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ABREVIATURAS

ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico

Apo: Apolipoproteinas

ARN: Acido ribonucleico

ATCC: American Type Culture Collection

C-HDL: Colesterol de HDL

C-LDL: Colesterol de LDL

CT: Colesterol total

DUSP1: Fosfatasa especifica dual 1 (Dual specificity phosphatase 1)

ERCC2: Gen de reparacion por escision 2 (Excision repair cross-complementing

rodent repair deficiency, comprementation group 2)

ERCCG6: Gen de reparacion por escision 6 (Excision repair cross-complementing

rodent repair deficiency, comprementation group 6)

ERN: Especies reactivas de nitrégeno

ERO: Especies reactivas de oxigeno

FPLC: Cromatografia liquida rapida de proteinas (Fast protein liquid

chromatography)



ABREVIATURAS

GCLM: Subunidad moduladora de la glutamato cisteina ligasa (Glutamate-

cysteine ligase modifier subunit)

GSH: Glutation

HDL: Lipoproteinas de alta densidad

IDL: Lipoproteinas de densidad intermedia

LDL: Lipoproteinas de baja densidad

LDLR: Receptor de LDL (Low density lipoprotein receptor)

LIAS: Acido lipoico sintetasa (Lipoic acid synthetase)

Lp: Lipoproteinas

LRRK2: Cinasa 2 rica en repeticiones de leucinas (Leucin-rich repeat kinase 2)

MUC1: Mucina 1 (Mucin 1)

NAMPT: Nicotinamida fosforribosil transferasa (Nicotinamide phosphoribosyl

transferase)

NFE2L2: Factor nuclear eritroide derivado 2L2 (Nuclear factor erytroid-derived 2-

like-2)

OXR1: Gen de resistencia a la oxidacion 1 (Oxidation resistance 1)

PPP1R15B: Subunidad reguladora 15B de la proteina fosfatasa 1 (Protein

phosphatase 1, regulatory subunit 15B)



ABREVIATURAS

QM: Quilomicrones

SCARAGS: Receptor scavenger clase A tipo 3 (Scavenger receptor class A,

member 3)

SEPP1: Selenoproteina P plasma 1 (Selenoprotein P plasma 1)

SR-BI: Receptor scavenger clase B tipo |

Tg: Trigliceridos

VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad

VSMC: Células de musculo liso vascular



RESUMEN

RESUMEN

El estrés oxidativo es un estado de la célula en la cual se encuentra alterada la
homeostasis de oOxido-reduccion intracelular es decir, el balance entre
prooxidantes y antioxidantes. Este desbalance se produce a causa de una
excesiva produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO’s) y/o por deficiencia

en los mecanismos antioxidantes, conduciendo a dafno celular.

En los ultimos tiempos a aumentado el numero de enfermedades en cuya etiologia
esta involucrado el estrés oxidativo que se produce cuando el ataque oxidativo

supera las defensas antioxidantes, una de estas patologias es la aterosclerosis.

La aterosclerosis es un proceso activo, degenerativo, largo y lento, que cursa con
la formacion de placas de ateroma en el sistema arterial en el que participan los
elementos caracteristicos de la inflamacion crénica con mecanismos celulares
(células endoteliales, monocitos, células de musculo liso y plaquetas) y
moleculares (alteracion en endotelio y lesién con aumento en la permeabilidad) de
distinta relevancia, que pueden trascurrir sin sintomatologia hasta estadios
avanzados en los que se manifiestan complicaciones coronarias, cerebrales,

digestivas o enfermedades oclusivas de las arterias periféricas.

El presente trabajo pretendié evaluar mediante microarreglos la expresion génica
de los fendmenos moleculares asociados a la endocitosis de lipoproteinas de baja
densidad nativas y oxidadas, haciendo énfasis en aquellos relacionados con el

estrés oxidativo.
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1. ANTECEDENTES
1.1 Aterosclerosis.

La aterosclerosis es la principal fuente de morbilidad y mortalidad en el mundo
desarrollado. Se caracteriza por la acumulacion de depdsitos de colesterol en las
arterias de mediano y gran tamafio. Esta situacion da lugar a una proliferacion de
cierto tipo de células dentro de la pared arterial que poco a poco inciden en la luz
del vaso e impiden el flujo sanguineo. Este proceso puede durar décadas hasta
que una lesion aterosclerdtica, a través de las fuerzas fisicas del flujo de sangre,
se altera y son expuestos componentes profundo de la pared arterial a la sangre
circulante, lo que lleva a la trombosis y queda comprometido el suministro de

oxigeno a érganos como el corazén y el cerebro.?

La pérdida de la funcién cardiaca y cerebral como resultado de la reduccién del
flujo sanguineo se conoce como ataque cardiaco y accidente cerebro vascular,
respectivamente, y estas dos manifestaciones clinicas de la aterosclerosis se
refieren a menudo como enfermedad de las arterias coronarias y la enfermedad

cerebro vascular.

Los factores de riesgo pueden ser definidos como las caracteristicas biolodgicas de
los individuos en los que los estudios epidemioldgicos han demostrado que se

correlacionan con el subsecuente desarrollo de enfermedades cardiovasculares.?

+ Edad

+ Género

+ Obesidad

+ Tabaquismo

+ Hipertension

+ Diabetes mellitus

+ Colesterol sérico
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La aterosclerosis se manifiesta con una serie de lesiones histologicas de la arteria
conocidas como placa y que se caracterizan en seis tipos diferentes, los cuales

reflejan el principio, desarrollo y maduracion de la enfermedad, Figura 1.
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FIGURA 1. Diferentes tipos de lesiones ateroscleréticas.
La progresion de la lesidon de la aterosclerosis se representa desde la etapa mas
temprana (superior izquierda) a la mas avanzada (inferior derecha) culminando
con la ruptura de la placa y la trombosis asociada.
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Fisiopatologia de la aterosclerosis.

Durante los ultimos 150 afios se han hecho numerosos esfuerzos para explicar los
complejos acontecimientos relacionados con el desarrollo de la aterosclerosis. Hay
tres hipotesis acerca de esta patologia que se han desarrollado bajo varios
trabajos de investigacion: respuesta a la lesion, respuesta a la retencion y la
modificacién oxidativa. En esta investigacién tomamos en cuenta la hipotesis de

modificacion oxidativa.?

La hipétesis de modificacion oxidativa, se centra en el concepto de que las LDL en
su estado natural no son aterogénicas. Sin embargo, las LDL modificadas
quimicamente son facilmente internalizadas por los macréfagos a través del

"receptor scavenger. Figura 2

Estas observaciones constituyen la base de la hip6tesis de modificacion oxidativa
de la aterosclerosis, en los que la LDL atraviesa el espacio subendotelial arterial.
Durante este proceso, los lipidos de las LDL estan sujetos a la oxidacion y, en
consecuencia, los residuos de lisina de la apolipotroteina B-100 se modifican en tal
forma que la carga negativa neta de la particula aumenta. Esta modificacion hace
que los macrofagos capten LDL a través de los receptores scavenger,
produciendo células espumosas. La acumulaciéon de células espumosas forman la

lesion aterosclerotica.

El proceso de oxidacion de LDL esta asociado con numerosos eventos
potencialmente proaterogénicos. Por ejemplo, durante las etapas iniciales de la
oxidacion de LDL “in vitro”, la modificacion de los lipidos de LDL puede producirse
en ausencia de cualquier cambio en la apolipoproteina B-100. Estas LDL se dice
que estan minimamente modificadas y se ha demostrado ‘in vitro” que inducen
oxidacion tanto en el musculo liso como en las células endoteliales, lo que resulta

en el reclutamiento de células inflamatorias.?

Las LDL oxidadas (LDLox) son quimiotacticas para los monocitos y los linfocitos T,

y estimulan la proliferacion de células de musculo liso. El reclutamiento de células
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inflamatorias puede dar lugar a la oxidacion continua de las LDL, preparando el

escenario para la expansion de la lesion aterosclerética.
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FIGURA 2. Hipdtesis de la modificacion oxidativa de la aterosclerosis.

Las LDL quedan atrapadas en el espacio subendotelial donde son sujetas a la
oxidacion por células vasculares residente como son las células de musculo liso,
células endoteliales y macrofagos. Las LDL oxidadas estimulan la quimiotaxis de
monocitos (A), impide la salida de monocitos (B) y genera la formacion de células
espumosas (C). Una vez formadas, las LDL oxidadas también producen la
disfuncion y lesién endotelial, lo que las convierte en células espumosas
necroticas debido a la acumulacion de LDL oxidadas.

1.2 Lipoproteinas.

Buena parte de los lipidos son insolubles en agua, lo que plantea un problema
para su transporte por los liquidos biologicos, sangre y linfa. Para superarlo,
existen mecanismos celulares como una familia de proteinas plasmaticas
denominadas lipoproteinas, de naturaleza globular, que se componen de lipidos y

proteinas y estan disenadas para formar un nucleo hidrofébico constituido por los
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materiales mas insolubles (triacilgliceroles, ésteres de colesterol), circundado por
una periferia hidrofilica en la que predominan las proteinas (denominadas
genéricamente apolipoproteinas) y los lipidos mas polares (fosfolipidos vy
colesterol). Con ello se consigue que los lipidos mas apolares no se relacionen
con el entorno acuoso. En la Figura 3 se ejemplifica la composicién de una

lipoproteina.*

Esteres de
colesterol

Colesterol libre

Fosfolipidos

- 0 0

Triacilgliceroles

\ Apolipoproteinas

FIGURA 3.Composicion de las lipoproteinas, se esquematiza la estructura
pseudomicelar de la particula, los lipidos anfipaticos en la superficie, los
hidréfobos en el interior y las apolipoproteinas que se integran a la particula
estabilizandola.

Existen varios tipos de lipoproteinas que se diferencian en tamafio, composicion y
densidad, siendo precisamente esta ultima propiedad la que ha servido de base
para su clasificacion como se puede observar en la Tabla 1. En funcién a su
densidad se pueden clasificar en: quilomicrones (QM), lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL), lipoproteinas de densidad intermedia (IDL), lipoproteinas de baja
densidad (LDL) y lipoproteinas de alta densidad (HDL).*
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TABLA 1. Clasificacién de lipoproteinas circulantes por los liquidos biolégicos.*

LIPOPROTEINA DENSIDAD DIAMETRO LIPIDO PRINCIPAL (%)
(A°)
HDL > 1.06 50 — 150 Fosfolipidos
LDL 1.06 —1.019 200 —300 Colesterol
IDL 1.019 — 1.006 250 Triacilgliceridos
VLDL 1.006 — 0.95 250 — 750 Triacilglicéridos
QM 0.95 1000 — 10,000 Triacilglicéridos

Las unidades proteicas que se encuentran en las lipoproteinas pero que aun no se
incorporan a las particulas de lipoproteinas respectivas se denominan
apoproteinas. Cuando forman complejos con las particulas de lipoproteinas se
denominan apolipoproteinas, todas las lipoproteinas tienen diversas cantidades de
proteinas. Aunque la estructura y funcionamiento de estos compuestos es
variable, el componente de apoproteina se asocia con determinadas funciones
bioquimicas dentro del medio de las lipoproteinas, como interactuar con
receptores celulares para posteriormente determinar el destino métabdlico de las
lipoproteinas, asi como activadores e inhibidores de enzimas implicadas en el
metabolismo lipoproteico. Las mas importantes son la apoA, apoB, apoC, apoD y

apoE.°

En la Tabla 2 estan las propiedades de las apolipoproteinas del plasma humano.?
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TABLA 2. Apolipoproteinas del plasma humano: propiedades vy lipoproteinas que
las contiene.*

TIPO FUNCION TAMANO RECEPTOR EFECTO SOBRE LUGAR DE
ESTRUCTURAL MOLECULAR ACTIVIDAD ORIGEN
(kDa) ENZIMATICA
A-l HDL 28 Receptor SRB1 y Activador de LCAT Intestino,
de HDL higado
A-ll HDL 18 Receptor de HDL Cofactor de LCAT Higado
B-48 QM 250 Receptor de LDL Lipasa hepatica de Intestino
triglicéridos
B- VLDL, IDL, LDL 500 Receptor de LDL Reconocida por el Higado
100 receptor de LDL
C-ll QM, VLDL, HDL 10 Activacion de Higado
lipoprotinlipasa
E3-4 QM, VLDL, HDL 34 Receptor de LDL Reconocida por Higado,
receptor de macrofagos

quilomicrones

Las LDL tienen un centro compuesto casi totalmente por colesterol esterificado
liposoluble, la mayor parte de su superficie estda compuesta de fosfolipidos y
colesterol no esterificado. Ambas sustancias superficiales tienen grupos protéticos
con carga eléctrica que sobresalen hacia el exterior y proporcionan una carga
electrostatica negativa sobre la superficie de la lipoproteina; esta carga negativa
permite que la proteina permanezca soluble en el plasma. En uno de los polos de
la lipoproteina de baja densidad hay una sola molécula de apo B100 (peso
molecular de 400 000Da), proteina que constituye el lugar de reconocimiento para
los receptores de lipoproteinas de baja densidad de las membranas celulares de
casi todas las células del cuerpo. La union de esta proteina a los receptores hace
que toda la proteina sea trasportada al interior de la célula por un proceso de
pinocitosis; después es digerida en el interior para liberar los constituyentes de la
lipoproteina. De esta forma, las lipoproteinas de baja densidad llevan fosfolipidos y
colesterol a casi todas las células del cuerpo para su utilizacion con fines

estructurales.®
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Cuando hay un desbalance en las lipoproteinas de baja densidad y estas elevan
su concentracion dentro de un sistema biologico, puede ocasionar dafos

celulares, por ejemplo la aterosclerosis.

1.3 Estrés oxidativo

Definicion

En 1985 Helmut Sies elabord el concepto de estrés oxidativo como una situaciéon
de desequilibrio entre un aumento de oxidantes o una disminucién de

antioxidantes.”

Sin embargo, la situacion real es altamente dinamica, y estd muy lejos de
parecerse a un equilibrio estatico: los oxidantes son producidos de manera
continua como productos secundarios de la respiracion y del metabolismo

oxidativo, y los antioxidantes se encuentran en constante relacion con ellos.

La definiciéon original de Sies ha sido modificada para dar una definicion mas
refinada que es “El desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes a favor de los

oxidantes, que pueden conducir a dafo”.

Los sistemas biologicos se caracterizan por las respuestas de adaptacion que
pueden compensar algun dafo, el estrés oxidativo puede manifestarse como una
situacion de un aumento de especies redox, es decir, un gran aumento en la
reduccion del potencial celular o una gran disminucion en la capacidad reductora
de los pares redox celulares. Los efectos del estrés oxidativo dependen de la
magnitud de estos cambios, si la célula es capaz de superar las pequeias
perturbaciones y de recuperar su estado original. Sin embargo, el estrés oxidativo
severo puede causar la muerte celular y aun una oxidacion moderada puede
desencadenar la apoptosis, mientras que si es muy intensa puede provocar la

necrosis.

De esa manera, se incorporaron los términos prooxidante, oxidante y antioxidante

que se ejemplifican en la Tabla 3.
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TABLA 3. Principales oxidantes, prooxidantes y antioxidantes en las células de los

mamiferos.

OXIDANTES PROOXIDANTES ANTIOXIDANTES

Peroxinitrito Radical superoxido Enzimaticos

Radical hidroxilo Peroxido de hidrégeno Superoxido dismutasas

Radical alquilo Oxido nitrico (Mn-SOD y Cu, Zn-SOD)

Radical peroxilo Ubisemiquinona Catalasa

Radical alcoxilo Glutation peroxidasas

Hidroperoxidos organicos (Se-dependiente y Se-
independiente)

Oxigeno singulete No enzimaticos

Glutation reducido
a-tocoferol

Acido ascorbico

Radicales libres

Un radical libre se define como un atomo o grupo de atomos que contiene un
electron desapareado dentro de su estructura, es decir, es la existencia de un
electron que no tiene una pareja con spin opuesto dentro de un atomo o grupo de

atomos.”

Por otra parte, un radical puede afadirse a una molécula no radical o eliminar un
atomo de hidrégeno a partir de un enlace CH, OH o SH de los no radicales. Este
tipo de reacciones son comunes en los sistemas biologicos, donde la mayoria de
las moléculas son especies no radicales. Las moléculas que puedan verse
afectados incluyen los compuestos de bajo peso molecular como los antioxidantes

y cofactores de enzimas, lipidos, proteinas, acidos nucleicos y carbohidratos.?

En los sistemas biolégicos, se pueden generar una variedad de radicales
dependiendo de su capacidad de reaccidén en funcion de su naturaleza y de la
molécula con la que se encuentre. Si dos radicales se encuentran, pueden unirse

a sus electrones desapareados para formar un enlace covalente en las reacciones

10
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que a menudo son cinéticamente rapidas y que conducen a los productos no
radicales. Algunos ejemplos de los radicales libres presentes en los sistemas

biolégicos se presentan en la Tabla 4.

TABLA 4. Radicales libres formados en los sistemas bioldgicos.

NOMBRE FORMULA CARACTERISTICAS

Radical carbono centrado i: Este radical tiene el electron
o desapareado en el carbono,
| usualmente reacciona rapidamente con

(07}

Anién superdxido y radical O+ , HOz Primer radical oxigeno centrado en

hidroperéxido forma anidnica y proténica.

Radical peroxilo y alcoxilo ROz , RO- Radical oxigeno centrado que puede

formarse por reaccién de un radical
carbono centrado y O, (RO2¢), o puede
formarse por la ruptura de peroxidos
organicos como LOOH (RO32¢, RO¢)

Radical hidroxilo HO- Altamente reactivo, radical oxigeno
centrado que reacciona con todas las
biomoléculas.

Oxido nitrico y diéxido de nitrégeno NO« , NO2 El 6xido nitrico se forma por la L-
arginina y el didoxido de nitrogeno se
forma por la reaccion de NO- con el

O..
Radicales tioil y pertioil RSe , RSS- Grupo de radicales que sus electrones
desapareados residen en el sulfuro
lones metalicos de transicion Fe , Cu , etc. Habilidad para cambiar su niumero de

oxidaciéon a 1, aceptando o donando
electrones simples que pueden
catalizar las reacciones de los
radicales libres.

Especies reactivas de oxigeno vy de nitrogeno.

La toxicidad del O, se explica debido a la formacion de las especies reactivas del
oxigeno (ERO). Estas especies de O, son mas reactivas que éste en su estado

basal de energia.?

Se consideran ERO al oxigeno atdomico (O) y al ozono (O3) que se genera con la
unién del O al Oy, al oxigeno singulete ('0,) que se produce con la excitacion de
uno de los electrones desapareados del O, y al superdxido (Oz¢), al peréxido de

11
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hidrogeno (H202) y al radical hidroxilo (*OH) que son especies parcialmente

reducidas.

En 1946, Michaelis describio la reduccion univalente secuencial del oxigeno como
mecanismo molecular de cuatro pasos de transferencia de un electron, con
formacion de radical superéxido, peréxido de hidrogeno y radical hidroxilo, como
los intermediarios de la reduccién parcial del oxigeno y con formacion de agua

como producto final y de reduccion final.
O,—» 0. — H,0, —» HO* —» H,0

También el oxigeno forma compuestos con el nitrégeno y estos pueden ser mas
reactivos que el O, en su estado basal de energia. Estas especies son el
monoxido de nitrégeno y oxido nitrico (NO-), el dioxido de nitrégeno (NOye) y el
peroxinitrilo (ONOO™) y se reconocen como especies reactivas del nitrégeno
(ERN).

No hay que considerar que las ERO son inevitablemente toxicas, sino que su
toxicidad depende de su concentracion y del contexto en el que se producen.
Bajas concentraciones de ERO estimulan el crecimiento de las células, incluso de
las bacterias y de otros microorganismos y son indispensables para la
diferenciacién celular y para la muerte celular programada. Finalmente la
reactividad es una caracteristica intrinseca de cada especie de oxigeno sea 0 no

un radical.’

Antioxidantes

El sistema de defensa antioxidante esta constituido por un grupo de sustancias
que al estar presentes en concentraciones bajas con respecto al sustrato oxidable,

retrasan o previenen significativamente la oxidacion de este.?

12
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Los antioxidantes impiden que otras moléculas se unan al oxigeno, al reaccionar
interactuan mas rapidamente con los radiales libres del oxigeno y las especies

reactivas del oxigeno que con el resto de las moléculas presentes.

Su accion la realizan tanto en medios hidrofilicos como hidrofébicos. Actuan como
eliminadores, con el objetivo de mantener el equilibrio prooxidante/antioxidante a
favor de estos ultimos. Algunas clasificaciones de los antioxidantes se presentan
enla Tabla 5y Tabla 6.°

TABLA 5. Clasificacion de los antioxidantes segun el sitio donde ejercen su
.03
accion.

INTRACELULAR MEMBRANA EXTRACELULAR
Superoxido dismutasa Vitamina E Ceruloplasmina
Catalasa Betacarotenos Transferinas
Peroxidasa Ubiquinol-10 Lactoferinas
DT-deafarasa Albuminas

GSH Haptoglobinas
Proteinas que ligan Vitamina C
metales

Sistemas proteoliticos Acido urico
Vitamina C Vitamina E
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TABLA 6. Clasificacion de los antioxidantes segun su origen.>

ORIGEN ACCION
1.Exégenos
Vitamina E Neutraliza el oxigeno singulete

Captura radicales libres hidroxilo
Captura O+,
Neutraliza peroxidos

Vitamina C Neutraliza el oxigeno singulete

Captura radicales libres hidroxilo

Captura O+,
Regenera la forma oxidada de la
vitamina E
Betacarotenos, Flavonoides, Neutraliza el oxigeno singulete.
Licopenos.
2.Enddégenos
Enzimaticos Cofactor
Superoxido dismutasa (SOD) Cobre, sodio y magnesio
Catalasa (CAT) Hierro
Glutatién peroxidasa (GPx) Selenio
3.No Enziméticos
Glutatiéon Barreras fisiolégicas que enfrenta el

oxigeno a su paso desde el aire hasta
las células
Coenzima Q10, acido tioctico Transportadores de metales

(tranferrina y ceruloplasmina)

1.4 Microarreglos.

Un gen es un fragmento de ADN formado por una secuencia de nucleétidos que
codifica para una proteina o un RNA.”
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Dentro de cada célula los genes se activan o desactivan de acuerdo a la funcién
que ocupa la célula en un tejido en particular. Se dice que los genes que se
encuentran activos estan expresados, y los niveles de expresién pueden variar
como respuesta a estimulos ajenos al genoma como la temperatura, el alimento y
los rayos solares. De la misma manera, los organismos responden a través de la
expresion de su genoma ante el contacto con farmacos, infecciones o diferentes
estados patoldgicos, es por ello que las herramientas que permiten estudiar los
niveles de expresion gendmica de un organismo con miras a disefar tratamientos

especificos que modifiquen nuevamente las expresiones alteradas.®

Los microarreglos de ADN son una de las tecnologias mas recientes para el
estudio de la expresidén global de genes. Esta técnica muestra, en un solo
experimento los genes que estan siendo activados y expresados en forma de
ARNmM, en un grupo celular determinado y bajo estimulos especificos de cada

experimento.

Un microarreglo consiste en un conjunto de secuencias de &cidos nucleicos
(oligonucledtidos, ADN, ADNc, etc.) inmovilizadas sobre un soporte sdlido en el
cual cada una de éstas son llamadas “spots” o “blanco”. Estas secuencias pueden
provenir de diversas fuentes (cultivos celulares, muestras de pacientes, etc) y se
utilizan diferentes métodos para la impresion sobre el soporte sélido. El tamafo de
los spots varia de un sistema a otro, obteniendo diametros desde 80 micras. La
superficie utilizada es un chip que actua como un soporte sélido para la impresion
de cientos o miles de “spots”, de tal manera que puedan ser ordenados dentro del

area total de unos pocos centimetros.

El proceso de analisis utilizando microarreglos se puede resumir basicamente en 3
etapas principales: a) la fabricacién del arreglo el cual contiene las secuencias de
acidos nucleicos inmovilizadas o blancos, b) el marcado de una o0 mas muestras
fluorescentemente o sondas, las cuales son hibridadas con el microarreglo, c) un

sistema de deteccion que cuantifica la sefial de hibridacion y el analisis.® Figura 4
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FIGURA 4. Esquema general de trabajo con microarreglos.
Se muestran los procedimientos necesarios para la elaboracion y analisis de los
microarreglos.

En el campo clinico, los microarreglos han facilitado la comprension de los
mecanismos moleculares de carcinogénesis, la identificacion de nuevos
marcadores tumorales, la clasificacion de neoplasias de dificil diferenciacion, asi
como la determinacion de los genes involucrados en las respuestas inmunes en

diferentes enfermedades o en la respuesta a diferentes microorganismos.

Para entender el desarrollo de un organismo, el comienzo de alguna enfermedad
genética o las funciones celulares, el mejor procedimiento es dar seguimiento a las
actividades de los genes y sus productos en diferentes tejidos y en diferentes
etapas de desarrollo bajo condiciones normales (salud) o alteradas (enfermedad).
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2. HIPOTESIS

Las lipoproteinas de baja densidad oxidadas provocaran un incremento en el
estrés oxidativo en las células de musculo liso vascular, el cual puede ser medido

indirectamente al observar los genes sub y sobre expresados.

3. OBJETIVO

Evaluar los cambios en expresion génica expuestas a un estrés oxidativo en

células de musculo liso vascular inducido por lipoproteinas de baja densidad.

4. OBJETIVOS PARTICULARES

= Establecer el crecimiento en cultivo de células de musculo liso vascular
(VSMC).

= Aislar y purificar lipoproteinas de baja densidad (nativas y oxidadas)

= Realizar los ensayos de internalizacion de lipoproteinas de baja densidad
en células de musculo liso vascular a diferentes tiempos.

= Aislar y purificar el ARN de las células producto de los ensayos de
internalizacion.

= Analizar los cambios de expresion génica de genes asociados a la

respuesta molecular al estrés oxidativo.
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5. MATERIALES Y METODOS.

5.1.Cultivo celular de VSMC

La linea celular con la que se trabajé es de aorta de humano; esto es que son
células de musculo liso vascular, las cuales nos sirvieron como modelo in vitro
para ver la asociacion de estas con las lipoproteinas de baja densidad, y poder
inducir el estrés oxidativo. La linea celular se adquirié de ATCC, con numero de
identificacion CRL-1999.

Para propagar las células, se necesitdé un medio de crecimiento base F-12K, para
complementarlo se requirié de: 0.05mg/mL de &cido ascérbico, 0.01mg/mL
insulina, 0.01mg/mL transferrina, 10ng/mL selenito de sodio, 0.03mg/mL de factor
de crecimiento endotelial, suero fetal bovino de 10%, HEPES de 10mM y TES de
10mM.

Se inicio el crecimiento con 2 cajas petri de 10cm de diametro y se les hizo cambio
de medio de cultivo al dia siguiente de haberlas propagado y cuatro dias
posteriores a este, hasta obtener una confluencia del 85% para poder realizar el

siguiente pase al doble de cajas de las que se tenian al inicio.

La metodologia seguida para el pase de células a mas cajas fué el siguiente, cabe
sefalar que toda la metodologia citada a continuacion se realiza dentro de una

campana con flujo laminar y en condiciones de esterilidad.

Retirar el medio de cultivo con pipeta Pasteur conectada a una bomba de vacio,
adicionar 2mL de solucion PBS 1X, se retira el PBS y se adicionan 2mL de tripsina
1X vy se incuba durante 5 minutos a 37°C. Una vez transcurrido el tiempo de
incubacion se raspa la caja con gendarmes para despegar por completo las
células y se retira todo el contenido de la caja con micropipeta de 1mL para
depositarlo en tubos Falcon de 15mL; posterior a esto se centrifuga a 1000rpm
durante 5 minutos, se retira el sobrenadante con mucho cuidado de no tocar el

botén formado que es en donde se encuentran las células y se resuspende este
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con 1mL de medio de cultivo. Se adicionan 200uL a cada una de las 5 cajas
nuevas para propagar y se afaden 10mL de medio de cultivo a cada caja y se
incuban a 37°C y 5% de CO..

Se crecieron 63 cajas que fueron utilizadas para el ensayo de internalizacion de

LDL en asociacion con células VSMC.

5.2.Aislamiento y purificacion de LDLn

Este procedimiento se realiz6 con plasma humano y se utilizaron las técnicas de
ultracentrifugacion, didlisis y cromatografia por exclusién molecular mediante
FPLC.

Se inicia midiendo un volumen aproximado de 400mL de plasma y agregando
acido ascorbico 1mM y o-tocoferol 100uM, azida de sodio 0.05%, inhibidor de
tripsina0.01%, benzamidina 0.01%, PMSF 1mM, DTNB 1.5mM y EDTA 1%.

Se debe de ajustar la densidad del plasma a 1.019g/mL con KBr, una vez que se
afiade todo lo anterior al plasma se deja en agitacion constante durante una hora y
en cuarto frio. Transcurrido el tiempo de agitacion se procede a llenar tubos Quick-
seal para ultracentrifuga (el volumen aproximado del tubo es de 20mL). Una vez
sellados los tubos se ponen en el rotor (con capacidad para 8 tubos) y se colocan
las capuchas. Se centrifuga a 70,000rpm durante nueve horas y media a 4°C para

observar un gradiente.

Se descarta la parte superior y la parte inferior se recolecta (esto se hace
mediante un cortador de tubos de ultracentrifuga). Una vez que se obtiene la parte
inferior se debe de ajustar la densidad a 1.05g/mL con KBr y se pone en agitacion
constante en cuarto frio durante 1 hora. Transcurrido el tiempo de agitacion se

procede a llenar tubos Quick-seal para ultracentrifuga, se sellan los tubos y se
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ponen en el rotor con sus respectivas capuchas. Se ultracentrifuga a 70,000rpm

durante once horas y media a 4°C para observar un gradiente.

A partir de este punto de la metodologia ya no se descarta nada ya que en la parte
superior del tubo se tendran las LDL y en la parte inferior las HDL. Se recupera la
parte superior y se ajusta la densidad a 1.063g/mL, mientras que la parte inferior
se ajusta a una densidad de 1.21g/mL con KBr y se pone en agitacion constante
en cuarto frio durante 1 hora. Transcurrido el tiempo de agitacion se procede a
llenar tubos Quick-seal para ultracentrifuga, se sellan los tubos y se ponen en el
rotor con sus respectivas capuchas. Se ultracentrifuga a 70,000rpm durante ocho
horas y cuarenta minutos a 4°C para observar un gradiente. Se recupera la parte
superior tanto de LDL como de HDL y se proceden a guardar a 4°C hasta el

momento de la dialisis.

Para la didlisis se lleva la fraccion de LDL obtenidas de la ultracentrifugacién a una
celda de ultrafiltracion (amicon), se hace pasar por una membrana de 0.45um con
una solucion de PBS 1X con EDTA, &cido ascérbico y a-tocoferol como
antioxidantes, el objetivo es que pase todo por la membrana excepto las LDL, para
tener una buena concentracion se dializa de 4 a 5 veces hasta obtener un

volumen menor de 10mL.

Posterior a esto se pasa este volumen obtenido de la dialisis por una columna de
exclusiéon molecular por medio del FPLC a un flujo de 0.5mL/min y como fase
movil se usa PBS 1X como buffer para hacer la purificacion de la fraccion de LDL

y recolectar esta fraccidén para su posterior cuantificacién.

La cuantificacion de las LDL se realizé mediante la técnica del acido bicinconilico
(BCA), para posteriormente hacer los ensayos de internalizacion con asociacion

entre LDL nativas y células VSMC se necesita una concentracion de 2.5ug/mL.
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5.3.Modificacién de LDLn

Se realizé la oxidacion de LDL nativas para ver la diferencia en la asociacién con
células de musculo liso vascular, esto se realiz6 dializando con NaCl 150mM unas
3 0 4 veces hasta obtener un volumen final menor a 10mL y se adiciona sulfato
cuprico para tener una concentracion final de 10mM y aforando con agua, se
incuba a 37°C y en agitacion durante 5 horas, posteriormente se fracciona en el
FPLC a un flujo de 0.5mL/min y utilizando NaCl 150mM como buffer para
recolectar las fracciones purificadas de oxLDL y cuantificar, para posteriormente

utilizarlas en el ensayo de internalizacion.

La cuantificacion de oxLDL se realizé mediante una técnica espectrofotométrica de
UV a longitudes de onda de 215 y 225nm.

5.4.Ensayo de internalizacion

Para el ensayo de internalizacién se tomaron en cuenta 3 tiempos designando
como control el tiempo cero. Para cada uno de los tiempos se tuvieron 9 cajas y se
realizaron tres mezclas de tres cajas cada uno, esto con la finalidad de obtener
resultados confiables. A continuacion se presenta una tabla con los tiempos de

internalizacion y el numero de muestras requeridas para cada tiempo.
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TABLA 7. Ensayo de internalizacion de LDL con VSMC.
Tiempo de | Muestras | Muestras | Pool Pool
internalizacion | nLDL oxLDL nLDL oxLDL
(horas) (cajas) (cajas)
0 9 3x3
1 9 9 3x3 3x3
5 9 9 3x3 3x3
24 9 9 3x3 3x3
Cajas totales 36 cajas 27 cajas

TADLA T, L1 |..c|yu UT 1IcitianZacclull U UL UUIT V OIVIL.

Para iniciar el ensayo se dejaron las células en ayuno durante 1 hora con medio
minimo, es decir, sin complementar el medio F-12K. Una vez transcurrido este
periodo de ayuno se procedid a anadir las nLDL a las cajas de 24 horas,
posteriormente a las de 5 horas y después a la de 1 hora. Cabe mencionar que las

células a las cero horas fueron nuestro control.

Una vez transcurrido los tiempos establecidos (Tabla 7), se quité el medio minimo,
se anadié 1.5mL de trizol (ya que es el método por el que se obtuvieron la fraccion
de ARN), se deja reposar durante 5 minutos, se raspa la caja y se deposita el
contenido de la caja en criotubos para guardar las muestras en nitrégeno liquido,

hasta la extraccion de ARN.

5.5.Extraccién de ARN.

La extraccion de ARN de la linea celular de humano crecida en monocapa se
realizé por medio de la técnica de Trizol.

El Trizol es un reactivo listo para utilizarse en la extraccion de ARN de células y
tejidos, es una solucion monofasica de fenol e isotiocianato de guanidina que
durante la homogenizacion o la lisis de la muestra mantiene la integridad de ARN,
al mismo tiempo que altera la estabilidad de las células y disuelve los

componentes celulares.
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En la metodologia la adiciéon de cloroformo seguida de centrifugacion separa la
muestra en dos fases, una de ellas acuosa y otra organica, el ARN permanece
exclusivamente en la fase acuosa y puede ser recuperado por precipitacion con
alcohol isopropilico, una vez removida la fase acuosa, el ADN vy las proteinas de la

muestra pueden ser recuperadas por precipitaciones secuenciales de la misma.

Al finalizar la extraccién de ARN, se cuantificé y determind su integridad, para
posteriormente ser utilizado en la elaboracién de microarreglos. Esto se realizo
mediante el uso de un dispositivo nanodrop tomando en cuenta la relacién de
absorbancia 280/260 y mediante Chips RNA-Agilent basados en electroforesis

capilar.

5.6.Elaboracion de microarreglos.

La elaboracién de los microarreglos fueron llevados a cabo en el departamento de

Affimetrix del INMEGEN vy se utilizé como soporte el GeneChip human gene 1.0 st
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
CULTIVO CELULAR

El cultivo de las células de musculo liso vascular logré una confluencia del 85%
aproximadamente entre 3 o 4 dias. Se obtuvieron al final 63 cajas las cuales se

utilizaron para el ensayo de internalizacion.

A continuacion se presenta un ejemplo tomado de ATCC de la confluencia
requerida en las células para poder realizar los pases necesarios y obtener las

cajas deseadas.

ATCC Number: CRL-1999
Designation:  T/G HA-VSMC

Low bensity Scale Bar = 100um High Density Scale Bar = 100pm

FIGURA 5. Cultivo de células de musculo liso vascular.™

En la imagen del lado izquierdo se puede observar el cultivo de VSMC con baja
confluencia, mientras que en la imagen de la derecha se encuentra el cultivo con
confluencia suficiente para poder hacer un pase a mas cajas petri.
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CROMATOGRAMAS DE LDLn Y LDLox

Una vez aisladas las LDL se purificaron mediante FPLC para obtener las
fracciones de LDL nativas y LDL oxidadas que se utilizaron en el ensayo de
asociacion junto con las células de musculo liso vascular. A continuacion se

presentan los cromatogramas.

Cromatograma de nLDL
A 1dl=1027_M1 UV_280nm_01 D: Fractions 1
0.10 BT
0.08
0.06

0.04

0.02

o bbb TR

Al 0.0 ' 10.0 ' 20.0 30.0 " 40.0 50.0 " min

(5]

FIGURA 6: Cromatograma de LDL nativas.
El perfil de elucién mediante FPLC de la muestra de LDL nativas nos da una
concentracion de 2.880mg/mL.
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FIGURA 7. Cromatograma de LDL oxidadas.

El perfil de elucién mediante FPLC de la muestra de LDL oxidadas nos da una
concentracion de 2,610mg/mL.
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INTEGRIDAD DE ARN

Una vez extraido el ARN se procedi6 a cuantificarlo y a analizar su integridad para
determinar si se podia proceder con la elaboracion de los microarreglos. La
cuantificacion se realizé con un dispositivo Nanodrop tomando en cuenta la
relacion 280/260nm y posterior a esto se utilizaron chips ARN-Agilent para
introducir en el dispositivo Bioanalyzer Agilent 2100 el cual consiste en un sistema
de microelectroforesis mediante el uso de nanocapilares. Se utilizé 1uL de cada

muestra para el analisis.

Para el andlisis de ARN mediante el Bioanalyzer, el software contiene un algoritmo
llamado RIN (RNA Integrity Number) que permite determinar la calidad de las
muestras de ARN eucariético total en base a un rango numérico del 1 al 10,
siendo 1 el valor para una muestra de ARN totalmente degradada y 10 el valor

obtenido para una muestra intacta.

A continuacién se muestran las imagenes donde se demuestra que la integridad

de ARN es muy buena debido a que los valores de RIN obtenidos van de 9.4 a 10.
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FIGURA 8. Integridad de ARN extraido de VSMC.

En la imagen de la izquierda se observa la microelectroforesis de nueve muestras
y se pueden identificar dos bandas bien definidas las cuales corresponden al
numero de nucleétidos de cada una de las subunidades ribosomales del ARN. En
el lado derecho de la imagen se visualiza otra representacion de la calidad del
ARN de cada muestra, la cual incluye el RIN y la representacién en los picos
cromatograficos de los coeficientes de sedimentacién 18S y 28S correspondiendo
a la subunidad pequefa y al subunidad grande del ARN ribosomal.
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Owverall Results for sample 6 : i

RMNA Area: G667

RMA Concentration: 510 ngfpl
rRNA Ratio [28s | 185) 1.7

RNA Integrity Number (RIN]: 10 (A.01.01)
Result Flagging Color: A—
Result Flagging Labal: RIN:10
Fragment table for sample 6 : 2

Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area

185 1.702 1.8380 1548 232
285 3277 4.302 2708 40.6

FIGURA 9: Resumen de los resultados obtenidos mediante el Bioanalyzer Agilent
2100.

Se observan los resultados detallados de una de las muestras de ARN obtenidas,
pudiendo verse la concentracién de la muestra, la integridad del ARN (por medio
del RIN) y el tamafio de los picos 18S y 28S obtenidos en el cromatrograma.

MICROARREGLOS

Una vez que se obtuvo una integridad favorable de ARN de cada una de las
muestras se procedio a realizar la hibridacion de los microarreglos. A continuacion

se presenta la imagen de los genes totales obtenidos mediante esta técnica.
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FIGURA 10: Escaneo del microarreglo Human Gene ST1.0 de Affimetrix.
Cada uno de los puntos que se observan en la imagen son genes sobre
expresados o sub expresados, la cuenta total fue de 22,081 genes.

Los datos obtenidos después de utilizar la técnica de microarreglos son muy
numerosos, dando un total de 22,081 genes. Debido a esto fue necesario utilizar
una herramiento de cémputo para delimitar los genes que estan asociados al

estrés oxidativo.

Para este fin se utilizé el software llamado Ingenuity, el cual categoriza los

diferentes genes en funcion de sus anotaciones de Ontologia Génica (Gene
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Se analizaron 14 genes relacionados con la condicién de estrés

oxidativo, los cuales tienen significado fisiologico en la situacion de sobre

expresion o sub expresidon, medida por el rango de intensidades y delimitada por la

razon de cambio, teniendo como linea de corte el valor de +/- 2 en escala

logaritmica.

A continuacion se presenta una tabla con los genes obtenidos con su expresion en

los diferentes tiempos y condiciones.

INTERPRETACION DE

GEN FUNCION EXPRESION EXPRESION
Es la proteina fosfatasa dual especifica 1. Es Debido a la sobre expresion del
inducido en fibroblasto de piel humana por N1=2.15728 gen nos indica un nivel de
DUSP1 estrés oxidativo o térmico y por factores de N24—2' 10188 proliferacién celular controlada
crecimiento. Tiene importancia en la regulacion ’ por lo que el nivel de
negativa de la proliferacién celular.® transcripcion esta bien regulado.
Es el gen resistente a la oxidacidn, esta implicado Hay una sub expresion del gen la
OXR1 en la proteccion contra el daio oxidativo del N1=-2.02669 cual nos refiere que no hay
ADN producido por agentes oxidantes tanto N5=-2.28454 activacion de las defensas
endégenos como exdgenos.>! antioxidantes.
La glutamato cisteina ligasa, con subunidad Debido a la sub expresion del
GCLM moduladora es la enzima limitante del primer N5=-2.84893 gen se puede decir que no se
paso de la sintesis de glutatién'sl activa la sintesis de glutatlén
La nicotinamida fosforribosil transferasa es un Por la sub expresién del gen
gen que codifica a una proteina catalizadora de podemos indicar que las células
NAMPT la cgndensauon delun |termed|a.r|o para NG=-2 23122 no necesitan unlrequerlmlento
producir NAD. La proteina es una adipocina que mayor de energia al normal, ya
se localiza en el torrente sanguineo y promueve gue no hay una produccion
las enfermedades vasculares de musculo liso.* desequilibrada de NAD.
Es conocido como el factor nuclear eritroide Ya que se tiene una sub
derivado 2L2. Es un regulador clave en la expresion del gen, se puede
NFE2L2 respuesa antioxidante, es decir, regula la N5=-2 08238 decir que no hay un desequilibrio

transcripcion de los productos de varios genes
implicados en la respuesta de proteccidn al
estrés oxidativo.>

generado por estrés oxidativo,
ya que las defensas
antioxidantes no se activaron.
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PPP1R15B

Es una proteina fosfatasa 1, subunidad
reguladora 15B, la cual cataliza elprimerpaso
regulado de la iniciacién de la sintesis proteica,
es decir, activa el metabolismode sintesis de

proteinas que podrian ser de defensa.**

N5=-2.48852

Debido a la sub expresién del
gen se puede suponer que no
hay sintesis de proteinas de
defensa asociadas al estrés
oxidativo.

LDLR

El receptor de las lipoproteinas de baja densidad
es la principal proteina responsable de la
absorcion de colesterol en la célula.

N24=-4.10276

La sub expresidn del gen indica
que no hay endocitosis asociada
a particulas lipoproteicas.

LIAS

El 4cido alfa lipoico sintetasa es un potente
antioxidante, ya que tiene la capacidad de

. . .7 1

restaurar los niveles intracelulares de glutation.?

N24=2.03104
Ox24=2.44645

Se observa una sobre expresion
del gen tanto en la condicién
nativa como en la oxidada en el
tiempo mas tardio, lo que hace
suponer que las defensas
antioxidantes se activan por
presencia de estrés oxidativo.

LRRK2

Este gen codifica la cinasa 2 rica en repeticiones
de leucina, que es una proteina citoplasmatica
asociada a la activacién por estrés.*

N24=2.32613
Ox24=2.09364

En el tiempo de 24 horas, dada la
sobre expresion del gen se
puede indicar que hay presencia
de estrés oxidativo.

SEPP1

La selenoproteina 1 es responsable de algunas
de las propiedades antioxidantes de defensa
extracelular de selenio o puede participar en el
transporte de selenio.*

N24=2.2004

A las 24 horas hay una sobre
expresion del gen por lo cual hay
estrés oxidativo,lo que requiere
la presencia de defensas
antioxidantes para evitar un
dafio celular.

ERCC6

El gen de la reparacién por escisién 6 codifica

una proteina de unidn al ADN, su funcidn es

mantener la integridad de los cromosomas y

eliminar las lesiones del ADN provocadas por
estrés.*

Ox1=2.10416
Ox5=3.01423
Ox24=2.06556

En toda la condicién de LDL
oxidadas se observa el gen sobre
expresado por lo que se infiere
gue hay estrés oxidativo ya que
se activan los mecanismos de
reparacion de la célula.

MUC1

La funcién primaria de las mucinas es hidratar,
proteger y lubricar la superficie luminal
endotelial del cuerpo humano. La mucina 1
asociada a la superficie celular tiene la funcién
de aumentar la adhesion celular en las
superficies endoteliales luminales de los
conductos dentro del cuerpo humano.*

Ox5=-2.15913
Ox24=-2.81800

En la condicidn oxidada la
tendencia en que el gen se
encuentra sub expresado, por lo

que la adhesién endotelial se
presenta menos activa, a nivel

fisioldgico esto puede indicar
dano celular como el que se
presenta en la aterosclerosis.
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El receptor scavenger clase A tipo 3 es un gen
que codifica un receptor de tipo carrofiero. Esta
proteina se ha demostrado que reduce las

Debido a que hay una sub
expresion del gen se puede intuir

SCARA3 . . . 0x5=-2.002114 . i
especies reactivas de oxigeno, y por lo tanto que existe estrés oxidativo y que
juega un papel importante en la proteccion de este puede generar dafio celular.
las células al estrés oxidativo.>
El gen de la reparacidn por escisidn 2 Por la sub expresion del gen
proporciona instrucciones para la fabricacién de podemos suponer que la
una proteina llamada XPD. Esta proteina es una transcripcién de genes se esta

parte esencial de un grupo de proteinas restringiendo para poder

ERCC2 conocidas como el factor general de Ox24=-2.09785 | recuperar el estado normal de la

transcripcion IIH (TFIIH). El complejo TFIIH tiene

dos funciones principales: estd implicado en un

proceso denominado transcripcidon de genes, y
ayuda a reparar el ADN dafiado.*

célula, que pudo haberse
modificado por la presencia de
dafio celular debido al estrés
oxidativo.

TABLA 8: Resultados de expresion génica.

Las abreviaturas utilizadas en la tabla representan lo siguiente.

N1= Lipoproteinas de baja densidad nativas al tiempo de 1 hora.

N5= Lipoproteinas de baja densidad nativas al tiempo de 5 horas.
N24= Lipoproteinas de baja densidad nativas al tiempo de 24 horas.
Ox1= Lipoproteinas de baja densidad oxidadas al tiempo de 1 hora.
Ox5= Lipoproteinas de baja densidad oxidadas al tiempo de 5 horas.
Ox24= Lipoproteinas de baja densidad oxidadas al tiempo de 24 horas.

A continuacién se presenta un panorama general de los genes sobre y sub

expresados en cada una de las condiciones analizadas.
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FIGURA 11. Genes expresados en condicién nativa al tiempo de 1 hora.

El panorama general de las células en este tiempo nos indica que la proliferacién

celular esta controlada por la expresion del gen DUSP1, y debido a que el

mecanismo de defensa contra el estrés oxidativo esta sub expresado (OXR1), se

puede observar que no hay presencia significativa de estrés oxidativo que este

causando algun tipo de dafo celular.
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FIGURA 12. Genes expresados en condiciéon nativa al tiempo de 5 horas.

En este tiempo se puede observar que existe una subexpresion en GCLM,
NAMPT, NFE2L2, OXR1 Y PPP1R15B; los cuales nos indican que no estan

activadas las defensas antioxidantes y el metabolismo energético se encuentra
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estable, esto nos hace pensar que la célula se encuentra en este momento sin
dafio aparente del estrés oxidativo, es decir no hay una desestabilidad en las
especies reactivas de oxigeno como para que los mecanismos de defensa se

activen y las eliminen.

LDLNn24

N24

H DUSP1

2 -
AN
O T T T T T

, | DUsP1 LIAS  LRRK2  SEPP1 HLIAS
H LRRK2

H SEPP1

FIGURA 13. Genes expresados en condicién nativa al tiempo de 24 horas.

Los genes que se encuentran presentes son activadores de defensas
antioxidantes (LDLR, LIAS, LRRK2 Y SEPP1) y también activadores de la
proliferacién celular (DUSP1).

Esto nos pone en evidencia que las células estan presentando un desequilibrio en
la generacidon de radicales libres, lo que nos lleva al estrés oxidativo y al mismo

tiempo se inicia el aumento en la proliferacion celular inducido por este fendbmeno.

35



RESULTADOS Y DISCUSION

LDLox1

Ox1

2.5

H Ox1

0.5 -

ERCC6

FIGURA 14. Gen expresado en condicién oxidada al tiempo de 1 hora.
Este gen activa los mecanismo de reparacion del DNA debido a la presencia de
dafio por la accidén de estrés oxidativo, por lo cual podemos indicar que a un
tiempo muy temprano ya hay presencia de estrés oxidativo y que este ha

generado dafo en la célula.

LDLox5

Ox5

M ERCC6

H MUC1

i i  scaras

FIGURA 15. Genes expresados en la condicion oxidada al tiempo de 5 horas.

W N R O Rk N W A

Este panorama nos indica que la célula esta en un marcado ambiente de estrés

oxidativo debido a que los mecanismo de reparacion al DNA se encuentran sobre
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expresados (ERCC6), la adhesién celular (MUC1) es menor y los antioxidantes se

encuentran apagados (SCARA3).

LDLox24
Ox24

3

2

1 M ERCC2
M ERCC6

O T T T T

. ERCC6 LIAS LRRK2 HLIAS

i H LRRK2

-2 ® MUC1

-3

-4

FIGURA 16. Genes expresados en la condicion oxidada al tiempo de 24 horas.

Aqui podemos apreciar que la célula aun se encuentra en presencia de estrés
oxidativo, pero ya hay defensas antioxidantes (LIAS, LRRK2, MUC1) prendidas
para equilibrar nuevamente los niveles de radicales libres; asi como mecanismos
de reparacion para el ADN dafiado (ERCCB6) y restriccion en la transcripcion de
genes para poder enfocarse en la reparacion del dano celular (ERCC2) y que la

célula pueda funcionar debidamente.
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7. CONCLUSIONES

Después de haber observado y analizado todos los genes obtenidos mediante el
programa Ingenuity y que fueron seleccionados de los resultado arrojados por la
técnica de microarreglos se puede concluir que si hay una diferencia en las

condiciones estudiadas.

Las LDL nativas por si solas no ocasionan un grado de desequilibrio suficiente
para generar estrés oxidativo y que este cause un dafo celular. Esto se debe
valorar mediante técnicas alternativas como citrometria de flujo e
inmunohistoquimica. El estrés oxidativo que se aprecia en esta condicion es en el

tiempo mas tardio, que es a las 24 horas.

En la condicion de las LDL oxidadas por el contrario, se observa presencia de
estrés oxidativo desde la primera hora de estudio, siendo las 5 horas la etapa mas
critica y en donde se pone en evidencia el dafio celular. Esto nos indica que la
condicion temprana de exposicién a las LDLox genera un ambiente de estrés
oxidativo suficiente para generar los dafos celulares asociados a esta

enfermedad.

Para asegurar que los resultados obtenidos en el presente trabajo son confiables,
es necesario validarlos, y asi poder utilizarlos de una manera segura y que los

estudios posteriores que se generen sean viables.

Cabe mencionar que la técnica de microarreglos es una herramienta para poder
tener un panorama general y particular de lo que ocurre en la célula al tener la
posibilidad de estudiar un gran numero genes al mismo tiempo. Sin embargo, es
necesario mencionar que no es una herramienta facil de utilizar, ya que debido al
gran numero de genes que explora, es necesario utilizar herramientas

bioinformaticas para poder delimitar los genes de nuestro interés.
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8. PRESPECTIVAS

Una vez obtenidos estos resultados, se continuara el proyecto de investigacion
validando dichos resultados por PCR en tiempo real por medio de sondas tagman,

para asegurar que los resultados son confiables.

Ademas se continuara la investigacion por la parte protedmica, utilizando la

fraccion protéica extraida por la técnica de trizol.

Por otro lado, una vez trabajando con las proteinas y sabiendo cuales estan
asociadas al fenébmeno de estrés oxidativo, la siguiente parte es trabajar sobre
ellas para posteriormente poder hacer busqueda de proteinas que nos sirvan
como biomarcadores, y que estos puedan funcionar como un modelo preventivo

en pacientes que tengan herencia de enfermedades cardiovasculares.
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