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RESUMEN
Las calcificaciones vasculares y la osteoporosis son patologias prevalentes en mujeres
postmenopdusicas. Ambos trastornos se caracterizan por una distorsion de la
arquitectura natural del tejido, donde la inflamacién y el estrés oxidativo son
condiciones que subyacen. La existencia de posibles mecanismos fisiopatolégicos
compartidos presupone la posibilidad de nuevas estrategias terapéuticas comunes. Los
resultados controvertidos sobre el riesgo/beneficio de la terapia de sustitucion
hormonal para prevenir patologias asociadas a la menopausia, ha incentivado la
busqueda de nuevas opciones de tratamiento. Los fitoestrégenos se posicionaron
como una opcion.
En este trabajo de tesis se investigd el rol del fitoestrogeno Genisteina en los procesos
celulares involucrados en la transformacion &sea del lecho vascular, en la
remodelacién ésea y en la interacciéon éseo-vascular.
A nivel vascular demostramos que la Genisteina regula los procesos celulares
involucrados en la calcificacion vascular. Empleando cultivos primarios determinamos
que, en células endoteliales Genisteina estimula la sintesis de dxido nitrico, ejerce un
balance positivo sobre el crecimiento celular favoreciendo su supervivencia frente al
estrés oxidativo. Asi mismo, en condiciones de inflamacién, la Genisteina previene la
expresion de moléculas de adhesion celular endoteliales y de integrinas monociticas
involucradas en la adhesién de los mononucleares al endotelio vascular. En células
musculares lisas vasculares (CMLV) el tratamiento con el fitoestrogeno previene la
transformacién celular a linaje simil osteobldstico. En un modelo experimental de
transdiferenciacién ésea de CMLV, demostramos que la isoflavona reduce la actividad
fosfatasa alcalina y la formacién de nddulos de calcio en la matriz extracelular de
CMLV. Los resultados se corroboraron por ensayos ex vivo, demostrando una marcada
disminucién en la formacion de areas de calcificacién en el tejido adrtico intacto.
A diferencia de la accion anti-ésea evidenciada en el sistema vascular, a nivel dseo la
Genisteina estimula la osteoblastogénesis y la osteoclastogénesis. La diferenciacién de
preosteoblastos a osteoblastos maduros se demostré por la estimulacion de
marcadores tempranos de diferenciacion (Runx-2 y REa), por el aumento de la
actividad fosfatasa alcalina y del depdsito de coldgeno y, por la estimulacién de la

mineralizacidn de la matriz extracelular. En cocultivos de osteoblastos-monocitos, y a



través de analisis de cambios morfoldgicos y expresidén de la enzima fosfatasa acida
tartrato resistente, se demostré que Genisteina favorece la maduracion monocitica a
osteoclastos diferenciados. Desde un punto de vista molecular, el mecanismo de
accion del fitoestrégeno incluye la participacion del receptor de estrégenos y la via
Oxido nitrico sintasa.

En su conjunto, los resultados de este trabajo de tesis evidencian una accion selectiva y
diferencial de la Genisteina segun el tipo celular sobre el cual actida. Adicionalmente se
demostré la existencia de una interaccién bidireccional ésea-vascular favoreciendo el
crecimiento celular y la angiogénesis.

Si bien los datos aportados corresponden a ensayos in vitro en sistemas aislados,
sugieren una potencial accién dual de la Genisteina a favor del mantenimiento de la
arquitectura natural de ambos tejidos. De confirmarse estas acciones en modelos in
vivo se aportaria fundamento para fomentar el consumo de fitoestrégenos como

alternativa para promover la salud ésea y cardiovascular.



ABSTRACT

Although soy phytoestrogen are proposed to prevent or improve postmenopausal
vascular and bone diseases, the currently available data are controversial and unclear.
In this thesis we investigated the molecular and biochemical action of the isoflavone
Genistein on the cellular events involved in vascular calcification and in bone
remodeling. We also focused our attention on the interactions between bone and
vascular cells.

At vascular level, the data obtained supported the hypothesis that Genistein prevents
in vitro vascular calcification. To that end, rat aortic vascular cell cultures and murine
monocytes in vitro, exposed to Genistein were employed. Genistein down-regulated
the expression of endothelial cell adhesion molecules and monocytes integrins,
involved in stable leukocyte attachment induced by a pro-inflammatory environment.
In endothelial cells, promotes nitric oxide synthesis and under oxidative stress favors
cell growth and survival. On vascular muscle cells, the isoflavone markedly reduced cell
proliferation and migration. In order to study vascular calcification, muscle cells
transdifferentiation into osteoblasts like cells was evaluated. The expression of alkaline
phosphatase and the presence of calcified nodules in the extracellular matrix were
selected as features of vascular muscle cells transdifferentiation. Both osteoblastic
markers were significantly reduced after Genistein treatment. These data were
corroborated in ex vivo assays using aortic tissue, where the presence of calcified areas
was significantly reduced by Genistein treatment.

In contrast to this anti-osteogenic action, on bone cells Genistein promoted
osteoblastogenesis and osteoclastogenesis. The isoflavone promoted calvaria pre-
osteoblast differentiation with an earlier up-regulation of the estrogen receptor alpha
gene expression and the enhancement of mRNA levels of the Runt-related
transcription factor 1 mRNA expression. The differentiative effect was accompanied
through, an increase of alkaline phosphatase activity, extracellular collagen deposition
and increased matrix mineralization. Using co-cultures of osteoblasts and monocytes,
and tartrate resistant acid phosphatase staining, we found that Genistein induced
osteoclast differentiation from mononuclear blood cells. The mechanisms displayed by

Genistein involved the participation of estrogen receptor and nitric oxide pathway.



We also obtained evidence that Genistein acted through a bidirectional cross link
between bone and vascular cells, that modulates cells growth and enhanced
angiogenesis.

Although our data arise from in vitro assays employing isolated cells and required
confirmation using in vivo animal models, provide knowledge that support the

hypothesis that phytoestrogens could be useful for cardiovascular and bone health.
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1. FITOESTROGENOS
1.1. CLASIFICACION

Los fitoestrogenos (FE) son metabolitos de origen vegetal bioldgicamente activos con
muy diversas funciones en las plantas (Nikoli¢ y col. 2017), como antifingicos,
bactericidas, quelantes de metales, protectores de radiacion ultravioleta vy
moduladores de las auxinas reguladoras del crecimiento y la diferenciacién. Su nombre
deriva de la capacidad de ejercer actividad simil estrégenica en animales y humanos (Si
y col. 2007). Desde el punto de vista quimico, los FE son compuestos polifendlicos no
esteroides que poseen una estructura en comun: un esqueleto de difenilpirano
compuesto por dos anillos fenolicos (A y B) ligados a través de un anillo de pirano (C).
Sobre esta estructura se pueden dar diferentes sustituciones (R1-R4) lo que da origen a
diversos compuestos (Figura 1)(Ko 2014). Los principales FE presentes en el reino
vegetal son los pertenecientes a los grupos de las isoflavonas, cumestanos y lignanos
(Figura 2), siendo las isoflavonas los FE mas abundantes, mas potentes y mas
estudiados (Harborne 1988; Ososki y col. 2003). Desde el punto de vista de su accién
bioldgica las principales isoflavonas son Genisteina (Gen) y Daidzeina (Daid). Si bien se
presentan en numerosos vegetales, como en las solanaceas, gramineas y rosaceas, son

mas abundantes en las leguminosas, especialmente en la soja (Fukutake y col. 1996).
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Compuestos R1 R2 R3 R4 Sustitucion
Daidzeina H H H OH 7,4’-(0OH);
Genisteina OH H H OH 5,7,4’-(0OH)3
Gliciteina H OCHjs; H OH 7,4’-(OH),, 6-OCH3
Formonectina H H H OCH3 7-OH,4’-0OCH3
Bioactina A OH H H OCH; 5,7-(OH),, 4’-OCH3

Figura 1. Estructura quimica de las isoflavonas

Modificada de Ko KP. Y col., 2014 (Ko 2014)
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l Fitoestrogenos ]

[ Flavonoides ] [No-FIavonoides]
/N /N

I][ Cumestanos ] [ Lignanos ][ derivados del Resorcinol ]

Figura 2. Clasificacion de los fitoestrégenos

Modificado de Nikolic I. y col., 2017 (Nikoli¢ y col. 2017)

Desde el punto de vista estereoquimico las isoflavonas presentan gran analogia
estructural con el estrégeno humano 17B-estradiol (E,), lo que les permite unirse al
receptor de estrégenos (RE) e inducir acciones agonistas o antagonistas estrogénicas
(Setchell 2001). Esa similitud radica en la presencia de un anillo fendlico Ay en la
distancia entre los grupos OH de los anillos A y B de las isoflavonas Gen y Daid, la que
es equivalente a la distancia entre OH;y OH;7 de la molécula de 17B-estradiol (Figura
3). Se ha descripto que se unen a los diferentes RE con menor afinidad que el 1783-
estradiol (Ganai y col. 2015). De las isoflavonas Gen y Daid, como de sus precursores
biochanina A y formononetina respectivamente, Gen es la de mayor afinidad por el RE
(Dixon y col. 2002). La interaccién de Gen con el RE es entre 10-100 veces mas potente

gue la de Daid (Nikoli¢ y col. 2017; Polkowski y col. 2000).



Introducciéon | 2019

Figura 3. Estructura quimica de Gen y 17B-estradiol (Escribano Tértola 2010)

1.2. METABOLISMO DE LOS FITOESTROGENOS

Las isoflavonas se ingieren principalmente en forma de glicosidos (Genistina vy
Daidzina). En el tracto intestinal se hidrolizan por la accién de la enzima UDP
glucuronosiltransferasa (UGT) secretada por bacterias intestinales, dando lugar a las
formas activas o agliconas (Gen y Daid). Gen y Daid también se pueden producir a
partir de la desmetilaciéon de sus precursores de origen vegetal, biocanina A y
formononetina, respectivamente. Las agliconas son rapidamente absorbidas,
conjugadas en el higado con acido glucurdnico 6 en sulfato. El destino de las agliconas
puede variar. Parte de las agliconas conjugadas se excretan en la bilis, las agliconas no
conjugadas se excretan en las heces, mientras que otras se reabsorben en el higado a
través de la circulacién enterohepatica. Algunas isoflavonas, como la Daid se
metabolizan principalmente a equol, un metabolito muy activo que se excreta por la
orina (Figura 4). La excrecion de las isoflavonas se produce fundamentalmente por
orina (formas conjugadas) y por heces (formas no conjugadas) (Duncan y col. 2003;

Gencel y col. 2012).
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Phytoestrogens
Soy, chickpeas, lentils, beans

Glucosidic Conjugates

Glucoronidation Sulfation
\ . Daidzin Genistin
S \ o -
Daidzein " \Senistein Formononetin UGT : E———
Glucuronate
“'}Sulfate _ CH3 CH3 I
’/_,..———— Absorption x :7/
Conjugation Enterohepati g
patic A, el !
S ailations i Daidzein Genistein
oas Aglycones
Excretion Hvdrolvsis
in Bile y 4
Dihydro- Dihydro-
Daidzein Genistein P-Ethyl-
Equol Phenol
O-DMA
> 9 ('\("
/\:M/
S e

Urine Feces

Figura 4. Metabolismo enterohepatico de los fitoestrogenos (Gencel y col. 2012)

1.3. MECANISMOS DE ACCION DE LOS FITOESTROGENOS

Debido a su similitud estructural con los estrégenos, los mecanismos de accion
propuestos para los FE comprenden su unién a receptores estrogénicos (RE) y
activacion de vias gendmicas y no genémicas (Gencel y col. 2012). Los tres principales
tipos de RE son (Figura 5):

e receptores citosoélicos nucleares REa y REPB, los que luego de su unién al ligando
se dirigen al nucleo y se unen al promotor de genes especificos para regular la
transcripcion génica. Estos dos tipos de receptores son productos de genes
distintos ubicados en cromosomas diferentes (cromosomas 6 para REa y
cromosoma para 14 REB);

e receptores estrogénicos de membrana acoplado a proteina G (GPR30)
responsable de la activacion de vias de sefalizacion intracelular las que pueden
generar respuestas celulares inmediatas, o contribuir a la regulaciéon de la

transcripcion génica a través de la sintesis de segundos mensajeros que
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favorecen la produccion de correguladores de la expresion génica. El gen para

GPR30 se encuentra en el cromosoma 7.
Se han reportado evidencias de acciones de los FE mediadas por estos 3 tipos de RE.
Se propone que, luego de la unién a alguno de estos subtipos de RE, los FE actuarian
como moduladores selectivos del receptor de estrégeno (SERM) mds que como un
estrogeno natural (Brzezinski y col. 1999). Esta particularidad de poder comportarse
como un modulador pudiendo generar selectivamente respuestas agonistas o
antagonistas estrogénicas, dependen de la distribucion tisular de los diferentes tipos
de RE, de la afinidad por dichos receptores, de la vias de sefializacién activadas que
permiten reclutar diferentes tipos de coactivadores o correpresores de la regulacién
génica presentes en la célula (Figura 5).

HSP90 oH
ERa 66 - 70 kDa i

oo - :' I
N A B [ ¢ 1N E S R -
aa 1 38 180 263 302 552 595
. N I\ ) —— <\ J
Activation Function-1 (AF) -1 DNA-Binding Hinge Ligand-Binding Domain (LBD) Cofactor
Domain (DBD) Activation Function-2 (AF-2) Recruitment
Homology: 17% 95% 30% 55% 18%
OH
ERB 53 - 59 kDa HIE20. 'Y >
o/ -
N A [ B [ o E HorS N c
aa 1 149 214 304 500 530

GPR30  40kDa SO —

HO' / Exo-loops 1-3

Transmembrane
Domains ‘

S S

i e NG
Cyto-loops 1 -4 B ' =24

Figura 5. Tipos de receptores estrogénicos (Khalil 2013)
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2. SISTEMA VASCULAR
2.1. ESTRUCTURA DE LOS VASOS SANGUINEOS

En la estructura de un vaso sanguineo se reconocen tres capas o tunicas dispuestas en
forma concéntrica (Figura 6):

(A) una tunica intima (capa mas interna) formada por células endoteliales (CE), una
[dmina basal, tejido conjuntivo subendotelial y la ldmina elastica interna, la cual separa
esta tunica de la media. El endotelio recubre todo el drbol vascular formando una capa
unica de CE y se encuentra en contacto directo con los elementos de la sangre.

(B) la tunica media, la cual estd formada por ldminas concéntricas de células
musculares lisas vasculares (CMLV), fibras eldsticas y de coldgeno, y la Idmina eldstica
externa. Esta ultima separa la tunica media de la adventicia. Representa la capa mas
voluminosa en las arterias y tiene menor espesor en las venas.

(C) la tunica adventicia, el recubrimiento mas externo del vaso, formado por tejido
conjuntivo laxo compuesto principalmente por fibroblastos y coldgeno, terminales

nerviosas y capilares. Esta capa une el vaso al tejido que lo rodea.

Lémipa Ténica Tt'mic'a. Tejidp
' glésuca media  adventicia conectivo
Endotelio Interna

Figura 6. Representacion esquematica de la estructura de las grandes arterias

Se diferencian: tunica interna, tunica media y tunica externa (Sepulveda Saavedra, J. 2013).
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2.2. ENDOTELIO

El endotelio es un componente celular y metabdlico clave de la pared vascular que
regula una gran variedad de eventos fisioldgicos y respuestas bioldgicas. Es
considerado un verdadero érgano de secrecién enddcrino (Orshal y col. 2004). Las
células endoteliales (CE) regulan el transporte de moléculas entre el lumen y el espacio
subendotelial a través de un proceso de permeabilidad selectiva que aporta nutrientes
y elimina desechos metabdlicos (Bachetti y col. 2000). A su vez controlan la
hemostasia a través de la sintesis de factores de la coagulaciéon y la regulacién de la
activacion y la agregacién plaquetaria (AP); funcionan como un drgano
inmunocompetente presentando antigenos a linfocitos T; regulan el tono vascular a
través de la sintesis de sustancias vasoactivas (6xido nitrico/NO, prostagandina/PG,
endotelina, angiotensina), secreta factores de crecimiento que participan en la
neovascularizacién y en el control del crecimiento de las células musculares lisas
vasculares (CMLV), poseen actividad fagocitica selectiva, sintetizan fibronectina,

laminina, coldgeno, elastina y otros componentes del subendotelio.

2.3. CELULAS MUSCULARES LISAS VASCULARES

El otro tipo celular de crucial importancia del sistema arterial son las CMLV ya que son
las responsables de mantener el tono vascular. Son células uninucleadas que poseen
propiedades de distensibilidad, rigidez, elasticidad y constriccion concéntrica de los
vasos. Sintetizan y secretan elastina, colageno, mucopolisacaridos y otros
componentes que forman parte de la matriz extracelular. Las CMLV existen en un vaso
sanguineo normal en un estado quiescente diferenciado con bajo grado de

proliferacion y recambio.

2.4. ATEROSCLEROSIS

La aterosclerosis (ATC) es una enfermedad multifactorial que se produce a nivel de la
intima arterial, caracterizada por la formacién de placas ateromatosas (ateroma) las
gue son responsables del engrosamiento de la pared arterial, estrechamiento de la luz
vascular y oclusion del vaso afectado. La enfermedad vascular aterosclerética se inicia

con una injuria endotelial que conduce a una disfuncién y posterior estimulacion

8
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endotelial. Existen dos hipdtesis acerca del origen de dicha injuria, la “hipdtesis
lipidica” que le atribuye a la hiperlipidemia un rol determinante en el inicio de la
enfermedad (Ross 1999; Witztum 1994), y la “hipdtesis inflamatoria” que considera a
la ATC como un proceso inflamatorio crénico en el cual el estrés oxidativo representa
un estimulo temprano para la formacion de la placa (de Boer y col. 2000). La fase
temprana de generacién de la lesién ateromatosa se caracteriza por una alteracién de
la permeabilidad selectiva endotelial, seguida de reduccién de la biodisponibilidad de
NO y aumento de la expresién de moléculas de adhesién celular (CAMs) por el
endotelio activado, lo cual origina el reclutamiento de leucocitos sobre la pared
vascular y su internalizacién en la tunica intima del vaso afectado (Manduteanu y col.
2012). La respuesta inicial al dafio vascular es la adhesiéon de plaquetas al endotelio las
que liberan citoquinas que promueven la quimiotaxis de monocitos (Steinhubl y col.
2005). El reclutamiento de leucocitos sobre la pared vascular comprende multiples
etapas (Galkina y col. 2009): inicialmente ocurre una interaccién primaria débil y
“rodamiento” de los leucocitos sobre la superficie endotelial, luego tiene lugar una
adhesién celular mas firme y finalmente se produce la transendotelizacidon de los
leucocitos hacia el espacio subendotelial (Ley y col. 2007). Las proteinas endoteliales
P-selectina y E-selectina son responsables de la etapa inicial de adhesién monocitica,
mientras que moléculas de adhesion intercelular 1 (ICAM-1) y de adhesidn vascular 1
(VCAM-1) intervienen en la adhesién firme y la transendotelizacidon. Los leucocitos que
migraron se activan y expresan citoquinas proinflamatorias y receptores adecuados
para la captacién de lipidos modificados y transforman su fenotipo para convertirse en
macrofagos cargados de lipidos o “células espumosas” cuyo depdsito en la intima
arterial genera el nucleo del ateroma. Las citoquinas inflamatorias inducen la
migracion de CMLV desde la tunica media hacia la intima. El ambiente proinflamatorio
de las lesiones mas tempranas crea un efecto de retroalimentacidon positiva,
reclutando mas leucocitos desde la circulacion y tejidos adyacentes, estimulando una
mayor migracion, proliferacién y cambio de fenotipo de las CMLV, con disminucién de
sus propiedades contractiles e induccidn de actividad sintética. Se ha propuesto que en
la placa ateromatosa el tejido vascular es mas susceptible a la apoptosis (Kockx y col.

2000). Cuando la lesién progresa se desarrolla una capa fibrosa formada por CMLV y
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matriz, que recubren el nlcleo necrdtico de la placa constituido por leucocitos, lipidos
y detritus celular. Los macréfagos activados ocasionalmente pueden liberar enzimas
hidroliticas que degradan la matriz originando hemorragias de la microvasculatura

desarrollada dentro de la lesion (Figura 7).

Endotelio
Intima

1 Media
Adventicia

Acumulacion de macréfagos

Migracién de
CMLV

2

1 Reduccién del diametro de la
_ luz del vaso

Alteraciones de la
permeabilidad del endotelio

Adhesion y agregacion
plaquetaria

Adhesion y
transendotelizacion
de monocitos

Linfocitos T L. .
infocttos Formacion de la placa fibrosa

Células espumosas

Linfocitos T

Figura 7. Proceso de formacidn de la placa ateromatosa

Modificada de Salamat MS. y col., 2010 (Salamat 2010)

2.5. CALCIFICACION VASCULAR ATEROSCLEROTICA

En las etapas mas avanzadas de la lesién vascular la placa ateromatosa se calcifica.
Inicialmente se creia que la calcificacion vascular era un proceso de depdsito

fisicoquimico de calcio en las arterias. Actualmente se sabe que son procesos celulares
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activos, bioquimicamente regulados, que se asemejan a los que median la
remodelacién ésea (Leopold 2014). El tipo de células responsables de la mineralizacién
de la pared vascular es motivo de debate. Existe controversia acerca de que estirpe
celular (Mo, CE o CMLV) es mas relevante en la calcificacidon de la placa ateromatosa
(Leszczynska y col. 2018). Se propone que las CMLV tienen un rol crucial (Pal y col.
2011). Exhiben transdiferenciacién osteogénica, con disminucion de la elasticidad, y
aumento de migracion y secrecion de proteinas de matriz dsea. Estas proteinas tienen
la capacidad de unirse al calcio y formar hidroxiapatita, generando areas de depdsito
de calcio. En paralelo, las CE activadas por la injuria sintetizan proteinas morfogénicas
oseas (BMPs) que aceleran la transdiferenciacion de CMLV y aumentan la produccién
de especies reactivas de oxigeno (ROS). El mecanismo de calcificacién vascular es
regulado por inductores y por inhibidores. Entre los inductores se pueden mencionar

(Chistiakov y col. 2015): a) los oxilipidos y las ROS que impactan sobre la CMLV

estimulando la expresidon factores transcripcionales de diferenciacidn osteobl3stica,
como Runx2 que inician la transformacion osteogénica de las células musculares, b)

Runx2 y las ROS provocan aumento de sintesis endotelial de BMP-2, ¢) BMP-2 y BMP-4

en las CMLV estimulan la sintesis de proteinas de biomineralizacién como Pit-1,
coladgeno tipo |, la enzima de fosfatasa alcalina no especifica de tejido (TNAP), las que
se incorporan a vesiculas que al ser liberadas al espacio extracelular producen su
calcificacion por formacion de nddulos con alto contenido de cristales de
hidroxiapatita. Se considera que la expresién de TNAP indica transformacién

irreversible de CMLV a linaje 6seo (Bostrom y col. 2011) d) la aceleracion de la

apoptosis de CMLV sinergiza el proceso liberando calcio y fésforo que favorece el

depésito local de fosfato de calcio. Por su parte los inhibidores de la calcificacidon

incluyen: a) la_biodisponibilidad de NO que contribuye a mantener reducida la

produccion de ROS, y que por activacion de la via GC/GMPc inhibe la desdiferenciacion

de CMLV a OB inducida por TGF-B; b) proteina de matriz _Gla, actua localmente

neutralizando a BMP2/4 en CMLV y antagonizando la mineralizacion; c) Osteopontina
(OPN), fosfoproteina que inhibe la mineralizacion in vitro de CMLV; d) fetuina A,

glicoproteina hepatica captada por las CMLV desde la circulacién que inhibe Ia

11
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formacién de nucleos de fosfato de calcio dentro de la matriz y previene la muerte
celular.

Por consiguiente, los procesos de apoptosis, adhesidon celular, diferenciacion,
proliferacién, migracion celular y transdiferenciacion a linaje éseo, juegan un rol clave

en la enfermedad vascular (Figura 8).

Calcificacion de la intima

vascular local transdifferentiation '
lumen O ; .
monocytes O cholesterol
endotheliumZ 0

adventitia

Figura 8. Calcificacion de la placa ateromatosa

2.6. ESTROGENOS Y ENFERMEDAD VASCULAR

Si bien la patologia vascular es multifactorial en la cual convergen acciones de
numerosos agonistas, uno de los reguladores mas exhaustivamente investigados es el
17B-estradiol (E;). Un gran cumulo de informacién proveniente de estudios in vitro
demuestran un efecto protector del estradiol sobre la homeostasis vascular inhibiendo
el desarrollo de la lesién ateromatosa (Mendelsohn y col. 2005). Los efectos mas
relevantes descriptos son: estimulacion de la produccion de vasoactivos vy
mantenimiento del tono vascular, inhibicién de la adhesidon y agregacién plaquetaria y
de la transendotelizacion monocitica, inhibiciéon del stress oxidativo e inflamatorio,
disminucion de la migracién de CMLV y de su cambio fenotipico. A nivel sistémico el E;

es un importante regulador del perfil lipidico y de la hemostasia contribuyendo a

12
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mantener un estado antitrombdtico. La Figura 9 muestra un resumen de los efectos
beneficiosos del E, reportados en la literatura internacional, favoreciendo un perfil
antiterogénico y antitrombético.

No obstante, a pesar de estos avances cientificos en el conocimiento del mecanismo
de accidn vascular de los estrogenos, estos efectos beneficiosos no han podido ser
reflejados in vivo a través de la terapia de sustitucion hormonal, en mujeres

postmenopausicas.
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Figura 9. Rol de los estrégenos en la homeostasis vascular (Nofer 2012)
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3. SISTEMA OSEO

El tejido dseo es un tejido conectivo especializado y mineralizado que junto con el
cartilago forma el sistema esquelético. Tiene cuatro funciones fundamentales: a)
mecanica, como soporte para la insercién muscular, b) protectora de los érganos y la
médula ésea, c¢) metabdlica, como reserva de calcio y fdsforo, necesario para
mantener la homeostasis fosfocalcica esencial del organismo y d) enddcrino
(Florencio-Silva y col. 2015). Anatémicamente se distinguen dos tipos de hueso, planos
y largos, mientras que morfolégicamente, se pueden distinguir el hueso esponjoso o
trabecular, y compacto o cortical.

El hueso cortical tiene una estructura de laminas o anillos concéntricos alrededor de
canales centrales llamados canales de Havers, que se extienden longitudinalmente
(Marks Jr y col. 1988). Los canales de Havers estan conectados entre si por otros
canales llamados canales de Volkmann que perforan del periostio. Ambos canales son
utilizados por los vasos sanguineos, linfaticos y nervios para extenderse a lo largo del
hueso. Entre las laminas concéntricas de matriz mineralizada existen pequefios
orificios o lagunas donde se encuentran los osteocitos, verdaderos cerebros del
metabolismo dseo. Estas células intercambian nutrientes con el liquido intersticial a
través de una serie de canaliculos por donde se extienden prolongaciones celulares
citoplasmdticas. Los canaliculos estan conectados entre si y, eventualmente a los
canales de Havers. El conjunto formado por el canal de Havers, las ldminas
concéntricas que lo rodean, las lagunas, los canaliculos y los osteocitos recibe el
nombre de osteona o sistema de Havers. Las restantes laminas entre osteonas se
llaman ldminas intersticiales. A diferencia del hueso compacto, el hueso trabecular o
esponjoso no contiene osteonas, sino que las ldminas intersticiales estan dispuestas de
forma irregular formando unos tabiques o placas llamadas trabéculas. Estos tabiques
forman una estructura esponjosa dejando huecos que estdn llenos de médula ésea.
Dentro de las trabéculas estan los osteocitos que yacen en sus lagunas con canaliculos
que irradian desde las mismas. En este caso, los vasos penetran directamente en el
hueso esponjoso y permiten el intercambio de nutrientes con los osteocitos (Klein-
Nulend y col. 2003). Las diferencias entre ambos tipos de hueso son tanto

estructurales como funcionales ya que, mientras el cortical posee funciones mecanicas
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y protectoras, el trabecular tiene funciones fundamentalmente metabdlicas (Figura
10). En el hueso coexisten varios tipos de células: los osteoblastos son células
encargadas de la formacién del tejido 6seo; los osteocitos son osteoblastos maduros
rodeados de matriz mineralizada y los osteoclastos son células encargadas de la
resorcion ésea (Hadjidakis y col. 2006b).
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Figura 10. Estructura del hueso largo: hueso cortical y hueso trabecular (Hoehn y col. 2007)

3.1. OSTEOBLASTO

Los osteoblastos (OB) son células formadoras éseas que se originan a partir de células
madre mesenquimales multipotenciales de la médula ésea (CMM) (Mendez-Ferrer y
col. 2010). Las funciones basicas de los osteoblastos son:

1) sintetizar proteinas coldgenas y no colagenas de la matriz orgdnica del hueso

2) dirigir la disposicion de las fibrillas de la matriz extracelular

3) contribuir a la mineralizacién de la sustancia osteoide, a través de la produccion de
la fosfatasa alcalina, enzima que hidroliza el pirofosfato aumentando la concentracién
local de fosfato necesario para la formacién de hidroxiapatita y consecuente

mineralizacidon de la matriz
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4) regular la resorcion llevada a cabo por los osteoclastos a través de la sintesis de
citoquinas especificas

5) sintetizar factores de crecimiento

Las CMM tienen potencial para diferenciarse a OB, condrocito, mioblasto, adipoblasto
y fibroblasto (Kolf y col. 2007). La diferenciacion hacia cada linaje esta controlada por
sefiales que regulan la expresion de factores de transcripcion linaje especifico. Se
entiende por osteoblastogénesis al proceso a través del cual un progenitor
mesenquimal diferencia hacia un OB maduro. El destino final de los OB puede ser: a)
transformarse en osteocitos, b) mantenerse como células de revestimiento o c) ser
eliminados por apoptosis.

La osteoblastogénesis comienza con la estimulacion de los progenitores que proliferan
y se diferencian a preOB. Las CAMs, los factores de crecimiento, las sefiales mecanicas,
las citoquinas como los hedgehogs (Hhs), el factor de crecimiento transformante B
(TGF-B), el péptido relacionado a la parathormona (PTHrp), la via Wnts (Wingless
proteins) y las BMPs son algunos de los reguladores de la diferenciacidén osteoblastica.
Particularmente BMP-2 y la sefal Wnt juegan un papel importante durante la
diferenciacién de progenitores tempranos. BMP-2 activa la via Smad por la
fosforilacion de Smad1/5/8 que se traslada al nucleo y regula la transcripcion de genes
especificos, tal como Runx2 (Zouani y col. 2013). La sefial Wnt conduce a la
diferenciacién de progenitores hacia linaje dseo por la liberacion de B-catenina que se
dirige al nucleo donde inicia la transcripcién de genes de la matriz, como colageno tipo
|y OPN.

Por su parte Runx2 regula la expresidn de las principales proteinas de la matriz 6sea
(FAL, OC, OP, colageno tipo I, entre otros) durante esta etapa temprana de la
diferenciacion de osteoblastos, pero no es esencial para mantener esta expresion
genética en osteoblastos maduros (Komori 2010). También modula en la expresién de
otros factores de transcripcién, como osterix (Osx), esencial para la transformacién de
CMM a preosteoblastos (preOB).

Las BMP y Runx2 tienen un rol crucial en la diferenciacion osteoblastica ya que sus

acciones determinan que las CMM diferencien a linaje dseo.
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En los estadios subsiguientes de la diferenciacion los preOB expresan receptores para
PTH, Vitamina D, glucocorticoides y RE, que dirigen la regulacién enddcrina de la
osteoblastogénesis. La PTH y el PTHrp ejercen efectos tanto anabdlicos como
catabdlicos sobre el hueso.

Los estrdogenos, tanto en la mujer como en el hombre, ejercen una funcién esencial
sobre el hueso, desde la infancia hasta la senectud. Los perfiles de expresién de los
receptores de estrégenos, REa y REB, varian durante las etapas de diferenciacién y
maduraciéon del OB. Los niveles de ERa aumentan durante la maduracion, luego
declinan en la etapa de mineralizacién. Mientras que la expresion del REB es
relativamente constante y estd presente tanto en osteoblastos como en osteocitos
(Wiren y col. 2002). La Figura 11 muestra una representaciéon esquematica de la

osteoblastogénesis.
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Figura 11. Esquema de la diferenciacion de pre-osteoblasto a osteoblasto maduro

Modificada de Dalle Carbonare y col., 2012 (Dalle Carbonare y col. 2012)
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3.2. OSTEOCITO

Una vez mineralizada la matriz, algunos osteoblastos quedan atrapados en su interior,
transformandose en osteocitos, Ultima etapa de la diferenciacién osteobldstica. Los
osteocitos son las células mds abundantes del hueso dispersos de manera regular a lo
largo de la matriz mineralizada. Su cuerpo se situa en el interior de lagunas y poseen
forma estrellada, con proyecciones citoplasmaticas que se comunican entre si a través
de canaliculos llenos de fluido dseo extracelular. De esta forma, los osteocitos se
organizan formando un conjunto de células interconectadas que representa una
estructura Unica, con la ventaja de poseer una gran superficie de contacto en el
interior y hacia la superficie dsea para asegurarse oxigeno y nutrientes. En respuesta a
estimulos mecdnicos y hormonales coordinan la funcién de OB y OC. Los osteocitos
juegan un rol fundamental en el control del recambio dseo, controlando tanto la
resorcion como la formacién dsea. Algunas de las acciones reportadas muestran que
(Shah y col. 2017): a) forman una red laguno-canalicular de células sensoras que les
permite responder a fuerzas mecdnicas e iniciar el remodelado, b) regulan la
homeostasis del fésforo por la expresién de FGF-23, PDM-1, c) regula el proceso de

III

remodelado a través de la sintesis y liberacidn hacia el “canopy” de osteoprotegerina
(OPG), factor estimulante de las colonias de macréfagos (M-CSF), el ligando del factor
activador de receptor nuclear NFkB (RANKL), esclerotina (esta ultima regula
negativamente la formacién dsea por ser una proteina inhibitoria de la via Wnt), d)

participan en la activacién osteoclastica en los lugares de fractura.

3.3. OSTEOCLASTO

La osteoclastogénesis es el proceso mediante el cual las células madre
hematopoyéticas (precursoras de macréfagos y monocitos) se diferencian a
osteoclastos (OC). Actualmente se sabe que los osteoblastos (OB) son fundamentales
para la generacion de osteoclastos (Figura 12). El M-CSF producido por los OB es
requerido en las primeras fases de la osteoclastogénesis para la formacién de células
gigantes multinucleadas a partir de sus progenitores hematopoyéticos (Boyle y col.
2003). Los preOC son células con un solo nucleo que pasan al microambiente éseo por

diapédesis, adhiriéndose a las CE que tapizan los capilares. El segundo factor clave
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necesario para la diferenciacion y sobrevida ostecldstica es el RANKL, sintetizado por
OB y osteocitos. Los OB no solo regulan la osteoblastogénesis mediante factores
solubles, sino también a través de interacciones célula-célula mediada por CAMs.

Durante la osteoclastogénesis los precursores hematopoyéticos bajo estimulo de M-
CSF y RANKL atraviesan diferentes estadios de diferenciacién hasta generar un OC.
(Tanaka y col. 2005). La osteoprotegerina (OPG) expresada por los OB actia como un
regulador negativo de la osteoclastogénesis, neutralizando al RANKL e impidiendo su
unién a su receptor celular RANK en la membrana de los OC. Los OC maduros se
diferencian por ser células grandes (100 um), multinucleadas, ricas en mitocondrias y
vacuolas que tienen dos especializaciones en la membrana: un borde en cepillo donde
tiene lugar la resorcidn, y una zona clara o zona de sellado que sirve de anclaje a la
matriz. EI OC diferenciado adquiere la capacidad de sintetizar enzimas liticas
lisosomales, catepsina, anhidrasa carbdnica (responsable de generar gradientes de
protones y pH acido extracelular), fosfatasa d4cida tartrato resistente (TRAP). La
actividad de esta ultima enzima es aprovechada como marcador de osteoclasto

diferenciado, tanto in vivo como in vitro.
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Figura 12. Esquema de diferenciacion de Mo a OC maduros

Modificado de Bellido y col., 2014 (Bellido y col. 2014)
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3.4. MATRIZ OSEA

La matriz extracelular ésea estd compuesta en un 65% por mineral (hidroxiapatita) y en
un 35% por material proteico (coldgeno, osteocalcina, OPN y otras proteinas
minoritarias). La hidroxiapatita esta constituida por fosfato de calcio y componentes
minerales minoritarios como Zn, Mg, K, Na. La matriz organica esta formada
fundamentalmente por coldgeno tipo I. Las fibras de colageno estdn inmersas en una
sustancia fundamental amorfa formada por glicoproteinas y proteoglicanos. Las fibras
de coldgeno y la osteocalcina (Oc) son necesarias para la mineralizacion de la matriz,
ya que unen cristales de hidroxiapatita. Las proteinas no coldgenas minoritarias
participan en la organizacion de la matriz extracelular coordinando la interaccién

célula-matriz y regulando el proceso de mineralizacion (Young 2003).

3.5. REMODELADO OSEO

La remodelacién ésea es un proceso de autorenovacién constante del hueso a través
de un equilibrio dindmico entre formacién y resorcién. Permite el mantenimiento del
volumen éseo, la reparacién del dafo tisular y la regulaciéon del metabolismo fosfo-
calcico (Rimbach y col. 2008). Anualmente se renueva un 5% del hueso cortical y un 20
% del trabecular. El remodelado déseo existe toda la vida, pero sélo hasta la tercera
década el balance es positivo. En la treintena luego de adquirido el pico de masa 6sea,
el remodelado éseo sufre solos pequefias variaciones hasta los 50 afios. A partir de
aqui la masa ésea empieza a disminuir.

A nivel microscépico el remodelado éseo se produce en pequenas areas de la cortical o
de la superficie trabecular, llamadas unidades de remodelado dseo (URO), donde
osteoblastos, osteoclastos y células accesorias del estroma forman un paquete celular.
La resorcién siempre precede a la formacién. En el esqueleto joven las cantidades de
hueso resorbido son similares a las neoformadas. En condiciones normales es un
proceso balanceado, acoplado tanto en el espacio como en el tiempo. En humanos la
vida media de cada unidad de remodelado es de 4 a 6 meses y la mayor parte de este
periodo esta ocupado por la formacién dsea. El esqueleto se renueva totalmente

aproximadamente cada 10 afios (Hadjidakis y col. 2006a).
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3.5.1 Fases del remodelado

El remodelado dseo puede ser dividido en las siguientes fases (Figura 13):

A. Fase quiescente

El hueso esta en condiciones de reposo.

B. Fase de activacion

El osteocito al sensar las sefiales mecanicas y endécrinas inicia el remodelado dseo. La
laguna que los contiene cambia de forma, este cambio se transmite por
prolongaciones citoplasmaticas a la superficie, el primer fendmeno que tiene lugar es
la retraccion de los OB de revestimiento (formacién de “canopy”) y la digestién de la
membrana endocitica por la accién de las colagenasas. Al quedar expuesta la superficie
mineralizada se produce la atraccién de precursores osteoclasticos los que luego de
reclutados se transforman en OC maduros a través del proceso de osteoclastogénesis.
El OC diferenciado se activa.

C. Fase de resorcion

Los OC se movilizan hacia la zona a resorber y se adhieren a la superficie dsea
mineralizada a través del ribete en cepillo, sellando los bordes del area mediante las
integrinas. Seguidamente, los OC activados liberan enzimas liticas y generan un pH
acido que disuelve la matriz mineral e hidroliza el compuesto proteico de la matriz
osteoide. Finalmente los osteoclastos mueren por apoptosis.

D. Fase de formacion

Simultaneamente, en las zonas de resorcidn se produce el fendmeno de reclutamiento
de preOB, atraidos por los factores de crecimiento que se liberaron desde la matriz,
gue actlan como quimiotacticos y ademas estimulan su proliferacion. Los preOB se
diferencian a OB y sintetizan una sustancia cementante sobre la que se va a adherir el
nuevo tejido. A los pocos dias, los OB sintetizan coldgeno tipo | y proteinas no
colagenas como Oc y OPN, factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de
crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1) que se incorporan a la matriz, induciendo la

formacion del osteoide que rellenara las zonas horadadas.
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E. Fase de mineralizacion

La etapa final de la remodelacién corresponde al depdsito de hidroxiapatita. Finalizada
la mineralizacidn, el hueso viejo es reemplazado por hueso nuevo. Los OB mueren por
apoptosis, o bien se transforman en osteocitos o en células de revestimiento.

Las etapas comprendidas entre la formacion y mineralizacion completa son las mas

lentas de todo el proceso y comprenden aproximadamente 4 meses.
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Figura 13. Ciclo de remodelado dseo

Modificado de Bonjour JP y col., 2014 (Angulo-Bejarano y col. 2014)
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3.6. OSTEOPOROSIS

La osteoporosis es la enfermedad metabdlica 6sea mas prevalente y uno de los
principales problemas de salud publica mundial, debido a los enormes costos sociales y
econdmicos que genera. Segun datos de la Fundacion Internacional de Osteoporosis
(IOF) de America Latina, en Argentina, una de cada cuatro mujeres mayores de 50 afios
sufre osteoporosis. Mas de 34 mil fracturas de cadera se producen cada afio en la
poblacién mayor de 50 afios. Se estima que para el 2025, 3.3 millones de mujeres
sufrirdn osteopenia, cifra que se elevaria a 5.24 millones para el 2050 (Clark y col.
2013). La osteoporosis se define como “una fragilidad del esqueleto caracterizada por
una pérdida de masa désea y deterioro de la microarquitectura, la que aumenta el
riesgo de fracturas”. Es un proceso en si mismo asintomatico cuya trascendencia radica
en la predisposicion al desarrollo de fracturas. La pérdida de masa dsea afecta la
calidad del hueso, y es el resultado de un desbalance entre formacion y resorcidn dsea
(Manolagas y col. 2010). La osteoporosis posmenopdusica se caracteriza por un
aumento marcado de la resorcién dsea (Bagur y col. 2004), cuya causa principal es el
descenso de los niveles de estradiol circulante, y la consecuente pérdida del efecto
protector éseo de los estrogenos. Las citoquinas (Interleukinas 1/6, factor estimulante
de migracién/M-SF) se hallan aumentadas estimulando la proliferacion, diferenciacion
y activacién de células precursoras de OC, que resulta un balance positivo hacia la
resorcidon ésea (Kassem y col. 2011).

Los estrogenos son protectores dseos y conservan la masa 6sea (Eastell y col. 2016)
debido a:

a) a nivel de OB promueven su diferenciacion, aumentan su supervivencia por
inhibicidn de la apoptosis, estimulan la sintesis de OPG y de colageno estimulando la
formacién dsea

b) sobre los OC inhiben la osteoclastogénesis y promueven la apoptosis osteoclastica.
c) sobre osteocitos aumentan la sensibilidad a sefales mecanicas y reducen la

Ill

expresion y secrecion de esclerotina y RANKL al “canopy”
La Figura 14 muestra una representacién esquematica de la remodelacion désea en

presencia o ausencia de estrégenos.
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Figura 14. Rol de los estrogenos en la remodelacion 6sea (Eastell y col. 2016)
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4. INTERACCION OSEO-VASCULAR

Existe una estrecha vinculacién entre el sistema vascular y el dseo, tanto en el
desarrollo organico como en lo patoldgico. La fisiologia vascular y la osteogénesis
(formacion y remodelacidon ésea) comparten una complejidad metabdlica y funcional
critica, que ha sido poco explorado en forma conjunta (Thompson y col. 2012). Sefiales
celulares, endocrinas y metabdlicas fluyen bidireccionalmente para regular la
homeostasis vascular y dsea. Un hueso nunca se formaria sin las interacciones
vasculares. A su vez, el esqueleto constituye un érgano enddécrino que provee
hormonas y factores (FGF23; proteina de matriz de dentina/DMP1) que impactan en la
salud vascular. Esto ha impulsado la concepcidn del Eje Oseo-Vascular (EOV) como
nuevo darea de investigacidn, con una visién de estudio integrador con la finalidad de
identificar vinculos entre ambos sistemas. Las interacciones del EOV son cruciales en la
reparacion de fracturas, en la vascularizaciéon necesaria como aporte de progenitores
para contrarrestar la pérdida de masa Osea, en las metdstasis dseas, en las
calcificaciones vasculares. Los huesos con alta vascularizacion son los mds afectados
por las alteraciones en el flujo sanguineo producto de la estenosis de arterias
principales. La perfusion 6ésea defectuosa conduce a osteonecrosis e incluso
transformacién tumoral. La estricta regulacién de la neovascularizacién resulta critica

para la sobrevida del tejido (Kanczler y col. 2008).

5. MENOPAUSIA
5.1. ATEROSCLEROSIS Y OSTEOPOROSIS

La menopausia, es un periodo en el cual la probabilidad de contraer enfermedades
Oseas y cardiovasculares se incrementa notablemente, hecho que ha sido atribuido
principalmente a la disminucién de los estrogenos circulantes (Orshal y col. 2004;
Pinkerton y col. 1999). En el mundo hay alrededor de 700 millones de mujeres con
mas de 50 afios. La expectativa de vida de la mujer se ha prolongado y se proyecta que
para el afio 2030 habra 1.200 millones de mujeres mayores de 50 afios. Justamente,
entre los 50 y 65 anos de edad, la mujer atraviesa la etapa mas critica respecto a la

prevalencia de factores de riesgo cardiovasculares y dseos. La enfermedad
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cardiovascular (ECV) es la primera causa de muerte en la mujer en muchos paises
incluyendo la Argentina, superando al cancer ginecoldgico, con una edad de aparicién
10 afos mas tarde que en los hombres (Orshal y col. 2004). El incremento en la
expectativa de vida en la mujeres posmenopausicas (MPM) nos obliga a comprender la
fisiopatologia y a buscar soluciones a la problematica relacionada con la presencia de
ciertas enfermedades crénicas, tales como las cardiovasculares, la osteoporosis, la

enfermedad de Alzheimer y el cdncer de mama y endometrio (Zilberman 2018).

5.2. TERAPIA HORMONAL DE REEMPLAZO

La terapia hormonal de reemplazo (THR) en base a estrégenos 6 combinada
(estrégenos mas progestagenos) surgié como alternativa para prevenir la patologias
frecuentes en la postmenopausia (Pinkerton y col. 1999). Si bien a nivel dseo ha sido
eficaz para prevenir pérdida de masa dsea, a nivel vascular los resultados obtenidos de
ensayos clinicos randomizados (PEPI; HOPE; WHI) son contradictorios (Ouyang y col.
2006), y su utilidad clinica es controvertida. A manera de ejemplo cabe mencionar al
estudio Women’s Health Initiative (WHI) el que debid ser suspendido prematuramente
debido al aumento de la incidencia de eventos cardiovasculares en un grupo de
pacientes participantes del estudio tratadas con THR (Hsia y col. 2006).

En consecuencia, la busqueda de alternativas preventivas 6 terapéuticas eficaces para
minimizar los sintomas asociados al hipoestrogenismo postmenopdusico origind
nuevas lineas de investigacidn orientadas al estudio de los moduladores selectivos del
receptor de estrogenos (SERMs) naturales (fitoSERMs) & sintéticos (S-SERMs) (Cos y
col. 2003; Reinli y col. 1996).

Los SERM constituyen compuestos sintéticos disefiados para interactuar con el
receptor de estrégenos y reproducir selectivamente los efectos beneficiosos y/o
antagonizar los efectos no deseables de los estrégenos. Entre los SERMs el raloxifeno y
el bazedoxifeno son SERMs desarrollados especificamente para mantener los efectos
beneficiosos del estradiol en hueso y en el perfil lipidico y comportarse como
antagonista estrogénico en mama y endometrio. Su uso clinico ha sido aprobado para
el tratamiento contra la osteoporosis (Goémez de Tejada Romero y col. 2012) siendo

poco claros sus efectos vasculares.
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Los fitoestrégenos (FE) o fitoSERMs son suplementos dietarios importantes por su
valor nutritivo. Evidencias epidemiolégicas muestran que tendrian una potencial
accion beneficiosa en la prevencién de enfermedades, de alli que se los incluye dentro
de grupo nutracéuticos. El término nutracéutico (deriva de “nutriciéon” vy
“farmacéutico”) hace referencia a alimentos y/o compuestos quimicos individuales,
asociados con la prevencion y/o tratamiento de enfermedades (Kalra 2003).

Dependiendo del tejido, los FE pueden tener propiedades de agonistas estrogénicos
pero también actuar como antagonistas parciales del RE (Cederroth y col. 2009). Si
bien, en paises asiaticos donde es elevado el consumo de soja y sus derivados, existen
evidencias de una menor incidencia de ECV y de ciertos tipos de cdnceres los
resultados no parecen ser concluyentes (Gencel y col. 2012). Esta descrito que los FE
mejoran el perfil lipidico, inducen vasorelajacién en forma dependiente de déxido
nitrico y afectan la sintesis de citoquinas proinflamatorias vasculares (Rimbach y col.

2008).

5.3. EL NUTRACEUTICO GENISTEINA

La historia natural de los fitoestrégenos (FE) como remedios fitoterapéuticos es
antigua. En 1931 Erwin Walz (Nilsson 1962) descubre una accién estrogénica en
aquellos vegetales que contienen un elevado contenido de isoflavonas. Pero no serd
hasta 1946 cuando, asociado a sus efectos similares a los de los estrogenos, comiencen
a valorarse estas sustancias denominadas fitoestrégenos. Ahora bien, el interés
cientifico por el andlisis y estudio de los fitoestrégenos tendra su origen en 1982 con
Axelson (Axelson y col. 1982) y en 1984 con Setchell (Axelson y col. 1984),
considerandoseles a ambos responsables de la identificacién de las isoflavonas en
orina de humanos. Resonantes estudios correlacionaron la dieta a base de derivados

de soja con una menor incidencia de ECV (Dixon y col. 2002; Morabito y col. 2002b).

A partir de alli el uso de los FE se volvid muy popular, particularmente a través de
alimentos enriquecidos de acceso libre a la poblacion. La comercializacién y uso de los
suplementos dietarios constituyen un problema, ya que por su categoria de
suplementos las normativas vigentes no les exigen los principios basicos de calidad,

seguridad y eficacia que deben cumplir los medicamentos para ser aprobados por los
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entes reguladores (Agosto 2004). El auge de las terapias naturales y las dietas de
moda, sumado a la invasidon comercial de alimentos enriquecidos en fitoestrégenos,
hace que la poblacién esté expuesta al consumo de principios activos de los cuales no
se conoce certeramente su accion bioldgica y/o posibles efectos no deseados. Es por
eso que las investigaciones cientificas sobre los riesgos/beneficios del consumo de
estos derivados vegetales resultan indispensables para clarificar estos aspectos.

A partir del descubrimiento de los FE en la década de los afios 80 y hasta la actualidad,
las investigaciones sobre estos compuestos orientadas a profundizar sobre sus
potencialidades clinicas y terapéuticas (Figura 15) han aumentado notoriamente (Usui
2006), en paralelo al auge en el uso de alternativas terapéuticas naturales que buscan
mejorar la calidad de vida de la poblacién de mujeres posmenopausicas (Poluzzi y col.
2014).

Existen ventajas econdmicas y estratégicas que se deben tener en cuenta al evaluar la
potencial explotacién de nutracéuticos derivados de la soja, como la Gen, en paises
como el nuestro donde el cardcter de pais sojero, nos posiciona en el segundo

productor en el mundo de esta leguminosa (Manzanal 2017).
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Figura 15. Nimero de publicaciones cientificas sobre los fitoestrogenos desde 1981-2002

(Usui 2006)
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5.4. ACCION CARDIOVASCULAR Y OSEA DE GENISTEINA

Los resultados de los estudios epidemioldgicos han sugerido que la ingesta de
isoflavonas y/o flavonoides puede contribuir a una baja incidencia de enfermedades
cardiovasculares en mujeres japonesas (Sakaki y col. 2019; Yamori y col. 2001). En
particular respecto a Gen, durante los ultimos 15 afos estudios extensivos se han
centrado en gran medida en dilucidar el efecto de Gen en los perfiles lipidicos porque
la hiperlipidemia contribuye a aterosclerosis (Vitolins y col. 2001). Sin embargo, los
resultados muestran que el efecto de Gen sobre las lipoproteinas de baja densidad y
triglicerios, es esencialmente neutro (Simons y col. 2000; Zhan y col. 2005), sugiriendo
que el efecto antiaterogénico de la Gen no se debe a un cambio en los lipidos
plasmaticos. La evidencia emergente indica que la Gen ejerce efectos antiinflamatorios
multifacéticos en la vasculatura, sugiriendo que podria prevenir la aterosclerosis al
suprimir inflamacion vascular (Asmis y col. 2006; Liu y col. 2005; Marotta y col. 2006).
En estudios experimentales la suplementacion de Gen redujo significativamente la
aterosclerosis en varios modelos animales (Garcia-Martinez y col. 2003; Lee y col.
2004). Sin embargo, los mecanismos potenciales de accion de la Gen sobre los eventos
celulares o moleculares de la aterosclerosis aun no estan claros.

Estudios previos de nuestro laboratorio (Polini y col. 2007; Sandoval y col. 2010)
reportaron que Gen regula los procesos que participan en el inicio de la lesién
ateromatosa, con un perfil de repuesta favorable para la homeostasis vascular. En
tejido adrtico la Gen, en forma no gendmica, estimula la produccidon de vasoactivos
(NO, prostaciclinas) e inhibe la activacion y agregacién plaquetaria al endotelio
vascular. En condiciones de inflamacién previene la adhesidon de monocitos.

Los datos de ensayos clinicos aleatorizados, doble ciego sugieren que la
suplementacion con Gen (54 mg/dia) en la dieta puede ser tan efectiva como la THR
para atenuar la pérdida 6sea relacionada con la menopausia. Morabito y col.
(Morabito y col. 2002a) realizaron un estudio aleatorizado, doble ciego y controlado
con placebo, para evaluar y comparar la THR con el efecto del fitoestrogeno Gen sobre
el metabolismo éseo y la densidad mineral 6sea (DMO) en mujeres posmenopausicas,
entre 47 y 57 afios de edad. Las mujeres recibieron al azar THR continua durante 1 afio,

Gen o placebo. Este estudio confirmé los efectos positivos de la Gen aumentando la
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DMO en fémur y columna. Resultados similares se encontraron en tratamientos mas
cortos, en base a una dieta rica en soja o sus derivados (Albertazzi 2002). Li y col.
reportaron que en ratas OVX los estudios de histomorfometria mostraban que la
administracion de Gen reduce la pérdida de hueso tanto trabecular como compacto
(Fanti y col. 1998; Li y col. 2003).

Sin embargo los estudios de ensayos clinicos randomizados son aun contradictorios,
mientras algunos describen una accién beneficiosa a nivel vascular y dseo, otros no
logran demostrar estos efectos.

Como mencionamos anteriormente la osteoporosis y la aterosclerosis son
enfermedades que coexisten en la menopausia, y que presentan activacion defectuosa
de los procesos de remodelacién lo que conlleva a una pérdida de la arquitectura
natural de ambos tejidos. La existencia de posibles mecanismos fisiopatolégicos
comunes presupone la posibilidad de nuevas estrategias terapéuticas. El avance en el
conocimiento del EOV ha incentivado la blsqueda de terapias alternativas con
potencial accién dual. Especificamente, agentes terapéuticos eficaces a nivel dseo
podrian poseer utilidad clinica a nivel vascular y viceversa. Son escasos los trabajos que
estudien el efecto de Gen con una vision integradora sobre los procesos bioquimicos y

celulares que median la interaccion a nivel del eje 6seo-vascular.
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OBJETIVO GENERAL E HIPOTESIS DE TRABAJO

Teniendo en cuenta que existe una estrecha vinculacién entre el sistema vascular y
d0seo; que las calcificaciones vasculares y la osteoporosis son situaciones clinicas
prevalentes en mujeres postmenopdusicas; la existencia de posibles mecanismos
fisiopatoldgicos compartidos; el objetivo general de este trabajo de tesis fue investigar
el rol de estréogenos de origen vegetal (fitoestrégenos) en la transformacion ésea del
lecho vascular (calcificaciones vasculares); en la remodelacion ésea y en la interaccién
0seo-vascular.

Nuestra hipotesis de trabajo plantea que los fitoestrégenos son compuestos activos a
nivel vascular y éseo. Exhiben potencialidad antiaterdgenica inhibiendo desde etapas
tempranas de la lesion ateromatosa los procesos celulares y moleculares conducentes
a la calcificacion vascular. Poseen impacto positivo a nivel dseo promoviendo la
diferenciacién y activacién de las células implicadas en la remodelacidon ésea. Sus

acciones involucran la interrelacién entre ambos sistemas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Se selecciond el fitoestrégeno Genisteina y como disefio experimental ensayos in vitro

y ex vivo. Se plantearon los siguientes objetivos especificos.

I. Para contrastar la hipdtesis que plantea que son activos sobre la calcificacion
vascular:
a) empleando células vasculares en cultivo investigar el efecto de tratamientos in
vitro con Gen sobre:
e los mediadores que inhiben o promueven el progreso de la lesidn y la
posterior calcificacion vascular
e |a transdiferenciacion de células musculares lisas vasculares a linaje
osteogénico
b) en ensayos ex vivo evaluar el efecto del tratamiento con Gen sobre la

calcificacion vascular en tejido adrtico intacto
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Il. Para contrastar la hipétesis que son activos a nivel éseo:

a) empleando cultivos primarios de preosteoblastos tratados in vitro con Gen,
estudiar el efecto sobre los procesos celulares y moleculares involucrados en la
osteoblastogénesis

b) empleando cocultivos de monocito-osteoblastos estudiar el efecto del

tratamiento in vitro en la diferenciacion osteoclastica.

lll. Para investigar las interacciones ésea-vasculares, empleando medios
condicionados provenientes de células vasculares u éseas tratados in vitro con
Gen, estudiar el efecto sobre el crecimiento, la migracion celular y la

neovascularizacion
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ANIMALES

Se emplearon ratas Wistar hembras de las siguientes edades:
a) neonatas (1-5 dias de edad) para la obtencion de cultivo primario de
preosteoblastos (preOB)
b) jovenes (3-5 semanas) para la obtencién de cultivo primario de células
endoteliales (CE) y células musculares lisas vasculares (CMLV).
c) sexualmente maduras (4 a 6 meses), seniles (24 meses) y ovarectomizadas (OVX)
La seleccidn de las edades de los animales de los grupos a y b se fundamenta en que son
las que permiten obtener un mdaximo rendimiento en cantidad y calidad de células, para
cada estirpe celular, segun la experiencia previa de nuestro laboratorio.
Las ratas OVX, son ratas sexualmente maduras a las que se les remueve quirdrgicamente
ambos ovarios. Las ratas OVX se utilizan dos meses post cirugia. En estudios previos,
mediante colpocitologia, hemos demostrado que este tiempo es suficiente para inducir
hipoestrogenismo (Massheimer y col. 2002).
Los animales fueron alimentados con una dieta estandar para roedores, con suministro de
agua ad libitum y mantenidos en ciclo de doce horas de luz y doce horas de oscuridad.
Todos los ensayos con animales se realizaron en las instalaciones del Bioterio del
Departamento de Biologia, Bioquimica y Farmacia (BByF) de la Universidad Nacional del
Sur (UNS) vy los protocolos de trabajo fueron avalados por el Comité Institucional de

Cuidado y Uso de Animales de Experimentacion (CICUAE).
SISTEMAS EXPERIMENTALES

A. SISTEMA EXPERIMENTAL I: anillos de aorta

A.1. Obtencion de anillos de aorta

Los ratas (4-6 meses), OVX o seniles se sacrifican por dislocacion cervical, se remueve la
aorta tordcica y se coloca de inmediato en solucién fisioldgica estéril (Andersen y col.
1999). Se elimina el tejido conectivo y adiposo adyacente, y se corta en pequefios
segmentos en forma de anillo (1-3 mm de longitud). Con la finalidad de preservar la

viabilidad del tejido, se realiza todo el procedimiento hasta el momento del ensayo a 4°C.
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A.2. Tratamiento in vitro

Los anillos (AA) se colocan en 1 mL de medio de incubacidn, buffer D, cuya composicién
se detalla en la tabla 1. Se preincuban durante 30 min en bafio termostatico (Vicking,
modelo Dubnoff) a 37°C, con agitacidn continua. Se inicia el tratamiento con el agregado
de Ila isoflavona por los intervalos de tiempo correspondientes a cada ensayo
experimental. Paralelamente se procesa siempre un grupo control, que recibe solamente

el vehiculo en el cual se solubiliza Genisteina (Gen).

La solucidon de Gen se prepara por disolucion inicial en dimetilsulféxido (DMSO) (solucién
stock, 10 M) y posteriores diluciones en PBS (solucion de trabajo). La concentracidn final
de DMSO en los ensayos fue siempre inferior al 0.01%. Las soluciones de Gen empleadas
en todo los ensayos fueron siempre preparadas en el dia del experimento minutos antes
de comenzar el tratamiento.

En los ensayos en los que se utilizaron inhibidores o antagonistas, estos se agregaron al

medio de incubacion 1 hora antes de comenzar el tratamiento con Gen.

Buffer D
Concentracion final (mM)

NaCl 145
Hepes 10
Glucosa 10
KCl 5
MgSO, 1

CaCl, 1.2

pH final 7.4

Tabla 1. Composicion del buffer D
B. SISTEMA EXPERIMENTAL Il: cultivos celulares

Las CE, CMLV, pre-OB y monocitos (Mo) de rata fueron aisladas de diferentes tejidos de

origen como se visualiza en el Esquema 1.
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Esquema 1: Tejidos a partir del cual se aislan CE, CMLV, Mo y preOB
B.1. Cultivos primarios de CE y de CMLV

Se obtienen cultivos primarios de CE y CMLV mediante la técnica de explante a partir de
AA aislados de ratas Wistar jovenes de acuerdo a lo descripto en trabajos previos de
nuestro laboratorio (Cutini y col. 2012). Para este procedimiento, el quiréfano del Bioterio
(BByF—UNS) se esteriliza previamente durante 12 horas por irradiacion UV. Los animales
se sacrifican por dislocacion cervical, se les remueve asépticamente la aorta toracica y se
las sumerge en PBS (frio y estéril) para su traslado al laboratorio de cultivo celular. A partir
de este momento, el procesamiento se continta en el gabinete de seguridad bioldgica
(Telstar Bio-1I-A) ubicado en el Laboratorio de Cultivo Celular (BByF-UNS). Se elimina el
tejido conectivo y adiposo adherente, y la aorta se corta en pequefios segmentos en

forma de anillo de 2 mm de longitud. Los mismos se siembran en placas de Petri (NUNC)
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conteniendo DMEM sin rojo fenol suplementado con 20% de SFB, 2 mM de L-glutamina y
1.7 g/L de bicarbonato de sodio y antimicrobianos (60 ug/mL de penicilina, 10 pg/mL de
estreptomicina y 2.5 ug/mL de anfotericina-B). Los anillos se incuban a 37°C en atmdsfera
de 5% de CO, en un incubador metabdlico (Revco Habitat, Asheville, USA) con control
automatico de temperatura y CO,. Durante los primeros cinco dias de cultivo se liberan las
CE. Finalizado este periodo los anillos se transfieren a una segunda placa con DMEM
fresco suplementado con 10 % de SFB y antimicrobianos para ser incubados por otros
cinco dias. En esta etapa se obtiene un cultivo mixto de CE y CMLV por lo que se descarta.
Los anillos se transfieren nuevamente a una tercera placa en la que se los incuba durante
otros cinco dias, obteniendo de este modo un cultivo puro de CMLV. A los 15 dias de

iniciado el procedimiento los anillos finalmente se descartan (Esquema 2).

Tanto a los cultivos de CE como de CMLYV se les reemplaza el medio cada 72 horas hasta
alcanzar un crecimiento confluente (aproximadamente a la semana). Los cultivos se
repican previa tripsinizacidon controlada de 2 minutos a 37 °C (solucién tripsina-EDTA 0.05
mg/L-0.02 g/L) con posterior resiembra en una nueva placa con DMEM fresco
suplementado con 10 % de SFB y antimicrobianos. Se usaron cultivos de CE y de CMLV de

pasaje 2 a 5 para todos los experimentos.

La pureza de los cultivos de ambos tipos celulares (CE y CMLV) se establecid, tal como fue
descripto en trabajos previos de nuestro laboratorio, de la siguiente manera: a) la
morfologia que adoptan las células en cultivo, en el caso de las CE, se observa la
morfologia caracteristica de “empedrado” con grandes nucleos y formas redondeadas en
cultivos confluentes, mientras que las CMLV poseen forma cilindrica y alargada con
extremos ahusados; (b) a través de inmunohistoquimica se estudiod la presencia del factor
von Willebrand (FvW), del receptor del factor de crecimiento vascular 2 (VEGFR2) vy el
marcador CD34 en CE (Cutini y col. 2014)y la ausencia del FvW y la presencia de alfa actina
en CMLYV (sistema Dako Cytomation En Vision), y ¢) por la capacidad de las CE de sintetizar

NO (Bachetti y col. 2000).
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Esquema 2. Representacion esquematica del procedimiento para la obtencién de cultivos primarios de

CE y CMLV
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B.2. Cultivo de preOB

Los pre-OB se aislan a partir de calvaria de ratas neonatas segun lo descripto por D’Elia y
col. (D'Elia y col. 2013). Se elimina el tejido conectivo de los huesos del crdneo y se los
incuba con 4 mM PBS/EDTA a 37°C durante 10 min (dos periodos). El sobrenadante de
estas incubaciones se descarta. Las calvarias se lavan en PBS (tres veces) y se someten a
digestion en PBS con 200 Ul/mL de colagenasa durante 15 min (cinco periodos). Las
células liberadas durante la primera digestién se descartan, se colectan las liberadas
durante las subsiguientes, se centrifugan (10 min a 400 g) y se resuspenden en DMEM. Se
cultivan a 37°C en atmésfera de 5% de CO, en DMEM suplementado con SFB al 15% y
antimicrobianos (60 pg/mL de penicilina, 10 pg/mL de estreptomicina). Después de 24
horas de cultivo, el medio se reemplaza por DMEM fresco conteniendo SFB al 10% vy se las
cultiva hasta alcanzar el 80% de confluencia (Esquema 3). Los preOB se tripsinizan y se
congelan en DMEM con 10% DMSO-SFB.

Para inducir diferenciacion es necesario repicar las células y el medio se suplementa con

0.05 g/L de acido ascorbico y 10 mM de B-glicerolfosfato (DMEM-D) con SFB al 1%.
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Esquema 3. Representacion esquematica del procedimiento para la obtencion de cultivos primario de

pre-OB a partir de calvaria de rata mediante digestion enzimatica
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B.3. Cultivo de Mo

Las células mononucleares se aislan por gradiente de densidad (Ficoll-Paque Plus) a partir
de sangre entera obtenida por puncién intracardiaca de ratas adultas (4-6 meses). La
sangre entera heparinizada se diluye con PBS (1:1), se siembra cuidadosamente sobre el
Ficoll-Paque Plus y se centrifuga a 400 g 40 min. Se colecta inmediatamente la interfase
gue contiene células mononucleares, se lava con PBS 1X y se centrifuga 10 min a 100 g (2
veces). Se verifica la viabilidad por la técnica de exclusién Azul de Tripan. Los Mo se aislan
por la capacidad de adherirse al plastico. Las células mononucleares se resuspenden en
DMEM-SFB al 10% y se colocan en placas de Petri (2x10° células/mL) durante 1 hora a
37°C para permitir la adhesién de los Mo. Se elimina el sobrenadante y las células
adheridas se incuban durante 15 minutos en PBS-EDTA 10 mM, para eliminar las células
adheridas inespecificamente. Se elimina el PBS-EDTA y se lavan las placas con PBS 1X. Los
Mo se cultivan en DMEM conteniendo 10% de SFB, 60 mg/mL de penicilina y 100 mg/mL
de estreptomicina durante 72 horas. Al momento del ensayo los Mo se levantan con la
ayuda de un scraper, se suspenden en DMEM con 10% SFB (Esquema 4) y se cuenta el

numero absoluto de Mo usando un contador automatizado.
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B.4. Cocultivo de Mo-OB

Se siembran OB en placas de 96 pocillos con una densidad de 1000 células/0.1 mL de
DMEM, suplementado con SFB al 10% (v/v) y antibioticos. Después de 2 dias, cuando las
células alcanzan el 50% de confluencia, se afiaden a cada pocillo 500 Mo/0.1 mL en DMEM
con 10% SFB (v/v). El progreso de los cocultivos se monitorea por microscopia Optica

empleando un microscopio invertido con contraste de fase (Nikon TS100).

B.5. Induccidn a transdiferenciacion de CMLV

La inducciéon a transdiferenciacion osteogénica de las CMLV se realiza de acuerdo a lo
descripto por Kanno y col. (Kanno y col. 2008). Las células se siembran en placas de 24
pocillos y se cultivan durante 27 dias en DMEM suplementado con B-glicerofosfato 10 mM
y CaCl; 4 mM (medio osteogénico: DMEM/BGP+Ca). El medio osteogénico se reemplaza

por medio fresco cada 3 dias.

B.6. Tratamientos in vitro de los cultivos celulares

Las monocapas de células (CE, CMLV, OB y Mo) se incuban en los respectivos medios de
cultivo hasta alcanzar el 60-90% de confluencia. Para los tratamientos el medio de cultivos
se reemplaza por medio fresco que contiene 1% SFB. El tratamiento se inicia por el
agregado de Gen por los intervalos de tiempo correspondientes a cada ensayo
experimental. En todos los ensayos se procesa siempre un grupo control, que recibe
solamente el vehiculo. En los casos en que se requiere sincronizar las células, las mismas
se privan de suero durante 24 horas, reemplazando luego con DMEM fresco
suplementado con 1% de SFB, medio en el cual se realizan los tratamientos
correspondientes con la isoflavona.

En los ensayos en los cuales se emplean inhibidores y antagonistas, estos se agregan al
medio de cultivo 1 hora antes de comenzar el tratamiento con Gen.

Las soluciones de Gen empleadas en todos los ensayos se preparan siempre el dia del

experimento, minutos antes de comenzar el tratamiento.
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B.7. Viabilidad celular: tincion con Azul de Tripan

Para determinar la viabilidad celular, las CE, CMLV, Mo o OB se lavan con PBS 1X, se
tripsinizan y se resuspenden en DMEM 10% SFB para evitar la protedlisis. El método de
exclusién del colorante Azul Tripan se fundamenta en que solamente aquellas células
muertas (no viables) van a incorporar el colorante (Harold y col. 1992). Se colecta 100 pL
de la suspensién de células y se mezcla con 100 pL de una solucion 0.4% (m/v) del
colorante. Se realiza el recuento en cdmara de Neubauer de las células que incorporaron
el colorante. Finalmente se determina la cantidad de células viables presentes en la
suspension llevando a cabo el siguiente célculo:

N° de células viables/mL=promedio de células contadas por cuadrante x 10* x factor de

dilucion.

B.8. Ensayos con medios condicionados

B.8.i. Obtencion de medio condicionado de CE

Los cultivos de CE a 90 % de confluencia se lavan dos veces con PBS y se incuban con
vehiculo o Gen en DMEM con SFB al 1% (v/v), durante 30 min a 37°C. Se colecta el medio
de incubacidn el cual se adiciona al cultivo de OB para los ensayos correspondientes. En la
seccion resultados (capitulo 3) se utilizan las siguientes siglas:

MCCE: medio condicionado proveniente de CE control
MCCE-Gen: medio condicionado de CE tratadas con Gen

B.8.ii. Obtencién de medio condicionado de OB

Cultivos de OB con un 90 % de confluencia se lavan dos veces con PBS y se exponen a Gen
o vehiculo durante 24 horas a 37°C en DMEM con SFB al 1% (v/v). Se colecta el medio de
incubacién y se adiciona al cultivo de CE para los ensayos correspondientes. En la seccién
resultados (capitulo 3) se utilizan las siguientes siglas:

MCOB: medio condicionado proveniente de OB control

MCOB-Gen: medio condicionado de OB tratados con Gen
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C. SISTEMA EXPERIMENTAL lll: ensayos ex vivo

C.1. Aislamiento de aortas

Los animales (3-5 semanas) se sacrifican por dislocacion cervical, se remueve la aorta
tordcica, se elimina el tejido conectivo e inmediatamente se coloca en solucién fisioldgica
a 4°C con la finalidad de preservar la viabilidad del tejido. Las aortas enteras (Ao) se

usaron dentro de las dos horas posteriores a su aislamiento.

C.2. Tratamiento

Se realiza un tratamiento continuo durante 14 dias de incubacién de los explantes en
DMEM con 10% SFB. La Gen se agrega a las concentraciones requeridas para cada ensayo
en cada cambio de medio (cada tres dias). En todos los ensayos se procesa siempre un
grupo control, que recibe solamente el vehiculo. Las soluciones de Gen empleadas en
todos los ensayos fueron siempre preparadas en el dia del experimento, minutos antes de
comenzar el tratamiento. Las Ao se tiflen con nitrato de plata, para revelar las areas de

calcificacion o se descalcifican con acido nitrico (0.6 N) por 24 horas.

ENSAYOS REALIZADOS Y METODOLOGIA EMPLEADA

1. Medicidn de la produccion de 6xido nitrico

La determinacién de la produccién de NO se realiza en forma indirecta midiendo la
produccién de nitritos (NO,’), uno de los dos productos primarios estables y no volatiles
del NO, empleando el método espectrofotométrico de Griess (Griess 1879; Kleinbongard
y col. 2002). El fundamento de la reaccién quimica se basa en que los nitritos reaccionan
en forma secuencial con el reactivo de Griess (acido sulfanilico y demetil-a-naftilamina
0.1%) para formar un diazo compuesto coloreado cuya intensidad de color se determina a

520 nm.
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1.1. Enanillos de aorta

Los AA obtenidos como se describe en la seccidon 2.1, fueron usados dentro de las dos
horas posteriores a su aislamiento. Estd demostrado que dentro de las primeras dos horas
se mantiene el 100% de su viabilidad comprobada por su capacidad de responder al
agonista natural del tejido vascular acetilcolina, segin lo descripto previamente en
nuestro laboratorio (Selles y col. 2001). El tratamiento se detiene tomando alicuotas de
400 pL del medio de incubacidon (por duplicado) las que se hacen reaccionar
secuencialmente con los reactivos de Griess A y B (Laboratorios Britania, Argentina). La
reaccion consiste en el agregado sucesivo de 40 uL del reactivo “Griess A” (solucion
acética de acido sulfanilico al 1%) y 40 uL del reactivo “Griess B” (solucion acética de
dimetil-a-naftilamina 0.1%). Se incuba durante 5 minutos a temperatura ambiente, y se
mide la absorbancia a 520 nm de longitud de onda en un lector de placa Synergy-HT
(Biotek). El desarrollo de color es estable por mas de 30 minutos. La concentracién de
nitritos en las muestras se determina empleando una curva estdndar realizada en la
misma matriz de las muestras (buffer D). Paralelamente, los AA se disuelven en NaOH 1 N
y se determina el contenido proteico empleando el método de Lowry (Lowry y col. 1951).

Los resultados de produccion de NO se expresaron como nmol NO/mg de proteina.

1.2. En cultivos de CE

Las CE se siembran en placas de 24 pocillos con una densidad de 4x10* células/pocillo en 1
mL de medio de cultivo (DMEM) suplementado con 10% de SFB. Se permite desarrollar el
crecimiento celular hasta alcanzar una confluencia del 60-90%. Luego del tratamiento con
la isoflavona durante el periodo de tiempo correspondiente, se toman alicuotas de 400 plL
del medio sobrenadante, las cuales se hacen reaccionar con los reactivos A y B de Griess
como se describe en la seccidon 5.1. Se mide la absorbancia a 520 nm en un lector de
microplacas (Biotek Synergy-HT) y la concentracion de nitritos en las muestras se
determina empleando una curva estandar de nitritos. Las células se disuelven en NaOH 1
N vy luego se determina el contenido de proteinas por el método de Lowry. Los resultados

se expresan como nmoles NO/mg de proteinas.
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2. Proliferacion celular

2.1. Ensayode MTT

La proliferacién celular se evalua mediante el ensayo de conversién de MTT (bromuro de
3- (4,5-dimetiltiazolil-2) -2, 5-difeniltetrazolio) (Toledo-Piza y col. 2013). El MTT es un
compuesto perteneciente a la familia de sales de tetrazolio. El fundamento del método se
basa en que el MTT por accién de las deshidrogenasas mitocondriales genera NADH y
NADPH. Estas coenzimas reducidas convierten el MTT en una sal insoluble en medio
acuosa (formazano) de color violeta. Para cuantificarlo se disuelve en un solvente
orgdnico, como DMSO.

Las CE se siembran en placas de 96 pocillos en DMEM suplementado con SFB al 10% (v/v)
y se dejan crecer hasta una confluencia del 60-90%. Las células se sincronizan con DMEM
deprivado de suero durante 24 h, y se exponen a Gen o vehiculo (control) en DMEM
fresco conteniendo SFB 1% (v/v) por el tiempo requerido para cada ensayo. Después del
tratamiento, se retira el medio y se afiade a cada pocillo solucién de MTT (5 mg/mL)
seguido de incubacidn durante 4 horas a 37°C. Inmediatamente después, el sobrenadante
se retira cuidadosamente, los cristales de formazano intracelulares resultantes se
disuelven en DMSO y se mide el valor de absorbancia a 550 nm en un lector de
microplacas (Biotek Synergy-HT). La absorbancia (Abs.) es directamente proporcional al

numero de células proliferantes.

2.2. Inmunocitoquimica diferencial: DAPI/Texas-Red

Las CMLYV se cultivan en placas para inmunofluorescencia con fondo dptico de 96 pocillos
(NUNC) hasta alcanzar 60-90% de confluencia, se lavan dos veces con PBS y se fijan con
paraformaldehido al 2% (v/v) en PBS durante 15 minutos. Luego, las células se
permeabilizan con Triton X-100 al 0.1% (v/v), se lavan con PBS durante 10 minutos y se
incuban con 1% de albumina durante 1 hora para evitar la unidn inespecifica de
anticuerpos. Se adiciona Texas Red-phalloidin (Sigma-Aldrich) que se une a las proteinas

del citoesqueleto (F-actina). Los nucleos celulares se visualizan por la marcacién con 4,6-
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diamidino-2-fenilindol (DAPI; Sigma-Aldrich) que se une fuertemente a zonas ricas en
timina y adenina en la secuencia del ADN. La inmunofluorescencia fue visualizada usando

un microscopio Olympus BX41 y acoplado con una cdmara digital (Olympus QColor 3).

3. Produccion de VEGF

Para estudiar el efecto de Gen en la produccion de la proteina VEGF por CE, se utilizd un
inmunoensayo ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, Sigma-Aldrich) de disefio
sandwich no competitivo. Teniendo en cuenta que la expresion de VEGF se induce en
condiciones de hipoxia, se usé el CoCl, como control positivo de su sintesis puesto que es
un inductor del factor inducible por hipoxia HIF-1. El procedimiento consta de varias
etapas: l-agregado de muestras a los pocillos conteniendo el anticuerpo primario anti
VEGF inmovilizado; 2- lavado de los pocillos y agregado del anticuerpo secundario
biotinilado especifico anti-VEGF; 3-lavado para eliminar anticuerpo biotinilado no unido y
agregado de estreptavidina conjugada con la peroxidasa; 4- lavado y agregado del sustrato
(TMB) de la peroxidasa vy, 5- lectura de la intensidad del color a 450 nm un lector de
microplacas (Biotek Synergy-HT). El desarrollo de color es proporcional a la cantidad de
proteina unida. En paralelo se procesa una curva de calibrado con diluciones estdndar de

VEGF. Los resultados se expresaron en pg VEGF/mL.

4. Migracion celular

La movilizacion de las células se estudia usando dos procedimientos diferentes:

a) eliminando una hemicapa de células de cada pocillo

b) realizando en la zona central de cada pocillo un corte longitudinal a lo largo de la
monocapa de células

Para esto, 3x10° células/mL se siembran en placas de 48 pocillos (NUNC) con DMEM que
contienen SFB al 10% (v/v). Después de alcanzar 90% de confluencia, las células se privan
de suero durante 24 horas y se levantan con la ayuda de un scraper o la punta de un tip.
Seguidamente, se realizan dos lavados con PBS para eliminar las células removidas. Se

agrega medio DMEM fresco suplementado con 1% de SFB. Se realiza el tratamiento con
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Gen correspondiente y se cultiva a 37°C hasta finalizar el ensayo. Las células se fijan con
metanol durante 7 minutos y tifien con Giemsa (20 min). La migracion celular se cuantifica
por recuento del nimero de células que se movilizan al drea denudada. Se cuentan al
menos siete campos microscépicos de cada condicion experimental y se calcula el
promedio del nimero de células por campo. Las fotografias fueron registradas utilizando
una camara digital (Nikon D3100) acoplada a un microscopio dptico NikonTS100F. Los

resultados se expresan como el nimero de células migrantes por campo (Esquema 5).

1) Sembrar 3x10’ células por placa

4

2) Cultivar en DMEM hasta 90% confluencia y privar de SFB por 24 horas
3) Remover una hemicapa celular 3) Remover una franja media a lo largo de

@ @ la monocapa celular

Area denudada
4) Lavar para eliminar células no adheridas

5) Tratar con Genisteina y cultivar a 37°C

==

6) Fijar y tefiir con Giemsa

7) Observar al microsconio

Esquema 5. Ensayo de migracion por reparacion de herida
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4.1. Tincion con Giemsa

Se descarta el medio de cultivo de las células y se fijan con metanol durante 7 minutos.
Luego de descartar el alcohol se deja secar completamente al aire. Se agrega la solucién
de Giemsa (diluida 1:20 con agua destilada desionizada) durante 20 minutos con agitacion
suave. Se elimina el colorante, se lava exhaustivamente para eliminar el exceso de

colorante y se seca a temperatura ambiente.

5. Fragmentacion de ADN

Se utiliza un ensayo de fragmentacion de ADN con posterior visualizacion en geles de
agarosa. Se utilizan CE (90% de confluencia) cultivadas en placas de 60 mm de diametro
(NUNC). Las células se incuban en 5 mL de DMEM suplementado con 1% de SFB. Como
inductor de apoptosis se emplea al perdoxido de hidrogeno (H,0,). Las CE se trataron con
Gen 10 nM por 24 horas en presencia o ausencia de H,0, adicionado en las ultimas 18
horas de tratamiento. Finalizado el tratamiento, se extrae el ADN empleando una mezcla
de solventes (fenol:cloroformo:alcohol isoamilico; 25:24:21). Se separa por electroforesis
en gel de agarosa al 1% (m/v), se introduce el gel de agarosa en la cubeta de electroforesis
con el tampdn TAE y hacer pasar una corriente de 10 V/cm de gel. Se deja el tiempo
necesario para que el frente migre hasta el final del gel. Después se tifie el gel con
bromuro de etidio (10 mg/ml) durante 10 min., se pasa el gel a una cubeta de agua para
retirar el exceso (2 min.) y finalmente las bandas se visualizaron utilizando un
transiluminador de luz UV (UVP M-15E, Upland, USA) (Ohtsuka y col., 2006). Se obtienen

fotografias de los geles utilizando una cdmara digital (Nikon D3100).

6. RT-PCR

Las células se cultivan en DMEM (SFB al 10%) hasta un 90% de confluencia. Las monocapas
se privan de suero durante 24 horas y luego se tratan con Gen. La extraccién total de ARN
celular y la obtencion del cDNA se realiza empleando un kit comercial Superscript Il Cells

Direct de acuerdo con las instrucciones del fabricante. EI ADN complementario se
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amplifica mediante PCR utilizando un termociclador programado (Biometra Uno II,
Biometra, Gottingen, Alemania). Los ciclos de PCR fueron los siguientes: ICAM-1 (95°C, 3
min, 94°C, 60 s, 64°C, 60 s, 72°C, 60 s, 72°C, 7 min, 32 ciclos). La secuencia de los
cebadores fueron las siguientes, directa: 5'-CTG CAG AGC ACA AAC AGC AGA G-3, inversa:
5-AAG GCC GCA GAG CAA AAG AAG C-3"(Campelo y col. 2012). TNAP (95°C, 3 min, 95°C,
60 sec, 63°C, 60 sec, 72°C, 60 sec, 72°C, 7 min, 35 ciclos). Las secuencias de los cebadores
fueron las siguientes, directa: 5'-TGG ACG GTG AAC GGG AGA AC-3', inversa: 5'-TGA AGC
AGG TGA GCC ATA GG-3' (Lomashvili y col. 2008). ERa (94°C, 3 min, 94°C, 60 s, 62°C, 60 s,
72°C, 60 s, 72°C, 7 min, 32 ciclos). Las secuencias de cebadores fueron las siguientes,
directa: 5'-AAT TCT GAC AAT CGA CGC CAG ', inversa: 5'-GTG CTT CAA CAT TCT CCC TCC
TC-3". ERB (94°C, 3 min, 94°C, 60 s, 61°C, 60 s, 72°C, 90 s, 72°C, 7 min, 26 ciclos). Las
secuencias de cebadores fueron las siguientes, directa: 5'-TTC CCG GCA GCA CCA GTA
ACC-3 ', inversa: 5'-TCC CTC TTT GCG TTT GGA CTA -3' (Smith y col. 2011). BMP2 (95°C, 3
min, 95°C, 60 s, 60°C, 60 s, 72°C, 60 s, 72°C, 7 min, 32 ciclos). Las secuencias de cebadores
fueron las siguientes, directa: 5'-CAG AGC TCC AGA TTT TTC GG-3’, inversa: 5'-CTG GAC
TTA AGA CGC TTC CG-3' (Lu y col. 2011). Factor de transcripcion Runx2 (95°C, 3 min, 95°C,
60 s, 60°C, 60's, 72°C, 60 s, 72°C, 7 min, 32 ciclos). Las secuencias de cebadores fueron las
siguientes, directa: 5'-GTT ATG AAA AAC CAA GTA GCC AGG T-3 ', inversa: 5'-GTA ATC TGA
CTC TGT CCT TGT GGA T-3' (Park y col. 2012). La expresion del gen gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH) se usa como control de expresion y fue corroborado para
cada conjunto de experimentos de RT-PCR (cebador directo: 5'-TCC CTC AAG ATT GTC AGC
AA-3 ', cebador inverso: 5'-AGA TCC ACA ACG GAT ACA TT-3'; pasos de amplificacién: 95°C,
3 min, 94°C, 30 s, 53°C, 30 s, 72°C, 45 s, 72°C, 7 min, 35 ciclos). También se procesaron
controles negativos (reaccién de PCR sin muestra). Los productos de amplificacién se
resolvieron mediante electroforesis en geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio. La
densidad de cada banda en el gel de RT-PCR se cuantificé utilizando el software Imagel
(version 1.43 c, NIH, Rasband). El ARNm en cada muestra se normaliza frente al ARNm de

GAPDH.
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7. Citometria de flujo

Las muestras de sangre fresca se tratan con el vehiculo o con Gen durante 24 horas.
Cuando se empled LPS el tratamiento se realizd solo por 2 horas (LPS control) o se
adiciona durante las 2 ultimas horas del tratamiento con Gen para la condicién Gen+LPS
(37°C en atmodsfera de CO, al 5%). Se utilizaron anticuerpos monoclonales fluoresceinados
contra las siguientes proteinas: CD11b (PE), CD11c (PE), CD18 (PE), CD14 (APC) y CD45
(PerCP). Se marcaron alicuotas de sangre (100 uL) con el correspondiente panel de
anticuerpos durante 30 minutos en oscuridad a temperatura ambiente, luego se lava dos
veces con solucion salina (PBS). Posteriormente se lisan los gldbulos rojos, por el agregado
de solucidn de lisis comercial (BD Biosciences, San José, CA, EE.UU.) durante 10 min a
temperatura ambiente. Las células se adquieren con un citdmetro de flujo FACS Canto Il
(Becton Dickinson, EE.UU.) y se analizan usando el software Infinicyt 1.6. La positividad de
cada marcador evaluado se determina mediante la intensidad media de fluorescencia
(IFM) comparada con los controles de isotipo de cada anticuerpo usado. Los linfocitos, Mo
y granulocitos se identifican segun los niveles de expresion del CD45, y las caracteristicas
de dispersion frontal y lateral (FSC/SSC, respectivamente). Los Mo se identifican por su
marcador especifico, el CD14, y sobre esa poblacién de Mo se analiza la expresiéon de

CD11b, CD11cy CD18 (Wu y col. 2009).

8. Actividad de la enzima fosfatasa alcalina

La actividad de la enzima fosfatasa alcalina (FAL) se mide empleando un kit comercial
(Wiener lab. Argentina) de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Kanno y col.
2008). La actividad de la enzima se determina usando como sustrato el p-nitrofenilfosfato
(p-NFF). La FAL hidroliza al p-NFF (incoloro) produciendo fosfato y p-nitrofenol a pH 9.8. La
velocidad de aparicion del p-nitrofenol (amarillo), es proporcional a la actividad
enzimatica de la muestra.

Después del tratamiento, se elimina el medio de cultivo, se lavan las células con PBS 1Xy

se permeabilizan usando 100 uL Tris-Tritén 0.1% en PBS (10 min) a 37°C. Se agrega 50 plL
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de sustrato seguido de una incubaciéon de 10 min a 37°C. Posteriormente se adiciona el
reactivo de color y se cuantifica a 520 nm. El contenido de proteinas se mide por el
método Lowry (Lowry y col. 1951), se agrega NaOH (1N) para lisar las células, a partir de
una alicuota de 250 uL de la muestra se determina proteinas por colorimetria. Los

resultados se expresan en Ul x 10 /mg de proteina.

9. Estudio de la matriz extracelular:

9.1. Niveles de colageno: tincidon con Rojo Sirio

La presencia de coldgeno en la matriz extracelular se analiza mediante tincidn con Rojo
Sirio. El colorante empleado se disuelve en &acido picrico acuoso saturado a una
concentracién de 100 mg/100 mL. La solucién de Bouin (fijador) se prepara mezclando 15
mL de 4cido picrico acuoso saturado con 5 mL de formaldehido al 35% y 1 mL de acido
acético glacial.

Las células se lavan exhaustivamente con PBS antes de fijarlas con 1 mL de solucién de
Bouin durante 1 hora. El fijador se elimina y las células se lavan por inmersidén en agua
durante 15 minutos. Las placas de cultivo se secan al aire. Se anade 1 mL de solucion del
colorante Rojo Sirio durante por 1 hora bajo agitacidén suave. El colorante se elimina y se
lava exhaustivamente con agua para eliminar el exceso de colorante. Se obtienen fotos de
campos representativos de los cultivos tefiidos usando una camara digital (Nikon D3100)
acoplada a un microscopio éptico (NikonTS100F). Se adiciona NaOH (1N) para solubilizar el
colorante. Los niveles de colageno se determinan midiendo la absorbancia a 550 nm en un
lector de microplacas (Biotek Synergy-HT). Los resultados se expresan como Abs./mg de

proteinas (Tullberg-Reinert y col. 1999).

9.2. Mineralizacion
9.2.i. Cuantificacion espectrofotométrica del contenido de calcio

Las matrices se descalcifican con HCl 0.6 mol/L durante 24 horas, y el contenido de calcio

en el sobrenadante se analiza por espectrofotometria usando el método de o-
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cresolftaleina complexona (Wiener lab, Argentina). Se mide absorbancia a 550 nm en un
lector de microplacas (Biotek Synergy-HT). Luego de la descalcificacién, las células se lavan
con PBS, se solubilizan con NaOH (1 N) y se mide el contenido proteico mediante el

método de Lowry. Los resultados se expresan como pg Ca/mg de proteina.

9.2.ii. Tincion con Rojo de Alizarina

Se analiza la presencia de nddulos calcificados mediante tincién Roja de Alizarina (Viale-
Bouroncle y col. 2014). Finalizando el tratamiento, las células se fijan en
paraformaldehido al 4% durante 10 min. Las células se tifien con solucidén de Rojo de
Alizarina 2% durante 30 minutos a temperatura ambiente y se lavan con agua destilada la
cantidad de veces necesarias para eliminar residuos del colorante. Las placas de cultivo
tefiidas se fotografian utilizando una cdmara digital (Nikon D3100) acoplada a un
microscopio optico NikonTS100F. Se adiciona NaOH (1N) para solubilizar el colorante y se
mide el contenido proteico mediante el método de Lowry. Los niveles de calcio se
determinan midiendo la absorbancia 560-590 nm en un lector de microplacas (Biotek
Synergy-HT). Los resultados se expresan como Abs./mg de proteinas (Tullberg-Reinert y

col. 1999).

10. Tincion de nitrato de plata

Se analiza la presencia de depdsito de calcio en el tejido intacto. Las aortas obtenidas
como se especifica en el punto C.1 se lavan 3 veces con PBS y se fijan con formol al 10%
por 20 minutos a -4°C. Se elimina el formol con varios lavados con agua, se adiciona
nitrato de plata al 5% por 30 minutos en presencia de UV (o luz del dia). Los iones plata de
la solucién de nitrato de plata reaccionan con los iones fosfato en los depdsitos
almacenados y desplazan los iones calcio. Debido a una fuerte accidn de la luz, estos iones
plata son reducidos a plata metalica (depdsitos negros), la cual es evaluada de forma
microscopica. El exceso de nitrato de plata se elimina lavando con agua 3 min. Se agrega

tiosulfato de Na por 5 minutos a temperatura ambiente para que los depdsitos de plata se
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fijen y estabilicen. Se lava con agua 1 min. y se toman fotografias de las Ao utilizando una

camara digital (Nikon D3100).

11. Tincion TRAP

Los cocultivos Mo-OB se incubaron durante 21 dias en presencia o ausencia de Gen. Los
OC derivados de Mo fueron revelados por tincidon de fosfatasa acida tartrato resistente
(TRAP) usando un kit comercial (Sigma-Aldrich) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Las células se lavan con agua destilada y se fijan con la solucién de fijado
(citrato:acetona:formaldehido) por 30 segundos. Las células se incuban en la solucién con
naftol 37°C 1 hora en oscuridad. Se lava con agua a 37°C y se adiciona hematoxilina por 2
minutos. Se lava repetidas veces y se seca al aire. Se procesa en paralelo un control
negativo de la tincion. La fosfatasa acida hidroliza el naftol fosfato generando depdsitos
insolubles de tinte pardo-rojizo. Las células TRAP positivas se identifican como aquellas
gue contienen en el citoplasma granulos de color pardo-rojizos. Se cuentan las células
multinucleadas positivas para TRAP y los resultados se expresan como OC/campo. Las
imagenes se obtuvieron utilizando una cdmara digital (Nikon D3100) acoplada a un

microscopio éptico NikonTS100F.

12. Angiogénesis: formacion de capilares 3D a partir de AA

Los AA se aislan de ratas Wistar jovenes, como se describe previamente en la seccion A.1.
Los anillos se examinan bajo un microscopio de diseccion para asegurar la uniformidad en
su tamafo. Se mantienen en placas Petri con DMEM suplementado con SFB 10% (v/v), 60
pug/mL de penicilina, 10 pg/mL de estreptomicina, 2.5 pg/mL de anfotericina-B, 2 mM L-
glutamina y 1.7 g/L de bicarbonato de sodio, a 37°C en atmédsfera de CO; al 5% hasta su
siembra sobre la matriz de coldgeno (dentro de las 2 horas posteriores a su obtencidn).
Después de lavar con DMEM libre de suero, los AA se siembran sobre la matriz de
colageno (1.3 mg/mL), se incuban 15 dias a 37 °C en atmdsfera de CO; al 5%. El medio se

reemplaza con medio fresco dos veces por semana. Los AA se trataron en forma continua
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con Gen, MCOB o vehiculo durante 15 dias. La cuantificacién del desarrollo de tubulos
alrededor del anillo se realizé usando el programa Imagel, siguiendo los siguientes pasos:
1. Tomar fotografias de cultivos de anillos adrticos con un aumento de 40x en microscopio
de campo claro, 2. Utilice "Archivo> Abrir" la imagen a analizar con ImagenJ, 3. Con la
herramienta linea recta, trace una linea en la imagen correspondiente a una distancia
conocida en mm. Seleccione la casilla de verificacion "Global" para que la escala se
transfiera a todas las fotografias posteriores. 4. Seleccione "Analizar> Establecer escala" e
ingrese la distancia correspondiente de la linea en el cuadro "Distancia conocida". indica el

unidad de medida (mm) y haga clic en Aceptar. (Aplin y col. 2011).

12.1. Obtencidn de colageno

Se empled una adaptacién del protocolo de Bell y col. (Bell y col. 1979). Se utilizan 5 colas
de rata Wistar (4-6 meses) que se almacenan a -70°C hasta su utilizacion. Las colas se
descongelan en etanol al 70% por 20 min. Empleando un bisturi se disecta la piel, se
separan los tendones y se cortan en pequefios fragmentos que se sumergen en 150 mL de
acido acético (1:1000, acido acético:agua). Se almacena a 4°C por 48 horas, tiempo
suficiente para que los tendones se hidraten totalmente, obteniendo una solucién de
consistencia viscosa. La solucion se centrifuga 2 horas a 1000 g. El sobrenadante se filtra y
se almacena a 4°C, como solucién de coldgeno cruda. El coldgeno crudo se mezcla con
NaOH (0.1N) en una proporcion 6:1 (colageno:NaOH) para neutralizar el acido acético y se
centrifuga a 400 g por 10 min. Se elimina el sobrenadante, se recupera el colageno
precipitado y se resuspende en acido acético (1:1000, acido acético:agua). La solucidn se
filtra, el colageno refinado se liofiliza por 3 dias en un equipo liofilizador (Martin Christ
Alpha 2-4 LD plus). El coldgeno utilizado en cada ensayo se pesa y se rehidrata el dia del
experimento. Las mallas se preparan con: 8 voliumenes de la solucién de colageno (1.3

mg/mL), 1 volumen de DMEM 10X y 1 volumen de 24.3 mg/mL de NaHCOs.
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ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados presentados fueron obtenidos a partir de tres/cuatro experimentos

independientes llevados a cabo con distintos lotes de animales y distintos cultivos
celulares, donde cada condicion experimental individual se realiza por cuadruplicado (n =
4). Todos los datos se presentan como media + desvio estdndar. Las comparaciones entre
dos medias se realizan utilizando la prueba test t-Student (Snedecor y col. 1967). Para
comparaciones multiples se emplea ANOVA de una o dos vias, seguido de la prueba de
diferencia minima significativa de Fisher. Los valores de p inferiores a 0.05 se consideraron

estadisticamente significativos.
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CAPITULO 1: SISTEMA VASCULAR

Como se describe en la introduccion, frente a la injuria en el sistema vascular se
activan distintos procesos moleculares y celulares que participan en la génesis y
progreso de la lesion vascular, como asi también otros que contribuyen a la
reparacion. En este capitulo se presentan los resultados obtenidos de nuestros
estudios sobre la producciéon endotelial de vasoactivos, la sintesis del factor
angiogénico VEGF, el crecimiento y muerte celular, y la interaccion Mo-CE. A nivel de

CMLYV, la proliferacién y migracidn celular, y su cambio de fenotipo a linaje éseo.

Las dosis de Gen seleccionadas para todos ensayos se establecieron en base a
resultados preliminares de nuestro laboratorio y a los datos bibliograficos publicados
en el tema. Nuestro modelo experimental incluyd AA (sistema celular formado por los
dos tipos principales de células vasculares: CE y CMLV) y cultivos celulares primarios de

CE y CMLV obtenidos a partir de explantes de aorta de rata.

1.1. Efecto de Gen sobre la produccion de NO en AA

Iniciamos nuestros estudios evaluando el efecto de Gen sobre la producciéon de NO en
animales normo e hipoestrogénicos. Para ello, se emplearon AA aislados de ratas
hembras jévenes, OVX, seniles tratadas in vitro con Gen. La Figura 16 muestra que 20
min. de tratamiento con Gen 10 nM, estimuld la produccién de NO en todos los
modelos estudiados, con una magnitud de incremento de 24.1% en ratas seniles,
50.0% en ratas OVXy 114.0% en ratas jévenes (% sobre cada control).

Con el propésito de estudiar el efecto directo de Gen sobre CE, a partir de aqui se
emplearon cultivos celulares primarios. Este sistema experimental posee la ventaja
que permite disefiar un mayor nimero de condiciones experimentales con un mayor

numero de réplicas, reduciendose asi el nUmero de animales empleados.
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Figura 16. Produccion de NO en AA tratados con Gen

Los AA aislados de ratas hembras jovenes, OVX, seniles, fueron incubados en medio D y
tratados con Gen 10 nM durante 20 minutos. La produccién de NO liberado al medio se midié
mediante la técnica de Griess como se describe en Metodologia. Las resultados corresponden
el promedio + desvio estandar de cuatro experimentos independientes donde cada condicién

se procesd por cuadruplicado (n=4). 'p<0.05, 'p<0.01 respecto al valor de cada control.

1.2. Estudio de la accion de Gen en CE

Teniendo en cuenta los resultados de la Figura 16, se estudié la capacidad de la
isoflavona de estimular la sintesis de NO en CE. Los cultivos se trataron con Gen 10 nM
a dos tiempos de tratamiento (5 y 15 minutos). Como se observa en la Figura 17, el
tratamiento aumentd significativamente la produccién NO a los dos tiempos

ensayados con una magnitud del 44.0y 29.6 % sobre el control, respectivamente.
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Figura 17. Produccion de NO en CE

Las CE en cultivo confluente incubadas en DMEM suplementado con 1% de SFB fueron
tratadas durante 5 y 15 minutos con Gen 10 nM. La produccién de NO se midié mediante la
técnica de Griess. Los resultados corresponden al promedio + desvio estandar de cuatro
experimentos independientes donde cada condicién se procesd por cuadruplicado (n=4).

"p<0.01 respecto al valor de cada control.

Evaluamos si la accién estimulatoria de Gen sobre la produccidon de NO es dependiente
de la participacion del RE. Para ello, se selecciond el compuesto 1CI182780, antagonista
del RE. La concentracién usada se basdé en los resultados previos de nuestro
laboratorio (Massheimer y col. 2006). Se procedid a preincubar las CE con ICI182780 (1
pUM) durante 1 hora, y luego de realizar un cambio de medio, los cultivos se trataron 5
minutos con Gen 10 nM. Como se observa en la Figura 18, la presencia de 1CI182780
anulé completamente el estimulo del FE sobre la produccién de NO, sugiriendo la

participacién del RE en la accién de Gen sobre la sintesis del vasoactivo.
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Figura 18. Efecto de 1C1182780 sobre la sintesis de NO inducida por Gen

Las CE en cultivo confluente fueron preincubadas durante 60 minutos con ICI182780 1 uM e
inmediatamente después se trataron con Gen 10 nM durante 5 minutos. La produccién de NO
se midid segun se describe en Metodologia. Los resultados corresponden al promedio + desvio
estandar de cuatro experimentos independientes donde cada condicidon se procesd por

cuadruplicado (n=4). ~"p<0.01 respecto al control.

La homeostasis vascular no solo depende de la capacidad de generar vasoactivos, sino
de la regulacién de los procesos de crecimiento celular y de mantenimiento de las
caracteristicas fenotipicas de las células vasculares.

Es por ello qgue comenzamos evaluando el crecimiento celular. Se investigé el efecto de
Gen sobre la proliferacién de CE empleando diferentes concentraciones de la
isoflavona. CE sincronizadas fueron tratadas con Gen (0.01-100 nM) por 24 horas. En la

Figura 19 se puede observar que el FE estimuld significativamente la proliferacién de
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CE, con una magnitud de estimulo del 22.7 al 33.8% para las diferentes

concentraciones ensayadas.
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Figura 19. Efecto de Gen sobre la proliferacion de CE.

Las CE sincronizadas fueron tratadas durante 24 horas con las concentraciones indicadas de
Gen. Se midié la proliferacién de CE por medio del ensayo de MTT como se describe en
Metodologia. Los resultados corresponden al promedio + desvid estdandar de tres
experimentos independientes donde cada condicién se procesé por cuadruplicado (n=4). “p<

0.05 respecto al control.

Seleccionamos la concentracién 10 nM para estudiar la accion de Gen sobre la
proliferacién de CE en funcién del tiempo de tratamiento (4 - 96 h). Como se puede
observar en la Figura 20, el estimulo inducido por Gen se evidencia entre las 20 y 72
horas de iniciado el tratamiento, 39 y 25% respectivamente. El perfil de crecimiento de
las CE bajo estimulo de Gen acompaifia al de las células control. La cinética de
proliferacién de las CE (control) obtenida en este ensayo fue equivalente a los

resultados presentados por nuestro laboratorio empleando conteo celular (Cutini y
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col. 2016) o la técnica de incorporacién de [*H]-timidina, lo que nos permitié validar el

ensayo de MTT como indicador de proliferacidon celular.
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Figura 20. Efecto de Gen sobre el crecimiento de CE

Las CE semiconfluentes sincronizadas fueron tratadas con Gen 10 nM durante 4, 20, 24, 36, 48,
72 6 96 horas. La proliferacion de CE se determind por ensayo de MTT como se describe en
Metodologia. Los resultados representan el promedio + desvio estandar de tres experimentos
independientes donde cada condicidn se procesé por cuadruplicado (n=4). "p<0.05, ~'p<0.01

respecto a cada control.

La proliferacion y migracion endotelial son eventos claves para la reparacion y
regeneracion vascular, como asi también para la neovascularizacidn. Estos procesos
son regulados por diversos factores propios o ajenos al sistema vascular, siendo el
VEGF uno de los principales mediadores. Empleando la técnica de ELISA estudiamos el
efecto de Gen sobre la sintesis de VEGF. Como se observa en la Figura 21, el

tratamiento de 24 horas con Gen estimuldé la sintesis de VEGF, siendo las
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concentraciones de 1 y 10 nM las que evidenciaron aumentos significativos en la

expresion del vasoactivo (24.6 y 68.9% vs el control, 1 y 10 nM respectivamente).
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Figura 21. Efecto de Gen sobre niveles de VEGF

Las CE fueron tratadas con Gen a las concentraciones indicadas durante 24 horas. Los niveles
de VEGF se cuantifican en el sobrenadante por el método de ELISA como se describe en
Metodologia. Los resultados representan el promedio + desvio estandar de tres experimentos
independientes donde cada condicién se procesé por cuadruplicado (n=4). “p< 0.05, ~p<0.01

respecto al control.

Siendo VEGF un regulador del crecimiento endotelial, evaluamos si las CE eran capaces
de responder a este vasoactivo. CE en cultivo fueron tratadas por 24 horas con dos
dosis de VEGF. Como se observa en la tabla 2, confirmamos la capacidad de nuestro
modelo experimental de responder al factor proangiogénico. Ambas dosis ensayadas

estimularon significativamente el crecimiento celular.
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Proliferacion de CE

(Abs.)

Control 0.366 £ 0.034

VEGF 2.05 pg/mL 0.485+0.023 1 32%

VEGF 32 pg/mL 0.442 £0.042° 1 21%

Tabla 2. Induccién de la proliferacion de CE por VEGF

Las CE semiconfluentes sincronizadas fueron tratadas 24 horas con las concentraciones
indicadas de VEGF. La proliferacidn celular se midié por la técnica de MTT como se describe en
Metodologia. Los resultados representan el promedio + desvié estandar de tres experimentos
independientes donde cada condicidn se procesé por cuadruplicado (n=4). ‘p< 0.05, 'p< 0.02

respecto al control.

Procedimos a estudiar el efecto de Gen sobre la migracion de CE. Para ello, se empleé
un ensayo que permite visualizar si las células se movilizan en respuesta a un estimulo
dado. Las células en cultivo se sincronizaron por privacion de suero durante 24 horas
para luego remover la mitad de la monocapa celular. La hemicapa restante se traté
con diferentes concentraciones de Gen (0.1-100 nM) por 72 horas. Luego de la tincién
con Giemsa se cuantificaron las células que migraron al drea denudada (Figura 22A).
Como se observa en la Figura 22, Gen (10 y 100 nM) estimuld la migracion de CE (20 y
66.6%, respectivamente). Los tratamientos con concentraciones menores del FE no

exhibieron cambios respecto al control.
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Figura 22. Efecto de Gen sobre la migracion de CE

A la monocapa de CE confluentes sincronizadas se les realizd un corte transversal removiendo
una hemicapa. Las células restantes se trataron por 72 horas con las concentraciones de Gen
indicadas. A- Las fotografias (500 um, 40X) corresponden a campos representativos de cada
una de las condiciones experimentales. Las lineas punteadas indican el limite que separa la
hemicapa eliminada en la placa. B- Cuantificacion de la movilizacidn celular. Los resultados
representan el promedio + desvio estandar del nimero de células migrantes por campo de tres
experimentos independientes donde cada condicidén se procesd por cuadruplicado (n=4).

"p<0.05, p<0.01, respecto al control.

Habiendo descripto una regulacion del crecimiento celular por el FE, nos planteamos si
el mecanismo de accién endotelial de la isoflavona involucra la modulacién de la
muerte celular programada. Para ello, se seleccioné la fragmentacion de ADN como

pardmetro a medir, ya que representa uno de los eventos bioquimicos finales del
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proceso apoptético. Se empled la técnica de “DNA laddering” para visualizar la
degradacion del ADN en fragmentos de bajo peso molecular. Como inductor de la
apoptosis se empled H,0,. La concentracion de H,0, se selecciond de datos previos de
nuestro laboratorio en los cuales se demostrd que 200 uM es la concentracién dptima
para inducir fragmentacion de ADN de CE en cultivo (Cutini y col. 2010). Las CE se
trataron con Gen 24 horas en presencia o ausencia de H,0, adicionado en las ultimas
18 horas del ensayo (Esquema 6). Finalizado el tratamiento, se realizd la extraccion de
ADN y se revelaron los fragmentos por electroforesis en gel de agarosa al 1%,
visualizando con bromuro de etidio. En la Figura 23A se muestra una fotografia de un
experimento representativo y en B, los datos cuantitativos procesados con el software
Imagel. En la calle 1 (control) se observa una banda Unica de gran intensidad en la
region correspondiente a ADN de alto peso molecular (ADN intacto), mientras que en
la calle 3 (H,0,) se detecta un patrén de bandas dispuestas en “escalera” que
corresponde a ADN de bajo peso molecular (fragmentado). El analisis de la Figura 23
nos revela que en condiciones basales (ausencia de H,0;) el ADN permanece intacto
tanto en el grupo control como en el tratado con Gen (calles 1y 2). La exposicién de la
CE a H,0, indujo fragmentacion total del ADN. El tratamiento con el FE previo al
agregado de H,0; redujo significativamente el estimulo apoptético inducido por el
estrés oxidativo. La calle 4 muestra una banda de ADN intacto al tope del gel aunque
también se detecta un patrén de bandas en escalera, lo que sugiere una fragmentacion
parcial del ADN (94 vs. 34% de fragmentacion, H,0, vs H,0,+Gen, respectivamente).

Resultados similares se obtuvieron con Gen 1y 100 nM.

Gen H,0,

Tiempo 0 6 horas

|

24 horas: extraccion de ADN

DI I

Esquema 6
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Figura 23. Efecto de Gen sobre la fragmentaciéon de ADN

Las CE fueron incubadas con Gen 10 nM o vehiculo por 24 horas en presencia o ausencia de
200 uM de H,0, adicionado en las ultimas 18 horas del tratamiento. EI ADN fragmentado fue
detectado como se describe en la Metodologia. A- Fotografia de un gel tefiido con bromuro de
etidio correspondiente a un experimento representativo. B- Representacion grafica de la
cuantificacidn realizada con el software Imagel. Los resultados representan el promedio *
desvio estandar de dos experimentos independientes donde cada condicidon se procesd por
cuadruplicado (n=4). ®p<0.01 respecto a Gen, ¥p<0.01 respecto a H,0,, ~ p<0.01 respecto al

control sin H,0,.

Estos resultados nos sugieren que en un lapso de 24 horas la Gen fue capaz de
prevenir la injuria endotelial por estrés oxidativo. Empleando una estrategia
experimental equivalente, estudiamos en términos de expresién de moléculas de
adhesidn celular (CAMs), la accion del FE frente al estrés inflamatorio. Datos previos de
nuestro laboratorio mostraron que Gen inhibe la adhesion de Mo a CE inducida por
estrés inflamatorio. Sabido es que la adhesién de mononucleares sobre el lecho

vascular depende de la formacion de puentes entre CAMs endoteliales e integrinas
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monociticas. Para estudiar si la inhibicién de la adhesién de Mo inducida por el FE se
asociaba con la regulacion de la expresidn de estas proteinas, evaluamos el efecto de
Gen sobre la molécula de adhesion endotelial ICAM-1 y sobre las integrinas

monociticas CD11b, CD11cy CD18.

Empleamos el mismo estrés inflamatorio que en trabajos previos (Sandoval y col.
2010), exposicion de los cultivos celulares a lipopolisacaridos bacterianos (LPS). El LPS
es un agente proinflamatorio que in vivo induce injuria endotelial y estimula la
adhesidon de Mo al endotelio vascular. En primer lugar, analizamos la accidon de Gen
sobre la expresién de ICAM-1. Para ello, las CE se trataron con Gen 10 nM por 24 horas
en presencia o ausencia de LPS (1 pug/mL) agregado 5 horas después de iniciado el
tratamiento con Gen. Se procesé en paralelo un control del tratamiento con LPS en el
cual las células fueron expuestas al proinflamarotorio durante 19 horas (Esquema 7).
En la Figura 24 se puede observar un gel representativo y el grafico de cuantificacion.
El tratamiento con LPS incrementd los niveles ARNm para ICAM-1 en un 321.0%
respecto al control. Gen no modificé sus niveles de expresién mientras que el
tratamiento con Gen previo al estrés inflamatorio redujo en un 45.0% la induccién de

ICAM por LPS.

Gen LPS

‘Tiempo 0 ' 5 horas
24horas: aislamiento de ARNm

DI I

Esquema 7
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Figura 24. Efecto de Gen sobre los niveles de expresion del ARNm de ICAM-1

Las CE se trataron con Gen 10 nM por 24 horas en ausencia o en presencia de LPS (1 pug/mL)
adicionado en las ultimas 19 horas de tratamiento. Los niveles de expresion del ARNm de
ICAM-1 se estudiaron por RT-PCR segun se describe en Metodologia. Se muestra un gel
representativo y la cuantificacién de la intensidad relativa de cada banda normalizada sobre
los niveles del ARNm de GADPH realizado por analisis densitométrico usando el software
Imagel). Los resultados corresponden a dos experimentos independientes realizados por

duplicado. “p< 0.01 respecto al control, ®p< 0.05 respecto a LPS.

Para estudiar el efecto de Gen sobre la expresidon de las integrinas CD11c, CD11b y
CD18 en la superficie de los Mo, se empled como sistema experimental sangre entera.
Alicuotas de sangre fueron tratadas con el vehiculo (control) o con Gen 10 nM por 24
horas. Las muestras expuestas al proinflamatorio LPS lo recibieron en las ultimas 2

horas del ensayo (Esquema 8). La expresion de CD11c, CD11b y CD18 monociticas se
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estudié por citometria de flujo multiparamétrica. La poblacion de Mo se selecciond en
base a parametros morfolégicos como tamano y complejidad citoplasmdtica y, por
pardmetros inmunofluorescentes como positividad para el CD14 y el CD45. En la Figura
25A se muestra, a la izquierda, la seleccion de la poblacién de Mo del total de
leucocitos de la muestra en base a la expresidon de CD14, proteina receptora del LPS
caracteristica de linaje monocitico. Una vez seleccionada la poblacién de Mo, se
analizd la expresidn proteica de CD11b, CD11c y CD18 en la superficie leucocitaria
usando anticuerpos especificos contra cada integrina unidos al fluorocromo
ficoeritrina (PE). Los graficos de la derecha de la Figura 25A representan los
histogramas de frecuencia para cada integrina con la valoracién de la expresion
proteica en términos de intensidad media de fluorescencia (MFI). En el grafico de
barras se representan los niveles de expresiéon de CD11lb, CD11c y CD18 de cada
condicidon experimental (Figura 25B). Se determind que el tratamiento con Gen
disminuyé significativamente la expresion basal de las tres integrinas (55, 68 y 45 %,
debajo del control CD11b, CD11c y CD18 respectivamente) a diferencia del tratamiento
con el LPS que las estimuld significativamente (30, 35 y 28 %, sobre el control CD11b,
CD11c y CD18 respectivamente). Sin embargo, la exposicién de los Mo al FE, previo al
agregado del agente proinflamatorio, inhibié el estimulo sobre la expresidon de las

integrinas monociticas inducidas por LPS.

Gen LPS

Tiempo 0 ] 22 horas I 24horas: aislamiento de Mo

DI DI

Esquema 8
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Figura 25. Efecto de Gen sobre la expresion de CD11b, CD11c y CD18 en monocitos

Las muestras de sangre entera fueron tratadas con Gen 10 nM o con el vehiculo, durante 24
horas. LPS (1 pg/mL) se adiciond en las 2 ultimas horas de tratamiento. Se procedié segun lo
descripto en Metodologia. A- Los graficos del centro de la Figura representan la seleccion de la
poblacién de los Mo con la expresién de las diferentes integrinas. Los histogramas de la
derecha representan el nivel de expresiéon de cada una de ellas. B- El grafico representa la
cuantificacion de los resultados expresados como porcentaje respecto al control. Los
resultados representan al promedio + desvio estandar de tres experimentos independientes
donde cada condicién se procesé por cuadruplicado (n=4). ‘p< 0.05, ‘p< 0.01, = p< 0.001

respecto al valor de cada control.

Resumen:

Hasta aqui los resultados presentados muestran que a nivel de CE, la
Genisteina estimula su crecimiento, movilidad y supervivencia. A nivel
molecular, el fitoestrégeno promueve la sintesis de los vasoactivos (NO y
VEGF) e inhibe la expresion de ICAM-1 endotelial. Se obtuvo evidencia de
la participacion del receptor de estrogenos en el mecanismo de accion
del fitoestrogeno. El efecto de Genisteina se extiende a los monocitos,
inhibiendo la expresion de integrinas que median la adhesion del

monocito a la célula endotelial via ICAM-1.
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1.3. Efecto de Gen sobre CMLV

Para estudiar las acciones celulares de Gen sobre los procesos que intervienen en la
alteracién de la arquitectura vascular que involucra a la CMLV, se seleccionaron los
pardametros de proliferacion y migracion de CMLV.

Inicialmente se estudié el efecto de Gen sobre la proliferacién durante un periodo de
tiempo comprendido entre 12 y 72 horas. Los cultivos de CMLV fueron sincronizados
por privacion de suero durante 24 horas y se midid la proliferacion mediante la técnica
de MTT. En la Figura 26 se observa que la cinética de crecimiento celular es maxima
entre 12 y 24 horas, disminuye hasta las 48 horas de cultivo celular y, a partir de alli se
mantiene establece hasta las 72 horas. La exposicion al FE inhibié significativamente el
crecimiento celular a partir de las 24 horas de tratamiento a todos los tiempos
ensayados. El perfil de inhibicidn inducido por la accién de la isoflavona fue constante,
con una modalidad bifasica, disminucién del crecimiento entre 24 y 48 horas (45.5 %

de inhibicion) seguido de una fase estable hasta las 72 horas.
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Figura 26. Efecto de Gen sobre la proliferacion de CMLV
Las CMLV sincronizadas fueron tratadas con Gen 10 nM a los tiempos indicados. La
proliferacion se estudié por ensayo de MTT como se describe en Metodologia. Los resultados

representan el promedio + desvio estdndar de cuatro experimentos independientes donde
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cada condicién se procesé por cuadruplicado (n=4). ‘p< 0.05, ~ p< 0.001 respecto a cada

control.

Se evalué el efecto de un amplio rango de concentraciones de Gen sobre la
proliferacién de CMLV a 24 horas de tratamiento. Como se observa en la Figura 27,
todas las concentraciones (0.01-100 nM) disminuyeron la proliferacion de CMLV, en
magnitudes del 20-33% de inhibicion. La mayor inhibicion se observé con el

tratamiento de Gen 10 nM.
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Figura 27. Efecto de Gen sobre la proliferacion de CMLV

Las CMLV sincronizadas, fueron tratadas durante 24 horas con las concentraciones de Gen
indicadas. La proliferacién se estudié por ensayo de MTT como se describe en Metodologia.
Los resultados representan el promedio + desvio estdndar de cuatro experimentos
independientes donde cada condicién se procesé por cuadruplicado (n=4). ‘p< 0.05, ~p< 0.01

respecto al control.
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Este perfil inhibitorio del crecimiento celular se confirmdé por inmunocitoquimica,
técnica que nos permitié visualizar el nimero de células en los distintos campos
microscopicos en funcion del tratamiento ensayado. En la Figura 28 se presentan
imagenes representativas de un ensayo en el cual las CMLV fueron tratadas con Gen
10 nM a los tiempos indicados. En azul se visualizan los nucleos tefiidos con DAPI y en
rojo el citoesqueleto tefiido con Texas red. A la izquierda se observan las imagenes de
las células control donde se evidencia una mayor densidad celular entre 12 y 24 horas
respecto a las 48 horas (imagenes 1, 3 y 5). A la derecha, las fotografias muestran el

efecto inhibitorio sobre el crecimiento celular inducido por Gen (imagenes 2, 4y 6).

Control Gen 10 nM

12h

24 h

48 h
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Figura 28. Efecto de Gen 10 nM sobre la proliferacion de CMLV
Fotos representativas de la tincion diferencial (DAPI/Texas-Red) de CMLV tratadas con Gen 10

nM a los tiempos indicados.

Para estudiar el efecto de Gen sobre la migracién de CMLV, se empled la técnica de
remocidon de una hemicapa. Como se indicd anteriormente, esta técnica nos permite
visualizar y cuantificar las células que se movilizan hacia el drea denudada. Se evalué la
migracion en respuesta a diferentes concentraciones de Gen. El FE inhibid la
movilizacion de CMLV a todas las dosis ensayadas, con una magnitud del 84.1, 79.5,
86.7 y 75%, para Gen 0.1, 1, 10 y 100 nM, respectivamente. Las imagenes de la Figura
29A muestran CMLV teiiidas con Giemsa en un ensayo de migracidén representativo
donde se aprecia el efecto inhibitorio sobre la movilidad a 72 horas de tratamiento con
diferentes concentraciones de la isoflavona. En el grafico de barras de la Figura 29B se

presentan los datos cuantitativos.
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Figura 29. Efecto de Gen sobre la migracion de CMLV
A la monocapa de CMLV en confluencia y sincronizadas se le realizé un corte transversal y se
removié una hemicapa de CMLV como se describe en Metodologia. Se realiza tratamiento con

Gen a las dosis indicadas o durante 72 horas. A- Las fotografias (escala 500 pm, 40X)
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corresponden a campos representativos de las condiciones experimentales. B- Los resultados
representan al promedio + desvio estdndar de células migrantes por campo obtenidas a partir
de tres experimentos independientes donde cada condicién se procesd por cuadruplicado

(n=4). *p<0.05, **p<0.01 respecto al control.

1.4. Induccion de la transdiferenciacion de CMLV

Como se describio en la introduccidn, la calcificaciéon vascular comprende varios pasos,
siendo la transdiferenciacién de CMLV uno de los eventos cruciales. Como modelo
experimental de transdiferenciacion implemantamos cultivos prolongados de CMLV en
un medio procalcificante constituido por DMEM con el agregado de 10 mM de B-
glicerofosfato y 4 mM de Calcio (DMEM/BGP+Ca). En base a lo descripto en la
literatura, estas condiciones inducen un rdpido aumento de la proliferacidon celular,
expresion de marcadores 6seos y posterior calcificacion de la matriz extracelular.

Iniciamos nuestros estudios caracterizando el sistema experimental. Sabiendo que una
de las primeras modificaciones que induce el estrés calcificante estd vinculada al
cambio de fenotipo de la CMLV, de contractil a proliferativo, se evalud el crecimiento
de CMLV expuestas 24 horas al medio procalcificante. Como se muestra en la Figura 30

el medio inductor de calcificacion aumentd en un 20% el crecimiento celular.

077 = DMEM

= DMEM/BGP+Ca

* k%

T

Proliferacion de CMLV
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Figura 30. Proliferacion de CMLV en un medio procalcificante

Las CMLV sincronizadas fueron incubadas durante 24 horas con medio de cultivo
procalcificante. La proliferacion se estudié por ensayo de MTT como se describe en
Metodologia. Los resultados representan el promedio + desvio estdndar de cuatro
experimentos independientes donde cada condicién se procesé por cuadruplicado (n=4). " p<

0.001 respecto al control.

Luego de incubar a las CMLV por 27 dias en DMEM/BGP+Ca evaluamos la expresion de
marcadores dseos. Empleando la técnica de RT-PCR estudiamos el perfil de expresiéon
del ARNm de un factor de transcripcién clave en la diferenciacion de los preOB, Runx2
y de la fosfatasa alcalina no especifica de tejido que se expresa en CMLV
transdiferenciadas (TNAP) (Chistiakov y col. 2015).

Por convencién, para la descripcion de los siguientes resultados definimos como
CMLV-NT a las células musculares nativas cultivadas en medio control (DMEM) y, como
CMLV-OB a las células transdiferenciadas por incubacién en DMEM/BGP+Ca durante
27 dias. En la Figura 31 se muestra que la expresion de Runx2 y TNAP es
practicamente indetectable en CMLV-NT, mientras que sus niveles de ARNm aumentan

10 veces en presencia del medio procalcificante.
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Figura 31. Estudio del perfil expresion de ARNm de Runx2 y TNAP en CMLV-NT y CMLV-OB

Las CMLV se incubaron durante 27 dias en DMEM o en medio procalcificante. Los niveles de
expresion del ARNm de Runx2 y TNAP se estudiaron por RT-PCR seguin se describe en
Metodologia. Los resultados representan la intensidad relativa de cada banda normalizada
sobre los niveles del ARNm de GADPH por andlisis densitométrico usando el software ImageJ.
Los resultados representan el promedio * el desvio estdndar de dos experimentos
independientes donde cada condicién se procesé por cuadruplicado (n=4). = p<0.001 respecto

al valor de cada control.

Siendo que FAL es una de los principales marcadores de formacion dsea y de actividad
osteoblastica, procedimos a medir la actividad de esta enzima en nuestro modelo de
transdiferenciacion. En la Figura 32 se observa que las CMLV expuestas a
DMEM/BGP+Ca por 27 dias presentan una actividad FAL 14 veces mayor respecto al

control.
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Figura 32. Actividad FAL en CMLV-NT y CMLV-OB

Las CMLYV se cultivaron en DMEM o en BGP+Ca durante 27 dias, y se cuantificé la actividad FAL
usando un kit comercial como se describe en Metodologia. Los resultados representan el
promedio + desvio estandar de dos experimentos independientes donde cada condicion se

proceso por cuadruplicado (n=4). " p<0.001 respecto a las nativas.
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Para evaluar la mineralizacion extracelular trabajamos con dos procedimientos
experimentales: a-extraccién acida del calcio por digestion de la matriz con HCl y
posterior cuantificacion espectofotométrica empleando un kit comercial y, b- tincién
de la matriz con rojo de Alizarina, colorante con alta afinidad por el calcio. Al evaluar el
contenido mineral del medio extracelular se detecté que las CMLV-OB registraban un
nivel de calcio 8 veces superior al de las nativas. La tincidn con rojo de Alizarina
determind que el calcio se deposita en forma de ndédulos refringentes con forma de

sobre, caracteristico de los cristales de calcio (Figura 33).
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Figura 33. Calcificacion de la matriz extracelular
Las CMLV se cultivaron en DMEM o en DMEM/BGP+Ca por 27 dias. La cuantificacién del calcio

se realizé luego de la descalcificacién de la matriz extracelular con HCI, usando un kit comercial
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como se describe en Metodologia. Se muestran fotos representativas de cultivos, tefiidas con
rojo de Alizarina. La escala representa 500 um (40X). Los resultados corresponden al promedio
+ desvio estandar de dos experimentos independientes donde cada condicién se procesé por

cuadruplicado (n=4). "p<0.05 respecto al control.

Por consiguiente, el aumento en la expresion de los marcadores dseos, el alto nivel de
actividad FAL y la mineralizacidon extracelular detectada en CMLV-OB nos permite
concluir que el modelo experimental implementado es vélido para el estudio de la

transdiferenciacion de CMLV.

1.5. Efecto de Gen sobre la transdiferenciacion de CMLV a CMLV-OB

Establecido el modelo experimental procedimos a estudiar el efecto de Gen sobre Ia
transdiferenciacidon de CMLV.

Previamente en la Figura 30 demostramos que el medio procalcificante estimulé la
proliferacién de CMLV. Para evaluar el efecto del FE, las monocapas de CMLV se
expusieron al medio DMEM/BGP+Ca en ausencia o presencia de Gen 10 nM. En la
Figura 34 se puede observar que Gen suprimié el aumento en la proliferacion inducida

por el medio procalcificante.
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Figura 34. Efecto de Gen sobre la proliferacion de CMLV en medio procalcificante

Las CMLV sincronizadas fueron incubadas durante 24 horas con DMEM o medio de cultivo
procalcificante en presencia o ausencia de Gen 10 nM. La proliferacién se estudidé por ensayo
de MTT como se describe en Metodologia. Los resultados corresponden al promedio + desvio
estdndar de cuatro experimentos independientes donde cada condicién se procesd por
cuadruplicado (n=4). "p< 0.5 respecto al valor de cada control, °p<0.05 respecto al control con

DMEM.

A partir de aqui los resultados que se presentan corresponden a cultivos de CMLV
tratadas de forma continua con el FE durante 27 dias de induccidn de la calcificacién.

Al evaluar el efecto de diferentes concentraciones de Gen sobre la actividad FAL de
CMLV, encontramos que Gen (0.1-10 nM) redujo significativamente la actividad a
todas las dosis ensayadas (Figura 35). Las barras de la izquierda de la Figura 35,
muestran que la actividad basal FAL de las CMLV-NT no se vio afectada por el

tratamiento con Gen (0.1-10 nM).
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Figura 35. Efecto de Gen sobre la actividad FAL en CMLV-NT y CMLV-OB.

Las CMLV se cultivaron en DMEM o en el medio procalcificante durante 27 dias de cultivo en
presencia o ausencia de Gen. La actividad FAL se cuantificé usando un kit comercial como se
describe en Metodologia. Los resultados corresponden al promedio + desvio estandar de tres
experimentos independientes donde cada condicién se procesé por cuadruplicado (n=4). “p<

0.05 respecto a cada control.

A continuacion estudiamos el efecto de Gen sobre la calcificacion de la matriz
extracelular luego del tratamiento apropiado. Como se observa en la Figura 36, los
tratamientos continuos con Gen (0.1-10 nM) durante 27 dias disminuyeron
significativamente el contenido de calcio de la matriz en CMLV-OB, mientras que en

CMLV-NT no se evidencio efecto alguno.
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Figura 36. Efecto de Gen sobre el depésito de calcio extracelular en CMLV-NT y CMLV-OB

Las CMLV se cultivaron durante 27 dias con DMEM o con medio procalcificante y se trataron
durante los 27 dias con Gen en las dosis indicadas. Se cuantificé el calcio depositado como se

describe en Metodologia. Los resultados corresponden al promedio + desvio estandar de tres
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experimentos independientes donde cada condicién se procesé por cuadruplicado (n=4). ‘p<

0.05 respecto al control.

Confirmamos éstos resultados empleando la técnica de tincién con Rojo de Alizarina.
Las imagenes de la Figura 37A permiten apreciar los nucleos de calcificacidon que se
distinguen por su color rojo. El colorante tiene alta afinidad por el mineral éseo, y su
color se intensifica en forma proporcional al contenido de calcio. El tratamiento con
Gen inhibié el depédsito de calcio en la matriz extracelular como lo revela el menor
numero de nddulos de calcificacién presentes. El grafico de barras (Figura 37B)
representa la cuantificacién de la intensidad del color luego de la extracciéon con NaOH.
Se puede apreciar una disminucidon progresiva de la cantidad de nédulos de
calcificacion en funcién de la concentracion de Gen, evidencidndose el mayor efecto

inhibitorio a 10 nM.
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Figura 37. Efecto de Gen sobre la calcificacion de la matriz en CMLV-OB

CMLV cultivadas con medio procalcificante se trataron con Gen en las dosis indicadas durante
27 dias. A- Fotos de campos representativos de CMLV-OB en presencia o ausencia de Gen y
tefiidas con Rojo de Alizarina. B- El calcio depositado se cuantificd por la resuspension del
colorante Rojo de Alizarina con NaOH como se describe en Metodologia. Los resultados
corresponden al promedio * desvio estdndar de tres experimentos independientes donde cada

condicion se procesé por cuadruplicado (n=4). “p< 0.05 respecto al control.

1.6. Modelo ex vivo de calcificacion vascular: efecto de Gen

A continuacion nos planteamos evaluar la calcificacién vascular en el tejido vascular
intacto, es decir conteniendo todos los tipos celulares y conservando su estructura
tisular. Para ello, usamos un modelo experimental ex vivo: aortas tordcicas se
incubaron en DMEM con BGP+Ca durante 14 dias suplementado 10% de SFB. Las areas
de calcificacion se visualizaron mediante tincidn especifica (nitrato de plata) que revela
las zonas calcificadas por un color negro intenso. Acorde con lo descripto en la
literatura, las fotografias de la Figura 38 muestran que las calcificaciones se ubican,
principalmente, en el cayado y en la zona cercana a la bifurcacién de la aorta
descendente (Figura 38, centro). Para cuantificar el contenido de calcio incorporado,
los tejidos se descalcificaron con dacido nitrico por 24 horas, y posteriormente se
midieron los niveles de calcio usando un kit comercial. Como se observa en la Figura 39
el contenido de calcio en el tejido calcificado resulté ser cuatro veces mayor que en el

control.
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Figura 38. Calcificacidn de tejido aédrtico.
Las fotos son representativas de Ao incubadas en DMEM o en medio procalcificante en
presencia o ausencia de Gen durante 14 dias. Las areas de calcificacién se visualizaron

mediante la tincién con nitrato de plata como se describe en Metodologia.
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Figura 39. Calcificacidn de tejido adrtico

Las Ao fueron expuestas a DMEM o medio procalcificante durante 14 dias. El calcio depositado
se cuantificé en solucién de acido nitrico como se describe en Metodologia. Los resultados
corresponden al promedio + desvio estandar de dos experimentos independientes donde cada
condicién se procesé por cuadruplicado (n=4). "p< 0.05 respecto al control (DMEM).
Estudiamos el efecto de Gen sobre las calcificaciones vasculares en tejido intacto,
realizando un tratamiento continto con la isoflavona. Las Ao se cultivaron en DMEM
con BGP+Ca durante 14 dias en presencia de diferentes concentraciones de Gen.
Observamos que el contenido basal de calcio en el tejido no inducido a calcificacién no
se modificd con el tratamiento con Gen (8.3+1.2 vs 8.1+0.8 mg Ca/mg proteina, control
vs Gen 10 nM). En cambio la Figura 40 se aprecia que a todas las dosis ensayadas, Gen
redujo la incorporacion de calcio (20.1-57.4% de disminucién, Gen 0.1-100 nM

respectivamente), siendo mas marcada la inhibicion en los tratamientos con Gen 10 y
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100 nM. Este efecto inhibitorio se puede visualizar en la imagen de la derecha de la

Figura 38.
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Figura 40. Efecto de Gen sobre la calcificacion de Ao ex vivo

Las Ao incubados en medio procalcificante fueron tratadas con Gen en las dosis indicadas
durante 14 dias. El calcio depositado se cuantificd en solucién de &acido nitrico como se
describe en Metodologia. Los resultados corresponden al promedio + desvio estandar de dos
experimentos independientes donde cada condicién se procesé por cuadruplicado (n=4). “p<

0.05, ""p< 0.001 respecto al control.

Resumen:

Los datos presentados muestran que se caracterizo y validé un modelo in
vitro para estudiar la transdiferenciacion de células musculares lisas
vasculares, y se aporto evidencia que la Genisteina inhibe la calcificacion
vascular. Los resultados se corroboraron con experimentos ex vivo en

tejido adrtico intacto.
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CAPITULO 2: SISTEMA OSEO

Como se menciona en la introduccién, las terapias alternativas con estrégenos de
origen vegetal son opciones en la busqueda de tratamientos para afecciones
vasculares y dseas a consecuencia de la pérdida del efecto protector del estradiol en el
hipoestrogenismo postmenopausico. En este capitulo presentamos nuestros
resultados del efecto de la isoflavona Gen sobre los procesos celulares que intervienen
en la remodelacion osea. Especificamente estudiamos: osteoblastogénesis vy

osteoclastogénesis.

2.1. Efecto de Gen sobre osteoblastogénesis

2.1.i. Caracterizacion del sistema experimental

Se emplearon cultivos primarios de preOB obtenidos por digestién enzimdatica de
calvaria de ratas neonatas hembras de hasta de 5 dias de vida. Los preOB se cultivaron
en un medio diferenciativo (DMEM-D), constituido por DMEM, con el agregado de 50
pg/mL acido ascorbico y 10 mM de B-glicerofosfato al DMEM, suplementado al 1% de
SFB.

La evolucion de preOB a OB maduros implica una sucesion de eventos moleculares y
celulares consecutivos. Uno de ellos es la expresion de factores de transcripcidon
tempranos, como Runx2. Mediante la técnica de RT-PCR se evalué el perfil de
expresion de Runx2 a tres tiempos de cultivo: 3, 5y 15 dias. En la Figura 41 se observa
que la mayor expresion de Runx2 se detectdé a los 3 dias de cultivo, para luego
disminuir la sefial a los 5y 15 dias. En la misma Figura se muestra también la expresiéon
temprana de BMP2, REa y REB. La aparicidn de estas proteinas y su perfil de expresién

temporal es caracteristica de linaje osteoblastico.
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Los preOB se cultivaron a tres tiempos de ensayo en DMEM-D. Los niveles de expresién del
ARNm de Runx2, BMP2, REa y REP se estudiaron por RT-PCR segun se describe en
Metodologia. Los resultados representan la intensidad relativa de cada banda normalizada
sobre los niveles del ARNm de GADPH por andlisis densitométrico usando el software ImageJ.
Los resultados representan al promedio * desvio estdndar de dos experimentos

independientes donde cada condicidn se proceso por cuadruplicado (n=4).
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Figura 42. Proliferacion de OB

Se emplearon cultivos de OB semiconfluentes y sincronizados. Se midié la proliferacion
mediante el ensayo de MTT a los tiempos indicados, como se describe en Metodologia. Los
resultados representan el promedio + desvio estandar de tres experimentos independientes
donde cada condicién se procesé por cuadruplicado (n=4). °p<0.001 vs 1-3 dias, "p<0.01 vs 10

dias.

Al igual que toda célula indiferenciada que evoluciona a células madura comprometida
con un linaje especifico, la osteoblastogénesis implica una etapa inicial de alta
proliferaciéon que luego disminuye al predominar la etapa diferenciativa celular.
Mediante ensayos de MTT, se estudié la cinética de proliferaciéon de los OB a lo largo
de 15 dias de cultivo. Los preOB se cultivaron en DMEM con 1 % SFB. Como se observa
en la Figura 42 la proliferacidn celular aumenta hasta el dia 10, y luego las células

ingresan en periodo de menor crecimiento.

Posteriormente, para evaluar la capacidad del OB de diferenciar a célula formadora de
hueso, se seleccionaron dos parametros, la actividad FAL y el depdsito de calcio
extracelular. Obtuvimos evidencia que en nuestro sistema experimental la actividad

FAL se incrementd con los dias de cultivo, siendo maxima a 12 dias (Figura 43).
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Figura 43. Estudio temporal de la actividad FAL en OB.

Los preOB se cultivaron en DMEM-D. La actividad FAL se cuantifico a los tiempos ensayados,
como se describe en Metodologia. Los resultados representan al promedio + desvio estandar
de dos experimentos independientes donde cada condicién se procesd por cuadruplicado

(n=4), ®p<0.5 respecto a 3-5 dias.

Con la finalidad de evaluar la capacidad del OB de calcificar la matriz extracelular, se
cultivaron preOB en medio diferenciativo a tres tiempos de ensayo: 3, 5 y 15 dias. Las
células se fijaron y la calcificacion de la matriz se evidencid usando la tincién con Rojo
de Alizarina. En la Figura 44 se observa que la presencia de los nddulos de calcificacidn

es significativamente mayor a 15 dias de cultivo.
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Figura 44. Estudio temporal de calcificacion de la matriz extracelular.

Los preOB se cultivaron en DMEM-D a los tiempos indicados y luego fueron tefiidos con Rojo
de Alizarina. Las fotografias corresponden a campos representativos de las condiciones
experimentales (escala 500 um, 40X). Los resultados representan al promedio * desvio
estdndar de dos experimentos independientes donde cada condicidon se procesé por

cuadruplicado (n=4).

La Figura 45 resume la evolucion de los marcadores de osteoblastogénesis estudiados.
De su analisis se desprende que nuestro sistema experimental es aplicable al estudio
de la diferenciacion de preOB a OB, ya que los parametros estudiados varian de
acuerdo con lo descripto en literatura para osteoblastogénesis (Hsieh y col. 2010; Hu y

col. 2011; Wiren y col. 2002).
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Figura 45. Evolucién temporal de marcadores de osteoblastogénesis
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2.1.ii. Estudio del efecto de Gen sobre la osteoblastogénesis

Para esta parte del trabajo de tesis empleamos el mismo rango de concentraciones de
Gen que el utilizado en el sistema vascular las que a su vez, segln literatura, a nivel
Oseo actlan via RE (Liao y col. 2014). Sabiendo que los preOB exhiben capacidad
migratoria necesaria para movilizarse al sitio de remodelacién/reparacion,
comenzamos estudiando el efecto de Gen sobre la migracidon de preOB empleando
tres concentraciones de Gen (1, 10 y 100 nM). En las fotos de las Figura 46A se
muestran campos microscépicos en los que se puede observar como las células bajo
estimulo de Gen se movilizaron hacia el area denudada cerraron parcialmente la
herida. En la Figura 46B se muestra que todas las concentraciones estudiadas
estimularon significativamente la migracién de los preOB (0.7, 1 y 2.6 veces sobre el

basal, respectivamente).
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Figura 46. Efecto de Gen sobre la migracion de preOB

Los preOB fueron incubados en DMEM suplementado con 1% de SFB. Se realiz6 un corte
transversal y se removié un sector de la monocapa de OB como se describe en Metodologia.
Las células se trataron con Gen a las concentraciones indicadas o vehiculo durante 12 horas. A-
Se muestran fotos de campos representativos de cultivos tefiidos con Giemsa. Las lineas
punteadas delimitan el sector denudado de células (escala representa 500 um, 40X). B- Los
resultados representan el promedio + desvio estdndar del nimero de células migrantes por
campo de tres experimentos independientes donde cada condicidn se procesd por

cuadruplicado (n=4). "p<0.05 respecto al control.

Seguidamente estudiamos el efecto de Gen sobre la proliferacién de los OB. En la
Tabla 3 se muestran los resultados de experimentos con OB tratados con Gen (10 nM -
1 uM) por 24, 48 y 72 horas. Como se puede observar, el tratamiento con Gen no
modificd el nivel de crecimiento celular respecto al control, a ninguna de la dosis y

tiempos ensayados. Los resultados fueron confirmados por conteo celular.
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(Abs.) Control ‘ 10 nM 100 nM 1um
24 horas 0.24+0.03 0.22+0.02 (ns) 0.23%#0.02 (ns)  0.22+0.02 (ns)
48 horas 0.26+0.03 0.21+0.01 (ns) 0.22+0.02 (ns)  0.24+0.04 (ns)
72 horas 0.14+0.01 0.14+0.01 (ns) 0.1440.02 (ns)  0.13%0.01 (ns)

Tabla 3. Efecto de Gen sobre la proliferacion de preOB

Los preOB sincronizados en DMEM con 1% de SFB, fueron tratados durante 24, 48 o 72 horas
con Gen (10-100 nM - 1 uM). La proliferacion se estudié por ensayo de MTT como se describe
en Metodologia. Los resultados corresponden al promedio + desvio estandar de cuatro

experimentos independientes donde cada condicién se proceso por cuadruplicado (n=4).

Evaluamos el efecto de Gen 10 nM sobre la expresidon de Runx2, en cultivo de preOB
tratados con Gen 3 y 5 dias. Al finalizar los experimentos las células se lisaron y el
ARNm de Runx2 se aislé y amplificé empleando la técnica de RT-PCR. En la Figura 47 se
observa que el nivel de ARNm para Runx2 aumenté significativamente luego de 5 dias
de tratamiento con Gen. Los geles de la misma Figura muestran los resultados de un
ensayo representativo y el grafico de barras, la cuantificacién de las bandas en cada
gel. A 3 dias de tratamiento no se detectaron cambios vs control.
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Figura 47. Efecto de Gen sobre los niveles de expresion del ARNm de Runx2

Los preOB fueron tratados con Gen 10 nM durante 5 dias de cultivo en DMEM-D
suplementado con 1% de SFB. Los niveles de expresiéon del ARNm de Runx2 se estudiaron por
RT-PCR segun se describe en Metodologia. Las fotografias muestran los productos de
amplificacidn obtenidos. Los resultados corresponden al promedio + desvio estandar de cuatro
experimentos independientes donde cada condicidn se proceso por cuadruplicado (n=4).

"p< 0.05 respecto al control.

En forma equivalente estudiamos el efecto de Gen sobre la expresién del ARNm de
REa. Evaluamos la accién del FE en los primeros estadios de diferenciacion OBa 3y 5
dias de cultivo celular. En la Figura 48 se muestra a la izquierda, geles representativos
de un ensayo y a la derecha, el grafico de barras correspondiente a la cuantificacion.
Genisteina incrementd significativamente los niveles de ARNm de REa a los dias

estudiados con una magnitud de aumento mayor a 3 dias (17 veces respecto al

control).
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Figura 48. Efecto de Gen sobre los niveles de expresién del ARNm del ERa
Los preOB fueron tratados con Gen 1 uM durante 3 y 5 dias de cultivo en DMEM-D
suplementado con 1% de SFB. Los niveles de expresion del ARNm del REa se estudiaron por

RT-PCR segln se describe en Metodologia. Las fotografias muestran los productos de
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amplificacidn obtenidos. Los resultados corresponden al promedio + desvio estandar de cuatro
experimentos independientes donde cada condicidn se proceso por cuadruplicado (n=4).

"p<0.05 respecto a cada control.

A continuacién evaluamos la accidn de la isoflavona sobre marcadores tardios de
diferenciacién, como son la actividad FAL y la formacién de la matriz extracelular
(depdsito de colageno y mineralizacion).

Se midid la actividad FAL en el lisado celular de cultivos de OB tratados con Gen
durante 3, 5, 12 y 15 dias. La Figura 49 muestra que a tiempos cortos de cultivo no se
obtuvieron cambios en la actividad FAL entre control y tratado. En cambio, a 12 dias de
cultivo el FE estimulé en un 70-80% sobre el control la actividad enzimatica. Estimulos

similares se observaron a los 15 dias de cultivo.
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Figura 49. Efecto de Gen sobre la actividad FAL de OB en cultivo.

Osteoblastos fueron cultivados por 3, 5, 12 y 15 dias en presencia o ausencia de Gen a las
concentraciones indicadas. La actividad FAL se cuantific6 como se describe en Metodologia.
Los resultados corresponden al promedio + desvio estdndar de tres experimentos
independientes donde cada condicién se procesé por cuadruplicado (n=4). ‘p< 0.05,  p< 0.01

respecto a cada control.

La matriz extracelular esta constituida por mineral (hidroxiapatita) y componente
proteico (coldgeno, osteocalcina, osteopontina y proteinas minoritarias) que otorgan
estructura, rigidez y estabilidad dsea. Estudiamos el efecto de Gen sobre el depdsito de
colageno. Para ello, trabajamos con cultivos de OB tratados 11 dias con Gen 10 nMy 1
UM. La Figura 50 muestra que Gen estimuld el depdsito de coldgeno en un 60 y 79%,
10 nM y 1 uM respectivamente. En microfotografias el depdsito de coldgeno se
identificd por la presencia de acimulos rojos tefiidos con Rojo Sirio, colorante con alta

afinidad por el coldgeno extracelular.
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Figura 50. Efecto de Gen sobre el depdsito de colageno extracelular.

Los OB cultivados en DMEM-D se trataron 11 dias con Gen 10 nM y 1 uM. El depdsito de
coldgeno se determind por resuspension de Rojo Sirio como se describe en Metodologia. Las
fotos muestran campos representativos de las condiciones experimentales (escala 500 um,
40X). Los resultados corresponden al promedio + desvio estandar de tres experimentos
independientes donde cada condicidon se procesé por cuadruplicado (n=4). ***p< 0.001

respecto al control.

Respecto a la mineralizacién extracelular evaluamos el efecto de Gen 10 nM y 1 uM
sobre la calcificacidn de la matriz a 12 y 15 dias de cultivo, tiempos a los cuales segun
datos de la Figura 44, se evidencia la calcificacién de la matriz. En la Figura 51 se
observa que a 12 dias de cultivo las dos concentraciones de Gen aumentaron

significativamente el contenido de calcio en matriz con una magnitud de 46.5y 142.4%
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sobre el control, Gen 10 nM y Gen 1 uM respectivamente, a 12 dias de cultivo. El

efecto estimulatorio de Gen se mantuvo a 15 dias de cultivo.
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Figura 51. Efecto de Gen sobre la calcificacion de la matriz osteoblastica

Los OB cultivados en DMEM-D se trataron con Gen a las dosis indicadas durante 12 o 15 dias.
El calcio depositado se cuantific6 como se describe en Metodologia. Los resultados
corresponden al promedio * desvio estdndar de tres experimentos independientes donde cada

condicién se procesé por cuadruplicado (n=4). 'p< 0.05, “'p< 0.01 respecto a cada control.

Confirmamos estos resultados empleando la tincion Rojo de Alizarina. Para ello,
usamos monocapas de OB de 15 dias de cultivo. La Figura 52 muestra imagenes de un
ensayo representativo donde se distingue un aumento en el nimero de nucleos de
calcificacién a las dos dosis de Gen ensayadas. El grafico de barras de la derecha
representa la cuantificacién del contenido de calcio de los nédulos luego de la

extraccion con NaOH 1 N.
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Figura 52. Efecto de Gen sobre la calcificacion de la matriz en cultivos OB

Los OB en DMEM-D se trataron con Gen en las dosis indicadas durante 15 dias. El calcio
depositado se cuantificd por resuspension del colorante rojo de Alizarina con NaOH como se
describe en Metodologia. Las fotos muestran campos representativos de las condiciones
experimentales (escala 500 um, 40X). Los resultados corresponden al promedio + desvio
estdndar de tres experimentos independientes donde cada condicion se procesé por

cuadruplicado (n=4). *p< 0.05 respecto al control.

Resumen:

Los datos obtenidos evidencian que el tratamiento con Genisteina
promueve la formacion de la matriz extracelular, incrementando el
deposito de coldageno y de calcio, eventos caracteristicos de la

diferenciacion osteobldstica.
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2.2. Efecto de Gen sobre la osteoclastogénesis

2.2.i. Caracterizacion de la diferenciacion de Mo a OC
Sabiendo que los OC son células diferenciadas que derivan de precursores
hematopoyéticos, para estudiar la osteoclastogénesis empleamos Mo aislados de
sangre entera. Morfoldgicamente, un OC maduro y diferenciado se caracteriza por
poseer 3 6 mas nucleos y una membrana apical con borde en cepillo, bioquimicamente
y por la expresidon de enzimas liticas y de fosfatasa dcida tartrato resistente (TRAP).
Como parametros de diferenciacion seleccionamos:

a) capacidad de adhesién a OB

b) cambios morfoldgicos (presencia de 3 0 mas nucleos)

c) tincién TRAP positiva
En la Figura 53A se muestran fotos de un ensayo representativo de adhesién de Mo a
OB a 4 horas de cocultivo. En las imdgenes se puede apreciar que 4 horas fueron
suficientes para que un gran nimero de Mo se adhieren ala monocapa de OB.
Posteriormente se evalué la capacidad de los Mo de diferenciar a un fenotipo
osteoclastico, en funcién del tiempo de cocultivo. Al final de cada ensayo los cocultivos
se tiferon usando un kit comercial para TRAP. En la Figura 53B se presentan tres fotos
representativas del progreso de la diferenciacion de Mo a OC a lo largo de los 21 dias
de cocultivo. Como puede observarse, el tamafno de los Mo aumentd con el tiempo de
cocultivo. A los 14 dias se distinguen células TRAP positivas con una morfologia tipica
de OC, presentan 3 nucleos y con un borde simil “cepillo”. Conforme avanzaron los
dias del cocultivo, la tincion TRAP positiva se intensificd y aumenté la presencia de
células multinucleadas con una membrana apical claramente definida de borde en
cepillo con numerosas vesiculas asociadas (21 dias). De hecho, se distingue un tamaiio
celular significativamente mayor a 21 dias respecto a los 11 dias. Estos cambios fueron

observados en los sucesivos campos microscopicos evaluados.
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Figura 53. Diferenciacion de OC a partir de precursores Mo

Los Mo aislados de sangre entera obtenida por puncidn intracardiaca, fueron agregados a la
monocapa de OB cultivados en DMEM-D. A- La foto de la izquierda corresponde a un campo
representativo de la monocapa de OB y la de la derecha, a la adhesién de Mo a OB a 4 horas
de cocultivos (la flecha sefiala Mo ubicado cerca del nucleo del OB). Los cocultivos fueron
teflidos con Giemsa (escala 300 um, 200X). B- Las fotos corresponden a campos
representativos de Mo sembrados sobre OB a diferentes dias de cocultivo. Los cocultivos

fueron tefidos con tincién TRAP (escala 150-60 um, 100-400X).

Habiendo caracterizado nuestro sistema, estudiamos el efecto de Gen sobre la
adhesién de Mo (4 horas de tratamiento) y sobre la diferenciacién a OC (a los 21 dias
de cocultivo). En la Figura 54 se observa que 4 horas de tratamiento con Gen 10 nM

estimularon significativamente la adhesién del leucocito al OB (77% sobre el control).
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Figura 54. Efecto de Gen sobre la adhesiéon de Mo a OB en cultivo

Los Mo fueron sembrados sobre la monocapa de OB y el cocultivo se traté por 4 horas con Gen
10 nM. La adhesiéon de Mo a OB se midié como se detalla en Metodologia. Los resultados
representan la promedio * desvio estandar de tres experimentos independientes donde cada

condicién se procesé por cuadruplicado (n=4). ~"p< 0.01 respecto al control.

Para evaluar el efecto de Gen sobre la diferenciacidon del Mo a OC, trabajamos con los
cocultivos de Mo-0OB expuestos en forma continua a Gen (10 y 100 nM) por 21 dias.
Los cultivos se fijaron y se tifieron usando un kit comercial para TRAP. En la Figura 55
se observa que el tratamiento con Gen estimuld significativamente la diferenciacién de
Mo a OC a las dos dosis ensayadas. En las barras de la Figura 55A se puede observar un
aumento en el numero de células TRAP positivas y multinucleadas en los cocultivos
tratados con Gen 10 y 100 nM (79 y 37%, respectivamente). En las imagenes de la
Figura 55B en los campos microscépicos correspondientes a tratamientos con Gen se
distinguen OC que presentan un fenotipo TRAP positivo, un borde en cepillo
caracteristico asociado a vesiculas y multinucleados. A su vez, se distinguen cambios
morfolégicos en los OB, exhibiendo una estructura mds ahusada, compatible con
estructura osteocitica. Estos cambios fueron observados en los sucesivos campos

microscopicos evaluados.
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Figura 55. Efecto de Gen sobre la diferenciacién de OC

Los Mo sembrados sobre los OB fueron tratados con Gen 10 y 100 nM durante 21 dias. Se
realizd tincion TRAP como se describe en Metodologia y se cuantificaron las células TRAP
positivas y multinuceladas. A- Los resultados corresponden al promedio y desvié estandar del
nimero de OC de tres experimentos independientes donde cada condicién se procesé por
cuadruplicado (n=4). B- Las fotos corresponden a campos representativos de OC diferenciados.
Los cocultivos fueron tefidos con tincidén para TRAP (escala 300 pm, 200X).” p<0.05 respecto al

control.
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2.3. Mecanismo de accion de Gen en células 6seas

Teniendo en cuenta los antecedentes previos en los cuales demostramos que el
mecanismo de accién de Gen involucra la participacion del RE y la via NOS/NO, nos
planteamos evaluar si estos sistemas mensajeros mediarian la accion de la isoflavona
en células dseas. Para ello, empleamos los compuestos ICI182780 y L-NAME en
ensayos en los que se midio:

- Actividad FAL

- Depésito de colageno

- Adhesién de Mo a OB

Para estudiar la participacién del RE y de la via NOS en la accién estimulatoria de Gen
sobre la actividad FAL, los OB se preincubaron 1 hora con ICI182780 (10 uM) o L-NAME
(10 uM) y luego de realizar un cambio de medio, los cultivos se trataron con Gen 10
nM por 72 horas. En base a los resultados de la Figura 43, seleccionamos cultivos de
OB de 12 dias, ya que es el tiempo en el cual se detectd el mayor estimulo de Gen.
Como se observa en la Figura 56, la presencia de ICI182780 y de L-NAME anuld el

estimulo de la isoflavona sobre la actividad FAL.
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Figura 56. Efecto sobre la actividad FAL inducida por Gen

Los OB de 12 dias de cultivo fueron preincubados con IC1182780 (10uM) o L-NAME (10 puM)
durante una hora previa al tratamiento con Gen 10 nM durante en las ultimas 72 horas de
cultivo. La actividad FAL se cuantificé segin se describe en Metodologia. Los resultados
corresponden al promedio * desvio estdndar de tres experimentos independientes donde cada

condicién se procesé por cuadruplicado (n=4). “p< 0.05 respecto al control.

Evaluamos si dichas vias estaban involucradas en el depdsito de coldgeno inducido por
Gen. Se usé la misma estrategia experimental, OB preincubados 1 hora con los
compuestos, y posteriormente tratados con Gen las ultimas 72 horas. Como se observa
en la Figura 57, la presencia de ICI182780 y L-NAME suprimié marcadamente el

estimulo sobre el depdsito de colageno inducido por Gen.
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Figura 57. Efecto sobre el depésito de colageno inducido por Gen
Los OB de 12 dias de cultivo fueron preincubados con ICI182780 (10uM) o L-NAME (10 puM)
durante una hora previa al tratamiento con Gen 10 nM en los ultimos 3 dias de cultivo. El

depdsito de colageno se determind por resuspension del Rojo Sirio como se describe en
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Metodologia. Los resultados corresponden al promedio * desvio estdndar de tres
experimentos independientes donde cada condicién se procesé por cuadruplicado (n=4) “p<

0.05 respecto al control, ?p<0.01 respecto a Gen.

Finalmente, estudiamos la participaciéon del RE y de la via NOS/NO en la adhesion de
Mo a OB. Para esto, los cocultivos de Mo-OB se trataron con ICI1182780 (10 uM) o L-
NAME (10 nM) por una hora en DMEM-D y luego de un cambio de medio las células se
expusieron a Gen 10 nM por 4 horas. El medio se removid, las células se fijaron y se
tineron con Giemsa para posteriormente realizar el recuento de Mo adheridos. La
Figura 58 muestra que Gen estimuld la adhesion de Mo a OB en un 77% sobre el
control estimulo que se anuldé completamente en presencia del inhibidor de la NOS (L-
NAME). En cambio el pretratamineto con ICI182780, produjo una reduccion parcial del
estimulo de la isoflavona. El incremento del 77% en la adhesién de Mo se reduce en un
40% respecto al control en presencia del antagonista. Las imagenes de la Figura 58
pertenecen a campos representativos de un ensayo de adhesién donde se visualizan

los efectos de las condiciones ensayadas.
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Figura 58. Efecto sobre la adhesion de Mo a OB inducido por Gen

Los cocultivos semiconfluentes de OB fueron pretratados con IC1182780 10 uM, L-NAME 10
UM o vehiculo una hora antes del tratamiento con Gen 10 nM. La adhesiéon de Mo a OB se
midié luego de 4 horas de cocultivo segun se detalla en Metodologia. Los resultados
representan al promedio + desvio estandar de tres experimentos independientes donde cada
condicidn se procesé por cuadruplicado (n=4). Las imagenes muestran campos representativos
de cada condicion experimental, la escala representa 300 pum (200X). ) p<0.05, **p< 0.01

respecto al control.
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Resumen:

Los resultados de este capitulo muestran que Genisteina exhibe una
accion positiva sobre los osteoblastos estimulando la osteoblastogénesis
lo cual podria interpretarse como una posible accion anabdlica sobre el
hueso, favoreciendo su formacion. Los resultados muestran que el
fitoestrogeno favorece la maduracion de las células resortivas dseas
cuya activacion es vital en el proceso de remodelacion, esencial para
eliminar el hueso envejecido que debe ser reemplazado. Es claro que el
sistema experimental empleado no permite discernir si existe una
prevalencia de alguna de las dos acciones dseas exhibidas por Genisteina
(osteoblastogénesis u osteoclastogénesis). A su vez se aporta evidencia
de la participacion del RE y de la via NOS en el mecanismo de accion osea

de Genisteina.
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CAPITULO 3: INTERACCION OSEO-VASCULAR

En este Ultimo capitulo de la tesis nos planteamos si existe una interaccién entre los

efectos dseos y vasculares mediados por Gen.

3.1. Interaccidn células endoteliales-6seas

En el capitulo anterior presentamos evidencia de que Gen no afecta la proliferacion de
OB en cultivo (tabla 3). Teniendo en cuenta los principios de la biologia celular que
propone que el crecimiento celular estd determinado en parte, por factores
extracelulares provenientes del microambiente que rodea a la célula, nos planteamos
si podria existir una regulacion del crecimiento de OB a través de CE.

Cultivos de CE fueron tratados con vehiculo o Gen (10 nM- 1 uM) durante 30 min. Se
colecté el medio de incubacidn proveniente del tratamiento con vehiculo (MCCE) o con
Gen (MCCE-Gen) y se adicioné a cultivos de OB por un periodo de 24 horas (Esquema
9). Se midié proliferacién por ensayo de MTT. En la Figura 59 se muestra que la
incubacién de los OB con MCCE favorecié el crecimiento celular (63% sobre el control).
Cuando las células dseas se expusieron al MCCE-Gen 10 nM se detectd un estimulo
adicional sobre la proliferacion (57 % respecto a MCCE). El tratamiento de las CE con

concentraciones mayores de Gen indujo estimulos de menor magnitud.
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Figura 59. Efecto del MCCE y del MCCE-Gen sobre la proliferaciéon de OB

Los cultivos de OB sincronizados fueron tratados durante 24 horas con medio condicionado de
CE tratados con vehiculo (MCCE) o con Gen (MCCE-Gen) en las concentraciones indicadas, por
30 min. La proliferacion se estudid por ensayo de MTT como se describe en Metodologia. Los
resultados corresponden al promedio * desvio estandar de cuatro experimentos
independientes donde cada condicidn se procesé por cuadruplicado (n=4). "p< 0.05, p< 0.01

respecto al MCCE, °p<0.05 respecto al control.

El resultado de la Figura 59 plantea una dependencia del crecimiento de OB de
factores endoteliales. En base a los datos previamente presentados que demuestran
qgue Gen 10 nM estimula la produccion de NO en CE vy, siendo el NO un factor difusible,
nos planteamos si el NO podria estar modulando la accidon mitogénica del MCCE sobre
OB. Para esto, las CE se preincubaron con L-NAME (10 nM) 1 hora. Se cambio el medio
y se tratdé con Gen (10 nM) 30 min. Se colecté el MCCE e inmediatamente se adicioné
a los cultivos de OB. Se midio la proliferacién luego de 24 horas. Como se observa en la

Figura 60, el MCCE-Gen 10 nM estimulé significativamente la proliferaciéon de los OB
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(75% sobre el control). Cuando el MCCE provino de CE preincubadas con L-NAME, el
estimulo sobre la proliferacion de OB se suprimid. Este resultado sugiere que la via

NOS/NO mediaria la accidon mitogénica del FE dependiente de CE.
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Figura 60. Efecto del MCCE y del MCCE-Gen sobre la proliferacion de OB

Cultivos de OB sincronizados, fueron tratados durante 24 horas con medio condicionado de CE
pretratadas con vehiculo (MCCE) o con Gen (MCCE-Gen) en presencia o ausencia de L-NAME
10 pM. La proliferacién se estudié por ensayo de MTT como se describe en Metodologia. Los
resultados corresponden al promedio * desvio estandar de cuatro experimentos
independientes donde cada condicidon se procesé por cuadruplicado (n=4). *p< 0.05 respecto al

control.

Para confirmar la capacidad del NO de estimular la proliferacién osteoblastica se

trataron OB con un dador externo de NO como lo es el nitroprusiato de sodio (NPS).
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En la Figura 61 se observa que 100 uM NPS estimulé significativamente la proliferaciéon
de OB a 24 horas de tratamiento en una magnitud equivalente al estimulo inducido

por MCCE-Gen.
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Figura 61. Efecto de NPS sobre la proliferacion de OB

Cultivos de OB sincronizados fueron tratados durante 24 horas con vehiculo o nitroprusiato de
sodio (NPS). La proliferacidn se estudié por ensayo de MTT como se describe en Metodologia.
Los resultados corresponden al promedio + desvio estdndar de 3 experimentos independientes

donde cada condicidn se procesé por cuadruplicado (n=4). " p< 0.01 respecto al control.

Hasta aqui evidenciamos una accién rapida no genémica de Gen a nivel endotelial,
probablemente mediada por NO y que impacta sobre las células dseas estimulando el
crecimiento de los OB. Teniendo en cuenta la estrecha vinculacién existente in vivo
entre los vasos sanguineos y el tejido dseo, nos preguntamos si existia una accion
cooperativa intercelular inversa, es decir de OB hacia la CE. Por esto, las CE fueron

tratadas con medio condicionado de OB tratados con Gen (MCOB-Gen).
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3.2. Interaccion células 6seas-endoteliales

Comenzamos estudiando el efecto del MCOB sobre la proliferacién de CE. Los OB se
sincronizaron y se trataron con Gen por 24 horas. Se removié el medio de cultivo y se
adiciond a cultivos de CE. Se utilizaron dos concentraciones diferentes de Gen 10y 100
nM para el tratamiento de los OB. La proliferacion de las CE se evalué a 72 horas del
tratamiento con MCOB. El disefio de la estrategia experimental se presenta en el

Esquema 10.
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Figura 62. Proliferacién CE: interaccién OB-CE

Las CE sincronizadas, fueron tratadas durante 72 horas con vehiculo, Gen o medio
condicionado de OB pretratados con vehiculo (MCOB) o con Gen (MCOB-Gen) por 24 horas. La
proliferacion se determind con ensayo de MTT como se describe en Metodologia. Los
resultados corresponden al promedio * desvio estandar de cuatro experimentos
independientes donde cada condicién se procesé por cuadruplicado (n=4) ‘p< 0.05, ~p< 0.01
respecto a cada control, °p< 0.05 Gen 10 nM vs MCOB-Gen 10 nM, bp<0.05 Gen 100 nM vs
MCOB-Gen 100 nM.

Los resultados (Figura 62) muestran que la Gen estimulé en forma directa la
proliferacién de CE a las dos concentraciones ensayadas (barras de la izquierda). No
obstante, la proliferacion aumenté significativamente cuando las CE se trataron con
MCOB-Gen. Los resultados de la derecha muestran un crecimiento celular aumentado

enun 44.0y 52.0 % cuando las CE se incubaron con el MCOB-Gen respecto a Gen.
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Siguiendo el mismo disefio experimental, estudiamos el efecto del MCOB sobre la
migracion de CE. Para esto, los cultivos de OB se trataron con Gen 10 o 100 nM por 24
horas. El MCOB-Gen se recuperd para tratar las CE por 72 horas. Como se observa en
la Figura 63, el MCOB-Gen indujo un marcado aumento en la migracion. En presencia
de MCOB-Gen 10 y 100 nM la migracién de CE aumenté 0.8 y 2.5 veces respecto al

control.
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Figura 63. Migracion de CE: interaccion OB-CE

Las CE sincronizadas, fueron tratadas durante 72 horas con vehiculo, Gen o MCOB tratados con
vehiculo o con MCOB-Gen en las concentraciones indicadas por 24 horas. Se estudid la
migracion por la técnica de reparacidon de herida, procesando la placa segun se describe en
Metodologia. Las fotografias corresponden a campos representativos tefidos con Giemsa de
las condiciones experimentales (escala 250 pm, 100X). Los resultados corresponden al
promedio * desvio estandar de cuatro experimentos independientes donde cada condicidn se

proceso por cuadruplicado (n=4)., *p< 0.05, mp< 0.01 respecto a cada control.

Sabiendo que la proliferacidn y migracion de CE son procesos que dirigen la formacion
de nuevos capilares a partir de vasos preexistentes nos preguntamos si estos efectos
de interaccién de las células éseas sobre las CE via Gen podrian traducirse en una
capacidad angiogénica. Para ello se midié la capacidad de formar capilares a partir de
AA. Los anillos se colocaron en un soporte de coldgeno y se trataron por 15 dias con
Gen 10 nM o con MCOB o MCOB-Gen 10 nM en DMEM con 1% SFB. EIl MCOB-Gen se
obtuvo de OB maduros con tratamiento continuo con el FE durante los 15 dias de
cultivo. Los MCOB con o sin Gen se iban recuperando de los cultivos y agregando a los
AA cada 4 dias en los sucesivos cambios de medio (Esquema 11). La fotografia de la
Figura 64 muestra como se visualiza la formacidon de nuevos capilares a partir del
anillo. La longitud total de la red de capilares de cada condicion experimental se
determina usando el programa Imagel. Los resultados muestran que Gen 10 nM
estimuld la formacién de nuevos capilares alrededor del anillo. EI MCOB-Gen mostré
un desarrollo de tubulos alrededor del AA similar al tratamiento con la isoflavona sola,
mientras que el mayor desarrollo de capilares se detectd en el tratamiento de los AA

con MCOB-Gen (56% respecto a MCOB).
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Figura 64. Angiogénesis: interaccion OB-CE

Los AA fueron sembrados sobre una matriz de coldgeno en DMEM con 1% de SFB y tratados
durante 15 dias con vehiculo, Gen, MCOB o MCOB-Gen 10 nM. La formacion de nuevos
capilares a partir de AA se cuantific6 como se describe en Metodologia. La fotografia
corresponde a un cultivo representativo (escala 340 um, 40X). Los resultados corresponden al
promedio * desvio estandar de cuatro experimentos independientes donde cada condicién se
procesé por cuadruplicado (n=4). ‘p< 0.05 ~"p< 0.01 respecto a su control, p< 0.05 respecto al

valor de Gen.
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Resumen:

Los resultados presentados aportan evidencia de wuna accion
bidireccional de Genisteina. Una accion rdpida no genomica de
Genisteina sobre células endoteliales que permite el crecimiento de
osteoblastos. A su vez, los OB proliferantes bajo accion de Genisteina

favorecen los procesos que modulan la generacion de nuevos capilares.
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Como se menciona en la introduccién la lesiéon vascular y el desarrollo de la placa
ateromatosa comprende diferentes etapas: 1) alteracion de la produccién de
vasoactivos, 2) interacciones plagueta, Mo, endotelio, 3) transformacion fenotipica de

CMLYV, 4) calcificacién vascular.

Previamente, en nuestro laboratorio se aportaron evidencias de una accion positiva de
Gen a nivel vascular. Partiendo de esta evidencia en este trabajo de tesis avanzamos

estudiando el rol del FE sobre los eventos que conducen a la calcificacién vascular.

Es sabido que el o6xido nitrico tiene rol crucial en la homeostasis vascular. La
biodisponibilidad de este vasoactivo es imprescindible para el mantenimiento de la
propiedades antiterogénicas y antitrombdticas del lecho vascular (Tousoulis y col.
2012). Los trabajos previos de nuestro laboratorio muestran que en tejido vascular
intacto la Gen estimula en forma no gendmica la produccién de prostaciclinas y NO, y
consecuentemente inhibe la agregacién plaquetas a través de un mecanismo que
incluye la participacion del RE (Polini y col. 2007). Los primeros resultados de este
trabajo de tesis nos aportan evidencia que la accidén estimulatoria de Gen sobre NO se
extiende a animales carentes de funcidn ovarica (OVX y seniles). Asi mismo a través del
empleo de cultivos de células endoteliales, comprobamos que este efecto descripto en
los reportes previos es debido a una accién directa y especifica del fitoestrogeno a
nivel de células endoteliales y que también involucra al RE. En concordancia con
nuestros resultados, en una linea de células endoteliales (EA.hy926) Hwang vy col.
demostraron la participacién del RE y la via PI3K/Akt en la activacién de eNOS por

accion de la isoflavona Puerarin (Hwang y col. 2011).

En esta tesis empleamos el mismo rango de concentraciones de Gen (0.001-100 nM)
que en los trabajos previos (Polini y col. 2007; Sandoval y col. 2010). Es importante
destacar que es dificil establecer con precisiéon cuales son los niveles plasmaticos de
Gen que se alcanzan en la poblacién humana consumidora de FE. Esto se debe a la
variabilidad biolégica interindividual asociadas a la capacidad de absorcion y
metabolizacién; a la biodisponibilidad; a la farmacocinética, sumado a las variables
analiticas en relacion al tipo de técnica empleada para su determinacion (Harsha y col.

2018). Reportes indican que los niveles plasmaticos alcanzados en poblaciones
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asiaticas consumidoras de una dieta rica en soja es de 0.75-2.5 uM (lzumi y col. 2000),
mientras que en la poblacion occidental, en la cual los niveles de consumo son mucho

menores, los niveles séricos son 0.1-100 nM (lzumi y col. 2000).

Sabido es que alteraciones en el perfil de crecimiento, supervivencia y muerte celular
de las CE favorecen el progreso de la lesién vascular. La respuesta fisioldgica al dafio
celular es la generacion de nuevos capilares que permitan adaptarse o resistir a
cambios producidos por la hipoxia, estrés oxidativo e isquemia (Hai-Xin y col. 2016).
Demostramos que Gen estimula la proliferacién de CE entre 20-72 horas en el rango
de dosis ensayadas. A su vez en este intervalo temporal, el FE previene la apoptosis
inducida por estrés oxidativo. La apoptosis, o muerte celular programada, es un
proceso fisioldégico a través del cual los organismos multicelulares declinan células
eficientemente. Uno de los eventos finales en este programa de suicidio celular es la
degradacion del ADN en pequeiios fragmentos de muy bajo peso molecular. La
determinacién de estos fragmentos mediante técnicas adecuadas nos permite evaluar
el estado apoptédtico general de las células estudiadas. El recambio del tejido
endotelial es acelerado por numerosos factores. La respuesta de las CE frente al
microambiente modificado es gradual y dependiente de la intensidad de los factores
agresivos. Factores de riesgo tales como estrés oxidativo, LDL oxidadas y angiotensina
Il estimulan la apoptosis de CE (Imanishi y col. 2005). Las CE son removidas y
reemplazadas por endotelio regenerado a partir de CE adyacentes o bien a partir de CE
progenitoras circulantes (Masuda y col. 2003). Demostramos que Gen previene
parcialmente la apoptosis de las CE cuando son expuestas a un agente oxidante (H,0,).
Resultados similares fueron descriptos por Xiao-Hua Fu y col. quienes demostraron que
24 horas de tratamiento con Gen inhibié la apoptosis de HUVEC-12 inducidas por el
tratamiento con peroéxido de hidrégeno (Fu y col. 2008).

El efecto proliferativo que describimos con Gen fue acompafiado del incremento en la
sintesis del VEGF inducido por el FE. El VEGF es uno de los factores enddgenos
vasculares que en forma paracrina o autocrina regulacion el crecimiento de células
vasculares (Ferrara y col. 2003). La estimulacién de la sintesis de VEGF por Gen se
detectéd al mismo tiempo donde se produce la mayor accion mitogénica de la

isoflavona, lo que hace presuponer que este efecto podria modular la regulacion del
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crecimiento endotelial por Gen. A partir de las 72 horas, cuando la cinética del
crecimiento celular disminuye y no se detectan efectos proliferativos de Gen, la
isoflavona promueve la migracion celular.

El analisis en conjunto de estos resultados sugiere que la Gen favorece los procesos
celulares asociados a la reparacién tisular. En concordancia Sang Hun Lee y col.
aportaron evidencias sobre la capacidad de Gen de promover la reparacién vascular in
vivo en ratones BALB/CA-nu/un y la proliferacion/migracion de HUVEC ex vivo (Lee y
col. 2014).

A su vez los datos obtenidos en el ensayo de fragmentacion de ADN no solo evidencia
una accién preventiva del FE frente a la induccién de dafio al ADN promovida por una
de las principales especies reactivas de oxigeno, el H,0,, sino que adicionalmente
sugieren una accion antioxidante. Si se tiene en cuenta el efecto estimulador de Gen
sobre NO, y que mantener la biodisponibilidad de NO constituye la principal defensa
celular para inhibir la generacién de ROS (Kitaoka y col. 1998), en su conjunto los
resultados de la figura 2 y 8 sugieren una potencial accién antioxidante de Gen, efecto

que serd profundizado en futuras investigaciones.

En resumen nuestra evidencia muestra que Gen estimula la produccion de NO
endotelial a través de un mecanismo de accion que comprende la participacion del
RE, y promueve los procesos que dirigen la formacion de nuevos capilares: sintesis de
VEGF, proliferacion y migracion de CE. La isoflavona exhibe una potencial accién

antioxidante.

En condiciones saludables el endotelio se encuentra en un estado no activado. La
respuesta inicial al dafo vascular es la estimulacién del endotelio que conduce al
reclutamiento y activacion de monocitos. Previamente en nuestro laboratorio se
demostrdé que Gen disminuye la adhesién de Mo a CE inducida por LPS (Sandoval y col.
2010). Teniendo en consideracién que la adhesion leucocitaria requiere de la expresién

de CAMs en la superficie endotelial e integrinas en los monocitos, estudiamos si la
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inhibicién de la adhesion de Mo podria deberse a una regulacién de la expresién de
estas proteinas. Para ello evaluamos la expresién de la CAM endotelial, ICAM-1y de las
integrinas monociticas CD11b, CD11C y CD18. Se empled LPS como inductor de la
expresion de CAMs ya que se sabe que el LPS provoca estrés inflamatorio que resulta
en estrés oxidativo, incrementando la produccion de especies reactivas de oxigeno y
estimulando la transcripcion de genes que codifican para CAMs a través de la
citoquina, TNF (Gotsch y col. 1994). Nuestros datos muestran que Gen reduce los
niveles de expresion de ARNm ICAM-1 en CE activado por LPS. El efecto de la
isoflavona se amplifica hacia los Mo, inhibiendo la expresidon en superficie de las
integrinas que a través de puentes con ICAM-1 favorecen la transendotelizacién de los
Mo. Esta informacion complementa los datos previos de nuestro laboratorio que
mostraron que Gen inhibe la expresiéon de CAMs involucradas en la fase temprana de
adhesion y rodamiento de Mo sobre las CE (Sandoval y col. 2010). Datos reportados
por Hua-ping Zhang y col. demostraron que el tratamiento con Gen disminuye la
expresion de las moléculas de adhesion I-CAM en HUVEC en un modelo de oxidacién

inducido por el tratamiento con LDL (Zhang y col. 2013).

A medida que progresa la lesion vascular las células que interacttdan con el endotelio y
el mismo endotelio activado por injuria liberan moléculas bioactivas, citoquinas (IL-1,
IL-4, TNF-a) y factores de crecimiento (FGF, factor de crecimiento derivados de
plaquetas/PGEF, factor de crecimiento tumoral-B/TGF-B), que median la respuesta
inflamatoria en la pared vascular. La respuesta inflamatoria localizada estimula la
invasion de la tunica intima por CMLV que migran desde la tunica media y proliferan.
En condiciones patoldgicas estas CMLV se localizan en la intima arterial perdiendo su
fenotipo contractil quiescente para adquirir un fenotipo sintético y proliferativo, que
resulta en la acumulacién atipica de matriz extracelular (Rudijanto 2007). Estudiamos
el efecto del tratamiento con Gen sobre los primeros eventos que conducen a la
alteracién estructural de la tunica intima, como son la proliferacion y la migracién de
CMLV. Si bien la cinética de proliferacién basal de las CMLV muestra un aumento a 24
horas con una posterior disminucién a 48 horas, la accion de Gen no acompafié este
perfil. El efecto de la isoflavona fue de inhibicién constante y sostenida del crecimiento

celular. Es importante destacar que esta accidn inhibitoria no se debié a una pérdida
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de la integridad celular, ya que la estructura celular se conserva como muestran las
imagenes de la tincién inmunocitoquimica (Figura 28). Demostramos también que el
mismo rango de concentraciones de Gen inhibié marcadamente la migracion de CMLV.
Ling. y col. obtuvieron resultados similares trabajando con otra isoflavona Daidzeina
(cis-THD) en CMLV humanas. Demostraron que cis-THD 0.1-100 nM inhibe la sintesis
de ADN/proliferaciéon de CMLV en forma dosis dependiente y via RE (Ling y col. 2004).
Datos de la literatura muestran que 17B-Estradiol exhibe un perfil inhibitorio del
crecimiento celular de CMLV, hecho atribuido a un aumento de la muerte celular (Song
y col. 1998) o alteraciones fenotipicas de las células (Vazquez-Padron y col. 2004).
Dado que el estradiol y la Gen actuan a través del receptor de estrégeno, quiza estos
efectos puedan estar relacionados con eventos moleculares provocados corriente
debajo de la activacién del RE. En concordancia con nuestros resultados, otros autores
demostraron que, en modelos in vivo e in vitro, las isoflavonas inhiben el crecimiento,
migracion e inducen apoptosis en células adrticas humanas y de conejo (Gencel y col.
2012). Recientes investigaciones proponen que las proteinas Wnt son reguladores
importantes de comportamiento de CMLV a través de la activacién de las vias de sefial
de B-catenina, con posible importancia funcional en la aterosclerosis y la reestenosis
(Mill y col. 2012). Como se sabe, la sefial Wnt es una de las principales cascadas
involucradas en osteoblastogénesis (Liu y col. 2008). Esta evidencia reportada podria

apoyar la idea de un enlace molecular entre los sistemas vasculares y dseos.

La calcificacién vascular puede considerarse una osteoblastogénesis que se produce
dentro de la pared arterial. Aunque alguna vez se pensé como un evento fisicoquimico
pasivo de mineralizacidn extracelular, hoy es sabido que la calcificacién vascular es un
proceso celular activo sujeto a regulacién, en el que intervienen distintos eventos
celulares y moleculares (Serrano y col. 2011). El tipo de células responsables de la
mineralizacion de la pared vascular es motivo de intenso estudio, considerandose que
las CMLV tienen un rol crucial exhibiendo una transdiferenciacién osteogénica (Pal y

col. 2011).

En este trabajo de tesis implementamos un sistema de calcificacidn in vitro siguiendo

lo descripto por Kanno y col. (Kanno y col. 2008). A cultivos primarios de CMLV se los
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indujo a transdiferenciar a linaje 6seo (CMLV-OB) mediante incubacién prolongada en
medio procalcificante. En concordancia con lo descripto en la literatura (Pugliese y col.
2015), las CMLV-OB presentaron una alta tasa de actividad FAL y capacidad de
calcificar la matriz extracelular, como asi también un aumento en la proliferacién
celular en respuesta a la presencia de B-glicerofosfato y calcio. Las CMLV-OB
expresaron niveles elevados del marcador temprano de diferenciacidon osteoblastica
Runx2, como asi también de la fosfatasa alcalina TNAP. En condiciones fisioldgicas la
CMLV no expresa TNAP, su aparicién indica transdiferenciacién osteogénica
irreversible de las CMLV (Chistiakov y col. 2015). Demostramos que Gen atenua el
proceso de transdiferenciacién osteogenico de las CMLV. La presencia de Gen durante
todo el proceso de induccidn de calcificacion redujo la actividad FAL, la mineralizacién
extracelular y disminuyé marcadamente la formacién de nédulos en la matriz. Otros
autores demostraron que la isoflavona Puerarin inhibe la transdiferenciaciéon de CMLV

via RE/PI3K/Akt (Luy col. 2014).

Decidimos evaluar si esta inhibicion de la calcificacidn vascular evidenciada in vitro en
cultivos aislados de células musculares, se manifiesta en tejido intacto. Para ello
disefiamos ensayos ex vivo de tejido adrtico, segun lo descripto por Price y col. (Price y
col. 2006). Obtuvimos evidencia que el tejido expuesto a un medio procalcificante
exhibe zonas de calcificacién comparado con tejido control y que el tratamiento
continuo con Gen durante todo el periodo de calcificacién redujo significativamente la
incorporacion de calcio. Los resultados cualitativos por tincién fueron corroborados
por cuantificacion del contenido de calcio. De esta manera la hipdtesis de los
experimentos in vitro de transdiferenciacion osteogénica de CMLV que sugerian una
posible accién inhibidora de Gen sobre la calcificacién vascular fue validada en tejido

intacto.

Este conjunto de resultados aportan evidencia que Gen inhibe los procesos que
conducen al progreso de la lesion vascular ateromatosa y la calcificacion vascular.
Especificamente los hallazgos presentados muestran que Gen es capaz de inhibir la

formacion de puentes proteicos entre CE y Mo, atenuar la transdiferenciacion

127



Discusion | 2019

osteogénica de células vasculares e inhibir la formacion de zonas de calcificacion en

tejido intacto.

La ingesta oral de los suplementos dietarios con FE afecta a todo el organismo. Si bien
lo descripto hasta aqui sugiere una accién beneficiosa a nivel vascular, parte de esta
evidencia se podria considerar como efectos antidseos, lo que nos llevd a plantearnos
¢cudl seria la acciéon de Gen a nivel éseo? Por consiguiente, estudiar el rol de la
isoflavona sobre la osteoblastogénesis y la osteoclastogénesis resultd esencial para
entender su efecto sobre el sistema 6seo. Como se describidé en la introduccidn, la
osteoblastogénesis es un proceso secuencial que conduce a que una célula progenitora
mesenquimal se diferencie a osteoblasto maduro. Involucra una serie de pasos tales
como: 1) quimiotaxis y migracién de preOB; 2) proliferacion, 3) expresion de factores
transcripcionales que dirigen y condicionan la diferenciacion a linaje osteoblastico; 4)
expresion de receptores hormonales (Vitamina D, paratohormona, estrégenos) y
proteinas especificas de matriz extracelular; 5) mineralizacién de la matriz. Es asi como
el OB maduro libera FAL, colageno, osteopontina, osteocalcina hacia el espacio
extracelular. Finalmente la matriz se mineraliza por depdsito de cristales de
hidroxiapatita (Stein y col. 2004). Uno de los primeros parametros evaluados fue el
efecto de Gen sobre la migracién de OB in vitro. El potencial migratorio de las células
de linaje osteoblastico fue descrito en detalle por primera vez por Jones & Boyde, 1977
(Boyde y col. 1996) quienes trabajaron con explantes de hueso de rata (Rattus
norvegicus) mediante ensayo de reparacion de herida para estimular la migracién de
OB. Nuestros resultados muestran que la isoflavona es capaz de estimular la migracién
de los pre-OB a tiempos cortos de tratamiento. Resultados similares con otros FE
fueron reportados por Lim y col. quienes describieron que Icarin estimula la migracion

de células mesenquimales luego de 6 horas de tratamiento (Lim y col. 2018).

Luego del reclutamiento y migracién de células progenitoras a las zonas de
remodelado, los pre-OB inicialmente proliferan bajo la estimulacién de diversos
factores humorales, como IGF-1, FGF-2 y BMP (Zaidi 2007). La transicidon a una fase

diferenciativa implica una disminucién de la proliferacién a medida que aumenta
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gradualmente la expresién de marcadores diferenciativos (Stein y col. 2004). El efecto
de los fitoestrogenos sobre la proliferacion celular es variable en los diversos modelos
experimentales estudiados. Trabajando con lineas celulares algunos autores
describieron un efecto positivo de Gen sobre la proliferacién de MC3T3-E1 (Lee y col.
2001), mientras que otros reportan un efecto inhibitorio de Gen sobre la proliferaciéon
celular dependiente de la dosis (Polkowski y col. 2000). Nuestros resultados muestran
gue tratamientos directos con Gen no modifica el crecimiento de los preosteoblastos
de calvaria. En cambio demostramos un efecto indirecto de Gen sobre la proliferacién
a través de su accién sobre CE. Los ensayos con medio condicionado de células
endoteliales muestran que Gen es capaz de estimular el crecimiento de preOB a través
de una interaccidn con CE, sugiriendo que para que el FE exhiba una potencial accién
mitogénica sobre preOB se requiere de la presencia en simultdneo de ambos tipos

celulares.

Avanzando en el estudio de la diferenciacion de preOB a OB maduros, obtuvimos
evidencia que entre 3 y 5 dias de cultivo celular la Gen estimuld significativamente la
expresion de Runx2 y REa. Es sabido que Runx2 actia como un promotor
transcripcional temprano de la expresidén de genes asociados a la diferenciacion de los
OB, como FAL, OC, colageno tipo I, RANKL, OP (Komori 2010). Jin Dai y col.
demostraron que Gen estimula la expresion de Runx2 via activacion de RE en hBMSCs
(Dai y col. 2013). Publicaciones recientes muestran que otras isoflavonas como
Daizeina y Puerarin, promueven diferenciacién osteoblastica a través de aumentos en
la expresion de Runx2, evidencia obtenida empleando lineas celulares (Yu y col. 2017;
Zeng y col. 2018). Evidencia de la literatura muestra que los niveles de REa varian con
el tiempo de cultivo, aumentando durante la diferenciacién osteoblastica vy
disminuyendo en la etapa de mineralizacion. En cambio, la expresion de REP es
constante durante todo el proceso madurativo. Por eso se propone a REa como un
buen marcador de diferenciacidon osteoblastica (Wiren y col. 2002). Si bien Gen tiene
mayor afinidad por el REB, nuestros resultados no mostraron una accién regulatoria de
Gen sobre su expresion, aunque una modulacién por parte del FE no puede ser
descartada. Estos estudios deberdn complementarse con el andlisis de la expresidon

proteica de los receptores y ampliarse evaluando otros tiempos de cultivo. Nuestros
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resultados no nos permiten establecer un orden secuencial a la expresién de
marcadores tempranos de diferenciacion regulados por Gen. Estos hallazgos seran
profundizados en futuras investigaciones que nos permitan entender la accién

secuencial de la isoflavona y las vias de sefializacién involucradas.

Los pasos subsiguientes de la diferenciacion osteobldstica implican cambios
moleculares y morfolégicos que conducen a un fenotipo de osteoblasto maduro,
claramente diferenciado de sus progenitores (Zouani y col. 2013). Una de las proteinas
claves es la fosfatasa alcalina, enzima que hidroliza pirofosfato para proveer fosfato
inorgdnico para la sintesis de hidroxiapatita a partir del calcio circulante. Este
componente mineral de la matriz dsea, a través de su unién a colageno y osteocalcina
le confiere al hueso la rigidez necesaria para la funcién mecanica. Ademas desde el
punto de vista metabdlico, la hidroxiapatita constituye una reserva de calcio y fosforo
disponible para contrarrestar las fluctuaciones de calcemia y fosfatemia debido a
desequilibrios del metabolismo fosfocalcico. El coldgeno tipo | constituye el 90% de la
matriz organica y representa un componente vital para proveer la rigidez, estructura y
estabilidad dptima para la funcién dsea. Demostramos que, a partir de los 11 dias de
cultivo, los OB incrementan la expresidon de FAL y colageno en respuesta a Gen. En la
linea celular MC3T3 se reportd que extractos crudos de soja enriquecidos en FE
estimulan la actividad FAL (Choi y col. 2001). En concordancia, en una linea celular de
OB humanos, Wang y col. reportaron que la isoflavona Puerarin estimula la expresién
de coldgeno (Wang y col. 2013). Demostramos también que, el efecto de Gen sobre la
formacién de la matriz orgdnica se ve acompanado por una intensa mineralizacion. En
OB tratados con Gen la isoflavona estimula la mineralizacién de la matriz extracelular
luego de 12 dias de cultivo. El efecto se determind midiendo no solo el contenido
mineral sino por la visualizacion de nédulos de calcio empleando microscopia y tincién

especifica.

El remodelado que dirige el reemplazo de hueso viejo por hueso nuevo depende del
balance entre formacidn y resorcidén 6sea. Inicialmente nos centramos en entender el
efecto de Gen sobre las células que dirigen la formacion dsea, preOB y OB maduro.

Luego nos focalizamos en el estudio del efecto de Gen sobre las células que dirigen la
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resorcion dsea. Los osteoclastos son células gigantes multinucleadas que provienen de
los precursores hematopoyéticos y pertenecen a la familia monocito/macrofagica.
Para la diferenciacién osteoclastica es fundamental la presencia de dos citoquinas
secretadas por los OB: factor estimulante de colonia de macrofagos y el RANKL.
Ademas, la osteoclastogénesis completa requiere de un contacto fisico entre preOC y
matriz 6sea a través de integrinas de membrana. Asi los osteoclastos inmaduros
atraviesan cambios estructurales internos como polarizacion de las células,
reacomodamiento del citoesqueleto, generacién de un drea de sellado y una
membrana borde en cepillo (Tanaka y col. 2005). El proceso de osteoclastogénesis se
completa con la expresidén de enzimas liticas como TRAP (Hayman 2008), catepsina K,
metaloproteasas. En base a esto, para estudiar el efecto de Gen sobre la
osteoclastogénesis trabajamos con cocultivos de Mo y OB. Precisamente Suda y col.
trabajando con cocultivo de OB y células madres hematopoyéticas describieron la
importancia del contacto célula-célula para la diferenciacién de los precursores
osteoclasticos a osteoclastos maduros mediada por RANKL (Suda y col. 1999). En los
ensayos de adhesiéon de Mo a OB nuestros resultados muestran que la isoflavona Gen
favorece la adhesiéon de Mo a la monocapa de OB a tiempos cortos de incubacién.
Empleando el mismo modelo experimental determinamos que Gen luego de 21 dias de
tratamiento del cocultivo promueve la ostoclastogénesis, evidenciado por cambios
morfoldgicos y expresiéon de TRAP. Los Mo diferenciados a OC se detectaron como
células de mayor tamaiio, multinucleadas, TRAP positivas y con un borde en cepillo
asociado a numerosas vesiculas, acorde a lo descripto en la literatura (Rivollier y col.
2004). Evidencia de la literatura muestra que en cocultivo de Mo/OB la isoflavona
Puerarin estimula la osteoclastogénesis a través del balance positivo de la relacidon
RANKL/OPG (Tiyasatkulkovit y col. 2012). En contraste otros estudios en lineas
celulares de OC describen un efecto inhibitorio de Gen sobre la osteoclastogénesis
(Gao y col. 1999). Entendemos que se requiere un estudio mas profundo que permita
discernir sobre la relevancia biolégica del efecto de Gen sobre la osteoclastogénesis
tanto en modelos in vitro como in vivo en tejido dseo con integridad estructural y

funcional.
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Es sabido que en la diferenciacion osteobldstica, las vias de sefializacion BMP vy la via
candnica Wnt son los principales transductores intracelulares de la osteoblastogénesis
(Li y col. 2009). Por su parte a nivel de la osteoclastogénesis las vias NFkB, ERK y PI3K-
Akt son las responsables de la maduracion y diferenciacién de los precursores de
osteoclastos (Aeschlimann y col. 2004). No obstante, en base a nuestros antecedentes
previos en sistema vascular que muestran que el mecanismo de accién de Gen
involucra la participacion de RE y via NOS, estudiamos la contribucién de estos
mediadores en la accidon ésea de Gen. Esta via mensajera ha sido involucrada en el
efecto de otras isoflavonas, como Icarin, sobre la diferenciacion de OB en modelos in
vitro de células del estroma de medula dsea (sBMSC) (Zhai y col. 2014). Nuestros
resultados muestran que el efecto de Gen sobre la actividad FAL y el depdsito de
colageno en OB maduros se suprimen antagonizando al RE o inhibiendo la NOS,
sugiriendo la participacion del RE y la activacion de NOS en la osteoblastogénesis
inducida por Gen. En concordancia con nuestros datos Haihong L.V. y col. demostraron
la participacion de la via RE/NOs/GMPc/Runx2 en la diferenciacion de células del
estroma de medula ésea humana (sBMSC) tratadas con la isoflavona, Puerarin (Lv y
col. 2015).

Estd bien descripta el rol del NO como sefial intercelular que media Ia
mecanotraduccién en el hueso (McGarry y col. 2005), regulando la redistribucién del
citoesqueleto mediante la activacion de las vias de sefializaciéon de B-catenina y de
PI13K/Akt (Santos y col. 2010). Las tres formas moleculares de NOS han sido descriptas
en OB y OC. NOS1 y NOS3 son constitutivas mientras que NOS2 es inducida por estrés
inflamatorio (Vatsa y col. 2007), en condiciones equivalentes a lo que sucede en
sistema vascular. En preOB y en osteocitos in vitro el NO tiene un efecto bifasico. Bajas
concentraciones de NO promueven proliferacion, diferenciacién y supervivencia,
mientras que elevadas concentraciones de NO tiene efectos contrarios (Mancini y col.
2000). Los efectos del NO son mediados por GMPc/PKG y posterior estimulacion de la
transcripciéon de Runx2 y activacién de la via Wnt (Kalyanaraman y col. 2018). Se ha
descripto que parte de los efectos diferenciativos de los estrégenos en OB son a través
de su unién a receptor de membrana y activaciéon por fosforilacién de via

NOS/GMPc/PKG (O'Shaughnessy y col. 2000). Estradiol estimula la expresion de NOS-3
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via accién gendmica (Armour y col. 1998). Por consiguiente, nuestros resultados, si
bien preliminares y requieren profundizacién mecanistica, sugeririan que la Gen podria
promover la diferenciacion de OB en forma equivalente al estradiol via RE/NOS/PKG.
Demostramos también que RE y la via NOS mediaria la accién de Gen sobre la
adhesién de Mo a OB, primer paso en la diferenciacion osteoclastica. Al igual que para
OB, se ha descripto una accién dual del NO, estimulando la diferenciacion a
concentraciones bajas e inhibiendo la osteoclastogénesis a altas concentraciones,
efecto mediado principalmente por NOS1 (Kalyanaraman y col. 2017). Los datos de
ensayos in vitro en OC empleando inhibidores farmacolégicos de NOS son variados y a
veces discrepantes, quizas dependiendo del tipo de NOS inhibida (Kalyanaraman y col.

2018)

En resumen los datos presentados nos permiten entender que Gen promoveria la
diferenciacion de los pre-OB a OB maduros, estimulando la expresion de REa y
Runx2, promoviendo con esto la actividad FAL, el depdsito de coldageno y la
calcificacion de la matriz extracelular. A su vez en un modelo experimental de
cocultivo (Mo-0OB) demostramos que Gen tiene un efecto positivo sobre la interaccion
entre OB y precursores osteocldsticos (Mo). Asi mismo se aporto informacion sobre el

mecanismo de accion de Gen a nivel éseo, involucrando al RE y la via NOS.

Las interrelaciones bioldgicas, la fisiopatologia y la existencia de factores comunes
compartidos entre las afecciones del esqueleto y el sistema vascular sugieren la
existencia de un “cross talk” bidireccional dseo <> vascular (London 2012). Numerosos
estudios longitudinales en pacientes crdnicos han demostrado asociaciones entre
osteoporosis y calcificacion vascular, asi como también que la progresién de la
calcificacion aodrtica disminuye la densidad mineral ésea (Fujihara y col. 2017;
Lampropoulos y col. 2016; Tanké y col. 2005). Diversos autores han descripto la
participacién de las vias RE/NOS en la regulacion de la expresion de moléculas de

adhesién celular en OB, las que mediarian la adhesién de preOC. La naturaleza de estas
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relaciones en el eje dseo vascular no son claras. Se propone que: a) la aterosclerosis
compromete el aporte circulatorio al esqueleto con una disminucién de la perfusiéon
Osea: b) existen factores de riesgo comunes a ambas enfermedades (edad,
menopausia, dislipidemias, tabaco, alcohol); c) estrés oxidativo e inflamacién activan
vias de injuria en ambos sistemas que conducen a calcificaciones vasculares y
desmineralizacién dsea; d) la funcidn enddcrina de las células dseas regula la biologia
vascular; e) células éseas participan en el remodelado vascular. Teniendo presente
todos estos determinantes es que evaluamos el efecto de Gen sobre la interaccion
entre el sistema vascular y dseo trabajando con medios condicionados (Grellier y col.
2009). Demostramos una interaccion de CE hacia el sistema éseo evidenciada por una
regulacién positiva del crecimiento de los OB, tanto regulando el crecimiento
osteoblastico basalmente (condicién control) como cuando el medio condicionado
proviene de CE tratadas con Gen. Dado que el tratamiento de las CE con Gen fue a
tiempos cortos, nos hizo presuponer que los factores/reguladores que contiene el
medio condicionado son producto de una accién no gendmica de Gen sobre CE.
Teniendo en cuenta lo comentado en el parrafo anterior, y nuestros antecedentes
sobre los efectos no gendmicos de Gen sobre la sintesis de NO (Polini y col. 2007)
estudiamos la participacion de NO. Obtuvimos evidencia que la accidon mitogénica de
Gen sobre OB dependiente de CE, es mediada por el NO ya que la preincubacion de las
CE con el inhibidor irreversible de la NOS suprimié el efecto del medio condicionado.
La participacion de NO en la regulacion del crecimiento de OB se comprobd
empleando un dador de NO (nitroprusiato de sodio). Vimal Veeriah y col. demostraron

Ill

la participacion de la NOS en el “crosstalk” entre CE-OB favoreciendo la proliferacién y
diferenciacién de los OB (Veeriah y col. 2016). El “feedbak” entre CE y OB favoreciendo
la proliferacion y diferenciacion de los OB, ha sido descripta por otros autores (Stahl y

col. 2004).

Siendo que una adecuada perfusidon sanguinea es necesaria para la remodelacién y
reparacion osea (Grosso y col. 2017), ya que aporta células progenitoras como asi
también mediadores que regulan la diferenciacién y activacién de las células
formadoras y resortivas del hueso, estudiamos la interaccién &seo-vascular en la

direccion OB > CE —> tejido vascular. La proliferacion y migracion de CE fue
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potenciada cuando los ensayos se realizaron en presencia de un medio condicionado
proveniente de OB tratados con Gen. Sabido es que la proliferacién y migraciéon son
dos procesos que dirigen la formaciéon de nuevos capilares a partir de vasos
preexistentes. Los factores de crecimiento osteobldsticos regulan la formacién de
nuevos capilares a partir de la vasculatura preexistente (Chim y col. 2013). Empleando
AA sobre un soporte de coldgeno incubado durante 21 dias con el MCOB-Gen,
encontramos evidencia de una accidon proangiogénica de la Gen a través de una
interaccion OB-tejido vascular (Ribatti y col. 2015). Huang y col. describieron la
regulacion de OB mediada por VGEF/Cxcl9 sobre la angiogénesis en el hueso,
trabajando con medio condicionado de OB sobre CE. Sabido es que la inhibicién de la
angiogénesis es una de las estrategias quimicas presentadas en la terapia oncoldgica.
Se ha descripto accidn inhibitoria de Gen sobre angiogénesis en modelos animales de

cancer de mama, prostata e higado (Banerjee y col. 2008).

En resumen esta ultima parte del trabajo de tesis demuestra la existencia de una
accion bidireccional de Gen a nivel éseo y vascular con una interaccion entre ambos

sistemas celulares.

El desarrollo de las investigaciones de este trabajo de tesis reveld acciones directas y
selectivas de Gen a nivel vascular u éseo, las que nos permitieron individualizar
posibles puntos de interaccién.

Los resultados reportados corresponden a ensayos in vitro empleando sistemas
celulares aislados. Si bien en algunos casos se intenté simular situaciones mas cercanas
a lo que ocurre in vivo (medios condicionados, cocultivos, ensayos ex vivo), los datos
no nos permiten definir la relevancia fisiolégica de nuestros hallazgos. No obstante
ello, la informacién obtenida aporta conocimiento basico, que en un futuro, podria
tener implicancia en decisiones clinicas a favor de promover terapias naturales para la
prevencion de enfermedades de alta prevalencia y significativo costo social y

econdémico para la poblacién.
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En resumen, los aspectos mas destacados de este trabajo de tesis doctoral aportan
evidencia que el fitoestrégeno Genisteina exhibe una accion selectiva y diferencial
dependiendo del tejido sobre el cual actia. A nivel vascular inhibe los procesos
celulares que conducen a la calcificacién vascular lo que puede interpretarse como
efecto anti-6seo. En cambio, a nivel 6seo Genisteina favorece la diferenciacion de los
dos principales tipos celulares (OB y OC) responsables de mediar el equilibrio entre
formacién y remodelacién dsea. En un contexto integrado se aportd evidencia de una
accion positiva y bi-direccional de Genisteina que comprende la interaccion entre

ambos sistemas.
Especificamente los resultados presentados nos permiten concluir que:

e Genisteina estimula la sintesis endotelial de los vasoactivos NO y VEGF;

e en células endoteliales, la isoflavona estimula la proliferacién y migracién
celular, e inhibe el efecto apoptdtico inducido por especies reactivas de
oxigeno;

e en condiciones de stress inflamatorio, la Genisteina previene la induccién de la
expresion de moléculas de adhesidn celular involucradas en la adhesion firme
de monocitos al endotelio vascular (ICAM-1 endotelial y la integrinas
monociticas CD11b, CD11cy CD18);

e en un modelo de transdiferenciacion celular se demostré que Genisteina
reduce la transformacidén dsea de las células musculares lisas vasculares a
través de la reduccidn de la actividad FAL y de la mineralizacion extracelular;

e la inhibicién de la calcificacidn vascular se corroboré en un modelo ex vivo de
tejido adrtico;

e en cultivos primarios de OB Genisteina promueve la osteoblastogénesis a
través de la estimulacion de la expresion del REa y Runx2, de la actividad FAL,
del depdsito extracelular de coldgeno y de la mineralizacién de la matriz
extracelular;

e |a isoflavona favorece la diferenciacion de monocitos a osteoclastos en el

modelo experimental de co-cultivo Mo-OB;
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e el mecanismo de accion de la isoflavona comprende la participacién del RE y
de la via dxido nitrico sintasa;

e |a isoflavona estimula el crecimiento de OB en forma indirecta, a través de su
accién sobre CE estimulando la produccidon de NO endotelial;

e el efecto proangiogénico de Genisteina se potencia a través de su accién sobre

los osteoblastos.

Representacion esquematica de los principales aportes de este trabajo de Tesis
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AA: anillos de aorta de rata Wistar

Ao: aortas intactas de ratas Wistar

Ao-calcio: aortas calcificadas

ATC: aterosclerosis

ARNmM: acido ribonucleico mensajero

BMPs: proteinas morfogénicas 6seas

BMP2: proteina morfogénica 6sea 2

BMP4: proteina morfogénica 6sea 4

BGP+Ca: medio de cultivo enriquecido en B-glicerofosfato y calcio
CAM: moléculas de adhesion celular

CaV: Calcificacion vascular

CD11c: integrna monocitica -2

CD11b: integrina monocitica -2

CD18: integrina monocitica 3-2

CD34: molécula de adhesion 34

CE: células endoteliales

CMLV: células musculares lisas vasculares

CMLV-NT: células musculares lisas vasculares nativas
CMLV-OB: células musculares lisas vasculares transdiferenciadas
Daid: Daidzeina

DMEM-D: medio de cultivo enriquecido en B-glicerofosfato y calcio
DMEM: medio de cultivo

ECV: enfermedades cardiovasculares

ELISA: ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas

E.: estradiol

EOV: eje 6seo-vascular

FE: fitoestrogeno

FAL: fosfatasa alcalina

FGF-2: factor de crecimiento de fibroblastos 2

FvW: factor von Willebrand

GADPH: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

Gen: Genisteina

GMPc: Guanosin monofosfato ciclico

GPR30: receptor estrégenico de membrana acoplado a proteina G
H,O,: perbxido de hidrogeno

Hhs: hedgehogs

ICAM-1: molécula de adhesidn intracelular 1

IC1182780: antagonista del receptor de estrogeno

IGF-1:factor de crecimiento insulinico tipo 1

MCCE: medio condicionado de células endoteliales

MCOB: medio condicionado de osteoblastos

MCCE-Gen: medio condicionado de células endoteliales tratadas con
Genisteina
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MCOB-Gen: medio condicionado de osteoblastos tratados con genisteina
M-CSF: factor estimulante de la colonia de macréfagos

IFM: intensidad de fluorescencia media

CMM: célula madre mesenquimal

Mo: monocitos

MPM: mujer posmenopausica

MTT: Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol
NO: oxido nitrico

NOS: oxido nitrico sintasa

NPS: nitroprusiato de sodio

L-NAME: inhibidor de la 6xido nitrico sintasa

LPS: lipopolisacarido bacteriano

OB: osteoblastos

OC: osteoclastos

Oc: osteocalcina

OPN: osteopontina

OPG: osteoprotegrina

Osx: osterix

OVX: ratas Wistar ovariectomizadas

RANKL: el ligando del factor activador de receptor nuclear NFkB
RE: receptor de estrogeno

REa: receptor de estrégeno a

RER: receptor de estrégeno B

ROS: especies reactivas de oxigeno

RT-PCR: reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
Runx2: factor de transcripcion relativo Runx2

PDM-1: proteina de matriz de dentina

Pre-OB: preosteoblasto

PTHrp: péptido relacionado a la parathormona

SFB: suero fetal bovino

SERM: modulador selectivo del receptor de estrogeno

TGF-B: factor de crecimiento transformante B (TGF-B)

THR: terapia hormonal de remplazo

TNAP: fosfatasa alcalina no especifica de tejido

TRAP: fosfatasa acida tartrato resistente

VEGFRZ2: receptor del factor de crecimiento del endotelio vascular 2
VEGEF: factor de crecimiento del endotelio vascular

VCAM-1: molécula de adhesién vascular 1

Wnts: proteina Wingless
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