actualidad, es cada vez mayor el cono-
cimiento sobre de las funciones que el NO ejerce
en los seres vivos, hasta el punto de poder afirmar
que es una de las biomoléculas cuya implicacién es
importante e incluso decisiva para el mantenimien-
to de la funcionalidad de toda una serie de aspec-
tos biolégicos. Concretamente, en el sistema car-
diovascular el NO es crucial para el mantenimiento
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del tono vascular como factor vasorrelajante del en-
dotelio, interviene en el proceso inhibidor de la agre-
gacién plaquetaria y se ha comprobado su capaci-
dad pro-angiogénica®.

Nuestro grupo de trabajo ha puesto de manifies-
to que en el endotelio de aorta el 6xido nitrico es
capaz de inducir tanto la expresién como la acti-
vidad de la metaloproteinasa de matriz extracelu-
lar MMP-13 (fig. 1)7'8, enzima implicada en la de-
gradacion de la matriz extracelular y especialmente
involucrada en procesos migratorios de distintos
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Fig. 1.—El NO induce la expresion y procesamiento de MMP-13
en BAEC. A. Ensayo de RT-PCR amplificando un fragmento de
MMP-13 a partir de RNA total proveniente de BAEC estimuladas
con concentraciones crecientes del donador de NO DEA-NO.
Como gen control para determinar la variacion de expresion gé-
nica se utiliz6 GAPDH. B. Deteccién de MMP-13 mediante Wes-
tern blot a partir de lisados celulares provenientes de BAEC esti-
muladas con concentraciones crecientes de DEA-NO. MMP-13
se detecté mediante el uso de un anticuerpo monoclonal capaz
de reconocer tanto la forma pro-enzimatica como la proteina ac-
tiva.
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tipos celulares durante procesos tales como la osi-
ficacion, la metdstasis, incluso la aterosclerosis?'3.
En particular, el NO regula a través de la via del
GMP ciclico y de forma transcripcional la expre-
sion génica de MMP-13, actuando sobre el ele-
mento de respuesta a AP1 localizado en su regién
promotora, tal y como lo demuestran los ensayos
de transfeccion en el endotelio del promotor sal-
vaje de MMP-13 y un mutante en el sitio AP1, an-
clados al gen reportador de luciferasa. Tanto el ana-
logo permeable del GMP ciclico 8Br-cGMP, como
la sobre-expresién de un dominante positivo de la
quinasa dependiente del GMP ciclico (PKG), enzi-
ma perteneciente a la ruta de senalizacién ante-
riormente mencionada, fueron capaces de estimu-
lar la actividad promotora de MMP-13 a través del
sitio AP1 (fig. 2). Debido a este hallazgo hemos in-
vestigado la posibilidad de que el efecto del 6xido
nitrico en la remodelacién de los vasos, y mas con-
cretamente en el proceso de la migracion endote-
lial, sea precisamente a través del control de la
presencia y actividad de MMPs, favoreciendo el
movimiento del endotelio a través de la degrada-
cion de la matriz donde reside.

Con el objeto de profundizar en nuestra hipotesis
hemos abordado el problema desarrollando un mo-
delo de dafo endotelial, en el cual tras practicar una
incisién en una monocapa de células endoteliales
de aorta bovina (BAEC) hemos monitorizado la ca-
pacidad del NO para ejercer un efecto sobre el mo-
vimiento celular a través del frente de la herida. Me-
diante el uso de este modelo hemos comprobado
como el NO aportado de forma exégena mediante
la adicion DEA-NO y SNAP, o estimulada su pro-
duccion endoégena tras estimulacién con bradiquini-
na, induce tanto el movimiento del endotelio asi
como la acumulacién de MMP-13 en el frente da-
fado (fig. 3). El mismo tipo de experimentacién me-
diante el cultivo de endotelio de aorta proveniente
de ratones deficientes para el gen productor de NO
en el endotelio (eNOS), confirmé el retraso signifi-
cativo en el movimiento celular al ser comparado
con el de las células endoteliales provenientes de
aortas de ratones de fenotipo salvaje para eNOS. Es
ademds importante sefalar que el endotelio de las
aortas de los animales deficientes para eNOS pre-
sentan un descenso significativo en la cantidad de
MMP-13 (fig. 3).

Con el objeto de profundizar en la base mole-
cular por la que el NO ejerce este efecto, pudi-
mos comprobar mediante técnicas de microscopia
confocal e inmunoprecipitacién que MMP-13 se
localiza asociada a las membranas, en concreto en
la regién caveolar donde ademds de MMP-13 re-
siden toda una serie de sistemas enzimaticos cuya
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Fig. 2.—El NO a través de la via del GMP ciclico, regula trans-
cripcionalmente la expresion de MMP-13 a través del sitio AP1
del promotor. A. Las células BAEC fueron transfectadas de forma
transitoria con una construccion que contiene el promotor de
MMP-13 anclado a luciferasa (pCol3-pro-WT) y con otra cons-
truccion idéntica a la anterior conteniendo una mutacion en el
sitio de union al factor de transcripcion AP1 (pCol3-pro-AP1.Mut).
Tras ser transfectadas, las células fueron estimuladas con DEA-
NO (100 puM) y la actividad luciferasa fue analizada por lumi-
nometria. B. Las células BAEC se transfectaron con las mismas
construcciones que en A 'y posteriormente tratadas con el andlo-
go del GMP ciclico 8Br-cGMP (100 puM). C. Las células BAEC
fueron transfectadas como en los casos anteriores y ademds fue-
ron co-transfectadas con unas construcciones que expresan un
dominante positivo de la quinasa dependiente del GMP ciclico
(pf1AC).
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Fig. 3.—El NO induce el movimiento de las células endoteliales.
A. Sobre una monocapa de BAEC se practicé una incisién y pos-
teriormente se analizé el movimiento de las células estimuladas
con los donadores de NO DEA-NO (100 uM), SNAP (100 uM) y
con bradiquinina (0.1 pM) hacia el frente de la lesion. B. Igual
que A partiendo de endotelio de aorta de ratones de fenotipo sal-
vaje y deficiente para eNOS. El panel de la derecha es un ana-
lisis de Western blot en el que se detecta la presencia de MMP-
13 en aortas de animales de fenotipo salvaje y deficiente para
eNOS.

actividad es crucial para la sefalizacién intracelu-
lar e intercelular (fig. 4). Nosotros postulamos que
el mecanismo por el que el NO esté ejerciendo un
efecto pro-migratorio es al menos a través de la
activaciéon de MMP-13 en las caveolas, regién
donde se localiza MT1-MMP, metaloproteinasa
descrita como activadora precisamente de MMP-
1314,15.

Como anteriormente hemos mencionado, el NO
tiene un claro poder pro-migratorio, aunque la base
molecular del efecto ha sido investigada con poca
profundidad. Nuestro grupo pone por primera vez
de manifiesto una un mecanismo por el que el NO
estd controlando el efecto migratorio del endotelio
de aorta, proceso crucial durante la remodelacién
de los vasos.
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Fig. 4—MMP-13 se localiza en las caveolas en el frente de la
lesion. Tras realizar el dafio endotelial se detecté la presencia de
MMP-13 (rojo) y caveolina-1 (verde), proteina mayoritaria y mar-
cador de caveolas, mediante microscopia confocal. Los ejes Z de-
muestran ademds de la co-localizacion de ambas enzimas, la dis-
tribucién periférica de las mismas.
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