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RESUMEN  

Introducción: el endotelio vascular posee un papel esencial en los procesos 
asociados a la enfermedad cardiovascular. Existe estrecha relación entre el 
desbalance redox de estas células y la aparición y evolución de estas enfermedades. 
Entre los marcadores de daño oxidativo a los lípidos de membranas se encuentra el 
isoprostano 8-iso-PGF2a, que aumenta en estos pacientes. 
Objetivo: evaluar el efecto del isoprostano 8-iso-PGF2a sobre células endoteliales en 
cultivo y la protección con la proteína de estrés térmico a-cristalina. 
Métodos: se cultivaron células endoteliales de la línea H5V y se evaluó el efecto del 
isoprostano 8-iso-PGF2a y del análogo del tromboxano A2, U46619, sobre la 
supervivencia celular. Se evaluó el efecto protector de la proteína de estrés térmico a-
cristalina a través de la incubación de los cultivos con 1 mg/ml de la proteína previo a 
la inducción del daño con los compuestos en estudio. 
Resultados: la supervivencia celular disminuyó proporcional al aumento de la 
concentración del isoprostano y del U46619. La a-cristalina aumentó la supervivencia 
celular en un 20 % al preincubar los cultivos sometidos al efecto de ambos 
compuestos. 
Conclusiones: el isoprostano 8-iso-PGF2a, además, de ser un marcador de daño 
oxidativo puede ser considerado un inductor directo de daño a las células del 
endotelio vascular, efecto mediado a través, de la generación de tromboxano A2 o la 
activación de su receptor. La proteína de estrés térmico a-cristalina, añadida de forma 
exógena, puede considerarse un protector endotelial.  
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ABSTRACT  

Introduction: the vascular endothelium plays an essential role in processes 
associated with cardiovascular disease. There is a close relationship between redox 
imbalance in these cells and the appearance and evolution of such diseases. 
Increased isoprostane 8-iso PGF2 is among the markers of oxidative damage to 
membrane lipids in these patients. 
Objective: evaluate the effect of isoprostane 8-iso PGF2 on cultured endothelial cells 
and the protection provided by -crystallin heat-shock stress protein. 
Methods: endothelial cells from line H5V were cultured to evaluate the effect of 
isoprostane 8-iso PGF2 and thromboxane A2 analog U46619 on cell survival. An 
evaluation was conducted of the protective effect of -crystallin heat-shock stress 
protein by incubation of the cultures with 1 mg/ml of the protein prior to damage 
induction with the study compounds. 
Results: cell survival decreased as isoprostane and U46619 concentration increased. 
-Crystallin increased cell survival by 20% upon preincubation of the cultures 
subjected to both compounds. 
Conclusions: besides being an oxidative damage marker, isoprostane 8-iso PGF2 
may be considered a direct inducer of damage to vascular endothelial cells. This effect 
is mediated by the generation of thromboxane A2 or the activation of its receptor. 
Added exogenously, -crystallin heat-shock stress protein may be considered to be an 
endothelial protector.  

Key words: oxidative stress, isoprostane, vascular endothelium, thromboxane A2, -
crystallin.  

 

  

  

INTRODUCCIÓN  

El endotelio vascular posee un importante papel en los procesos inflamatorios. Sus 
modificaciones constituyen un factor patogénico inicial de muchas enfermedades, 
cuya activación y disfunción conducen a procesos de inflamación vascular.  

La generación de radicales libres del oxígeno y la activación de vías transcripcionales 
sensitivas a oxidantes, puede ser el mecanismo fisiopatológico común en el desarrollo 
de numerosas e importantes enfermedades vasculares. En situaciones de estrés 
oxidativo aumentado, como las que se observan en la hipercolesterolemia, el 
tabaquismo, y las infecciones e inflamaciones agudas o crónicas, se activan genes de 
respuesta a oxidantes y se sintetizan factores de crecimiento, citoquinas y moléculas 
de adhesión que aumentan la interacción entre las células endoteliales y los 
leucocitos, estimulan el crecimiento de las células musculares lisas vasculares y 
participan en procesos de inflamación vascular y su remodelamiento.1,2  
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Durante la aterogénesis aumenta la producción de Especies Reactivas del Oxígeno 
(ERO) y los productos derivados de su acción, como los productos de la peroxidación 
lipídica y, dentro de ellos, los isoprostanos.3,4 Los isoprostanos del grupo F2 son 
potentes vasoconstrictores5,6 y son utilizados como marcadores del estrés oxidativo 
en diferentes condiciones.7-10 Casi todos sus efectos biológicos están mediados por la 
generación secundaria del tromboxano A2 (TxA2)4,11 y se ha reportado que pueden 
utilizar diferentes receptores, tales como los de la prostaglandina F2 y el TxA2.4,12,13  

El receptor del TxA2 (TP) y sus ligandos aumentan durante enfermedades vasculares y 
aterotrombóticas. Su activación estimula procesos de inflamación vascular y sistémica 
asociados a varias enfermedades,13,14 en respuesta a la acción de citoquinas 
proinflamatorias que incitan la síntesis de moléculas de adhesión.2,15 Los leucocitos y 
las células endoteliales activados liberan gran cantidad de ERO, mediadores del daño 
celular y en el endotelio producen activación de cascadas de señales que aumentan la 
expresión y activación de varias Proteínas de Estrés (Shock) Térmico, moduladores de 
la respuesta intracelular del citoesqueleto y otras estructuras celulares al estrés 
oxidativo.1,2,16  

La protección al endotelio vascular constituye un pilar fundamental en la profilaxis y el 
tratamiento de los procesos que modifican el fisiologismo vascular. A pesar de los 
ensayos clínicos fallidos con antioxidantes, se busca nuevas alternativas de protección 
que incluyen la utilización de ligandos que interfieran directo con el proceso de 
muerte celular.  

Las proteínas de estrés térmico son inducidas bajo situaciones de estrés y protegen 
las estructuras celulares de cambios irreversibles que afectan su funcionamiento.17. 
Existen evidencias de la implicación de las pequeñas proteínas de estrés térmico en la 
aterosclerosis, en la función de la célula endotelial y en la muerte celular.18,19  

El objetivo del presente trabajo es evaluar el efecto del isoprostano 8-iso-PGF2α sobre 
células endoteliales en cultivo y la posible protección de la a-cristalina, proteína de 
estrés térmico de bajo peso molecular.  

  

MÉTODOS  

Cultivo celular  

Se utilizó la línea celular endotelial H5V con medio de cultivo DMEM suplementado con 
suero fetal bovino (SFB) al 10 %.20 Los experimentos se realizaron en placas de 
cultivo de 96 pozos con el 70 % de confluencia celular. Se eliminó el SFB 24 horas 
antes de los estudios para detener la división celular y evitar el efecto del suero.  

Diseño experimental  

Inducción de daño con el isoprostano 8-iso-PGF2a y el análogo del TxA2, U46619  

Las células en cultivo se trataron con el isoprostano 8-iso-PGF2a (Cayman Chemical) a 
las concentraciones de 0,1, 0,5 y 1 mM durante 12, 18 y 48 horas y con el compuesto 
U46619 (Cayman Chemical) a las concentraciones de 0,01, 0,1, 1,0 y 10 mM durante 
18 horas. Posterior se retiró el medio de cultivo y se realizó el estudio de viabilidad o 
supervivencia celular.  
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Evaluación del efecto de la a-cristalina sobre las células en cultivo tratadas  

La proteína a-cristalina se añadió a los cultivos a la concentración de 1 mg/ml, 2 
horas antes a la adición del 8-iso-PGF 2a (0.5 mM) y el U46619 (1 mM). Las células 
fueron tratadas con los agentes inductores de daño, durante 18 horas y al finalizar 
este período se retiró el medio de cultivo y se realizó el estudio de viabilidad o 
supervivencia celular.  

Estudio de viabilidad o supervivencia celular  

Se estimó la supervivencia celular mediante el ensayo de reducción del [3-(4,5-
dimethyl thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide] (MTT, SIGMA). El método se 
basa en la actividad deshidrogenasa de las mitocondrias de las células vivas sobre 
esta sal, transformándola en otro compuesto que es cuantificado a través, de la 
determinación de su absorbancia. La cantidad del compuesto producido en el cultivo 
es solo proporcional a la cantidad de células vivas.21  

Se calculó el porciento de supervivencia celular como:  

 

Análisis estadístico  

Cada experimento se realizó al menos tres veces, con cinco réplicas por condición 
experimental como mínimo. Se calculó la media, la desviación estándar y el error 
estándar de la media en cada condición experimental. Las diferencias entre las 
medias se establecieron mediante análisis de varianzas de una vía, seguido de la 
prueba de Tukey-Kramer. Se estableció el 95 % como valor de significación 
estadística.  

  

RESULTADOS  

Efecto del Isoprostano 8-iso-PGF2 a y el análogo del Tromboxano A2, U46619 
sobre la supervivencia de las células endoteliales en cultivo  

En la figura 1 se observa la disminución de la supervivencia celular con el aumento de 
la concentración y del tiempo de incubación del isoprostano 8-iso-PGF2α. La exposición 
de las células endoteliales a 0,1 mM de 8-iso-PGF2α no disminuyó (87 %), la 
supervivencia durante los tiempos del ensayo. Sin embargo, concentraciones mayores 
de 8-iso-PGF2α (0,5 mM y 1,0 mM) indujeron la muerte celular a partir de las 12 horas 
de exposición con un efecto máximo a las 48 horas.  
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Debido a la disminución de la supervivencia celular provocada por el isoprostano 8-
iso-PGF2α, unido a los reportes de su posible efecto a través, de la activación del 
receptor TP o la generación secundaria de TxA2, se decidió evaluar el efecto del 
compuesto U46619, análogo del TxA2, sobre las células endoteliales en cultivo con la 
utilización de concentraciones ascendentes de este compuesto y 18 horas de 
exposición.  

En la figura 2 se observa que al incubar las células con el U46619, la supervivencia 
celular disminuyó alrededor de un 30 % a concentraciones entre 0,1 y 10 mM.  
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Efecto de la a -cristalina sobre las células en cultivo tratadas con isoprostano 
8-iso-PGF2 a y el análogo del TxA2, U46619  

Para la realización de este estudio se seleccionó la concentración del 8-iso-PGF2α de 
0,5 mM y del U46619 de 1 mM, y 18 horas de exposición. La selección se basó en la 
existencia de reportes bibliográficos de la utilización de similares concentraciones,12,14 

además, de la disminución de la supervivencia celular de alrededor de un 30 % 
obtenida en nuestros estudios, lo que permite evaluar el posible efecto de moléculas 
protectoras.  

La incubación de los cultivos celulares con la a-cristalina a la concentración de 1 
mg/ml durante 2 horas, previo al tratamiento con el 8-iso-PGF 2α y el U46619, 
evidenció una protección de las células al daño inducido con estos compuestos. La a-
cristalina atenuó la toxicidad inducida en un 20 % en ambos casos (Fig. 3).  

 

DISCUSIÓN  

El endotelio constituye un elemento fundamental en el control de la homeostasis 
vascular. Existen considerables evidencias que vinculan la disfunción endotelial con el 
estrés oxidativo vascular incrementado, además, de estar relacionada con eventos 
que ocurren en la diabetes mellitus, la hipertensión arterial y la aterosclerosis.2,8  

Entre los eventos moleculares ocasionados por las ERO se encuentra la peroxidación 
lipídica y la formación de los isoprostanos, cuyos efectos biológicos han sido objeto de 
intensas investigaciones, los que están mediados por la síntesis de TxA2.5-7,11  
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Aunque se ha postulado la implicación de los isoprostanos en la muerte celular, hasta 
el momento, existen muy escasos estudios publicados acerca su citotoxicidad.22,23 

Existen además, muy escasos reportes de la implicación del 8-iso-PGF2α en las 
modificaciones del endotelio vascular relacionadas con la aterosclerosis.  

En el presente trabajo se apreció la disminución de la supervivencia celular de las 
células endoteliales en cultivo inducido por el isoprostano 8-iso-PGF2α. La adición del 
análogo del TxA2, U46619, también disminuyó la supervivencia celular en igual 
magnitud. Similares resultados son reportados por Brault y colaboradores, quienes 
describieron el efecto citotóxico del 8-iso-PGF 2α sobre cultivos primarios de células 
endoteliales de microvasos cerebrales, con efecto dependiente de la concentración y 
del tiempo de exposición. Además, de reportar relación del efecto del 8-iso-PGF2α con 
la generación de TxA2.11,22  

Se reporta que las células endoteliales son más vulnerables a la acción del 8-iso-PGF2α 
que otras células vasculares y perivasculares, lo que podría ser debido al efecto 
diferente que produce el TxA2 en cada una de ellas.22  

Se conoce que la vía del tromboxano está asociada con eventos tempranos de 
aterosclerosis relacionados con disfunción endotelial e hipertrofia vascular24 y que la 
activación del receptor TP, estimula mecanismos de inflamación a través, de la 
activación del factor nuclear de transcripción NF-kB, proceso reportado con el uso del 
compuesto análogo U46619.14  

Benndorf y colaboradores demostraron que los isoprostanos inhiben la migración de 
las células endoteliales y la angiogénesis inducida por el VEGF, lo que se producen a 
través de la activación del receptor TP.4,13,25 Recién la utilización del isoprostano como 
marcador de ECV se ha tornado controversial. Se considera que aunque sea o no 
calificado un factor de riesgo independiente o un marcador predictivo de ECV, el 
hecho de encontrarse niveles elevados de este compuesto en estos pacientes, unido a 
los resultados mostrados en el presente trabajo y otros reportes de la literatura, los 
isoprostanos pueden ser causantes directos de disfunción endotelial.  

Aunque el tratamiento con antioxidantes en la enfermedad aterosclerótica es muy 
controversial, se han desarrollado un gran número de investigaciones en la búsqueda 
de las posibilidades de tratamiento para la prevención y método de estas 
enfermedades.  

En el presente trabajo se evidenció que la α-cristalina atenuó el efecto del 8-iso-PGF2α 
y el U46619 en alrededor de un 20 %. No se encontraron reportes en la literatura 
acerca de la protección o estabilización de la función de las células endoteliales por 
parte de la α-cristalina ante las modificaciones inducidas por prostanoides.  

Se reporta que el 8-iso-PGF2α, a través, de la activación del receptor TP, estimula la 
entrada de calcio a la célula, lo que activa proteínas con función proteasa y 
fosfolipasa. Esta entrada de calcio desestabiliza la función de la mitocondria por de la 
ruptura del poro de transición de la permeabilidad mitocondrial, la disminución de la 
síntesis de Adenosín Trifosfato (ATP) y el aumento de la generación mitocondrial de 
ERO.22  

Los mismos mecanismos que inducen muerte celular son capaces de expresar 
proteínas de estrés térmico, dentro de ellas la a-cristalina, lo que le confiere 
protección a la célula ante este daño.26 Se reporta que la exposición de células 
endoteliales ante determinados estímulos nocivos induce la expresión directa de la 
αB-cristalina.27  
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Es conocido que la αB-cristalina, bajo condiciones de estrés oxidativo, se transloca a 
la mitocondria donde interactúa con proteínas mitocondriales, dentro de ellas los 
canales aniónicos mitocondriales dependientes de voltaje que media el transporte de 
aniones, cationes, ATP, calcio y otros metabolitos entre la mitocondria y el citosol. El 
mecanismo protector de la αB-cristalina en la muerte celular inducida por ERO 
involucra, entre otros factores, la estabilización de la mitocondria.26,28 De esta forma 
podría inhibir los efectos que ocasiona sobre este organito el 8-iso-PGF2α y el U46619.  

La α-cristalina posee, además, propiedades antioxidantes,29 efecto que pudiera estar 
involucrado en la protección de los cultivos, pues la activación del receptor TP 
promueve la generación de ERO a través, de la activación de la enzima Nicotinamina 
Adenina Dinucleótido Fosfato Reducido (NADPH) oxidasa.12 Sin embargo, en un 
estudio realizado en células endoteliales y musculares lisas vasculares en cultivo, se 
determinó que las ERO generadas a partir de la activación del receptor TP no 
participaban en el mecanismo de activación del NF-kB.14  

Otra de las posibles hipótesis acerca del mecanismo de protección de la α-cristalina 
radica en el hecho de que esta proteína es capaz de realizar interacciones 
hidrofóbicas.30 De esta forma la pre-incubación con la α-cristalina podría producir 
interacciones con la membrana celular, produce el apantallamiento de los receptores 
TP y disminuir la acción del 8-iso-PGF2α y el U46619. Por otro lado, también podrían 
existir uniones entre las moléculas de α-cristalina y de estos compuestos al ser estos 
de estructura lipídica.  

Este trabajo abre una nueva línea en el estudio de las causas y mecanismos de la 
disfunción endotelial y sugiere una fuente potencial de su prevención.  
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