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Resumen

Introduccion y objetivos: La disfuncion endotelial (DE) es origen de cualquier enfermedad cardiovascular
(ECV), donde la senescencia endotelial (SE) que surge, promotora del envejecimiento, genera a su vez DE.
La SE induce un patron secretor asociado a la senescencia (SASP), incluyendo la secrecion de vesiculas
extracelulares (VEs). Entender los factores desencadenados tras la SE e identificar plenamente el contenido
secretor puede ser clave para prevenir la DE.

Métodos: Hemos evaluado la senescencia mediante la tincion con beta-galactosidasa en endotelio humano de
aorta (HAEC) y coronario (CAEC), en funcidn del pase celular (envejecimiento), y analizando una bateria de
marcadores moleculares de estrés oxidativo y nitrosativo, asi como el efecto de sobre la senescencia inducida
por las VEs de ratones KO ApoE, aisladas de animales jovenes (8 semanas) o afiosos (24 semanas), de forma
previa a la administracion de dieta grasa, y a las 2, 4, y 8 semanas posteriores.

Resultados: La SE, fue acompanada del descenso de eNOS (6xido nitrico sintasa endotelial), ILK (quinasa
ligada a integrina), y Hsp90, junto con un incremento del ratio BH2/BH4, que en conjunto explica el
desacoplamiento en la produccion de NO, en favor de la produccion de ROS y peroxinitrito, situacion
propicia para un entorno inflamatorio, constatado por el incremento en los niveles de ciclofilina A (CypA),
marcador de inflamacion vascular y su receptor EMMPRIN (inductor de las metaloproteasas de matriz
extracelular), desencadenante de la destruccion de la matriz. Por otra parte, el SASP especificamente de
ratones ateroescleroticos afiosos indujo la senescencia de los dos endotelios jovenes, presentando un perfil de
marcadores semejante al de la SE inducida por el pase. El abordaje protedmico del contenido de las VEs,
indico un incremento significativo en VEs de ratones afiosos de contenido relacionado con proteinas de
adhesion, proteasas de matriz extracelular y proteinas de envejecimiento. Del total de proteinas presentes en
las vesiculas, detectamos CAP21, inductora de PCSK9 y, por tanto, una futura diana terapéutica en la
prevencion de la SE.



Viejo

Figura 4. Tincidén con Ol Red O
de sortas de ratones Apok
jwenes y viejos.

Pi2

P1 P2 PS5
s . ..
HAEC
pu Vi :
e~ o0
v L e CAEC

i P1 P2 P5 P& P10 P12 Tingién Oil Red O
Blashaghenl procass bor TOTAL
EC B Peiceninge ol pooteir L0 fp-riien)
Pl 05 reference [} 5 L B a1 5 ]
PS5 [ Fare } - b : :
Aging
Agtin filameent bundie aivpmbly
MR
Figura 2. Deteccitn de Superdxido y Peroxinitrito en las lineas celulares  int H Fignakeg pal
HAEC y CAEC rmedisnte nﬁumwnlmn'rml{hplu:ﬂmr] &
HAEC CAEC é Cell-matrix sdheiion
P10 [ .- [
| =
0, I'lll ﬂﬂ-——vl-| 1-'ﬂ-- -|m ;E I i ‘: §  Upoprotein mtsbolic procesi
] 1 v
el T T LT LI T et i ound §
iF » B 9 ax 13 3 B @0 a1 LLEL L] LR L] Futatet Apprap tion
P12 HALC CAEC HARC Ethabiibl  CAEC EMMPRN Froteasoms] protein catpledic prodeds
o . -
m_.l - -....H .-.--_] = - - e e Baed coapulatinng
i Sl -
Figura 1, Cambios asociados a | T = | i_ il | w] w
la senescencia replicativa en . ra-
HAEC y CAEC (P=pase celular] PYOPE P PEMEMT B PT P PEPMIPE catn | memmea | | /
125 013K TEY Y I Percentape of protein
Figura 3. Deteccién de eNOS, CypA y EMMPRIN en las lneas celulares Figura 5. Andllsls de enriguecimienta GO del contenido
HAEC y CAEC mediante inmunoblot y deteccidn del ratio BH2/BH4 protedmico de las EVs de ratones jévenes y viejos ApoE

(P=pase celular] mediante ELISA.

Conclusiones: La DE se incrementa con la SE tanto cronoldgica como inducida en respuesta al patron
secretor estimulado tras la ocurrencia de enfermedades incluida la ateroesclerosis. La seleccion de proteinas
especificas de las VEs sera clave para la seleccion de nuevas dianas terapéuticas en la prevencion de la DE.



