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RESUMEN

La enfermedad arterial coronaria (EAC) es una manifestacion clinica de la
aterosclerosis. La aterogénesis comienza con la lesion endotelial que puede
resultar de una variedad de factores. En varios estudios se ha analizado el papel
de las microparticulas (MPs) circulantes en diferentes enfermedades, incluyendo
la aterosclerosis y la EAC. Las MPs son vesiculas fosfolipidicas esféricas de 100 a
1000 nm de diametro, vectores potentes de informacidn bioldgica, protagonistas
de una red de comunicacion intracelular y derivan de casi todas las células; sus
niveles se encuentran incrementados en enfermedades que cursan con dafio
vascular. Un evento crucial implicado en la formacién de las MPs es la
externalizacion de fosfatidilserina (PS), aminofosfolipido que se encuentra
preferencialmente en la cara interna de la membrana plasmatica de las células. La
distribucidon asimétrica de la PS es regulada por tres distintos tipos de enzimas;
flipasas, flopasas y escramblasas. Las flopasas catalizan el transporte de la PS
hacia la membrana externa de manera dependiente de adenosin trifosfato (ATP);
en este grupo de enzimas estan incluidos los miembros de la familia de
transportadores de unién a ATP (transportadores ABC). La actividad de flopasa del
transportador A-1 dependiente de la union de ATP (ABCAL1) la ha implicado en la
formacion de microparticulas.

En este trabajo se analizé la participacion de dos variantes de ABCA1 asociadas
previamente a la EAC (R230C e 1883M), en la producciéon de microparticulas
endoteliales (EMPs) en cultivos de células endoteliales de la vena umbilical
humana (HUVEC) en estado basal y bajo dos distintos estimulos involucrados en
la fisiopatologia de la aterosclerosis. R230C es una variante exclusiva de
poblaciones nativas de América y sus derivadas; relativamente frecuente en la
poblaciébn mexicana. Se ha asociado a niveles bajos de colesterol asociado a
lipoproteinas de alta densidad (C-HDL) y paradojicamente a un menor riesgo de
EAC en poblacion mestiza mexicana. La variante 1883M de ABCAL, aun cuando
se ha asociado a un mayor riesgo de EAC en diversos estudios, no se ha asociado
de manera consistente a niveles de HDL.

Se genaotipificaron estas dos variantes por la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) en tiempo real en 53 cultivos de HUVEC,; se seleccionaron cinco
cultivos al azar de los diferentes genotipos (R230R, 18831, R230C e 1883M), éstos
se trataron durante 24 h con lipopolisacarido (LPS) y lipoproteinas de baja
densidad oxidadas (LDL-0x). Las EMPs obtenidas se identificaron y caracterizaron
por citometria de flujo. Se evalu6 la produccion total de EMPs en sobrenadantes
en estado basal y con respecto a los estimulos, asi como la asociacion de estos
polimorfismos a la produccion de EMPs mediante la prueba de U de Mann-



Whitney, utilizando el programa SPSS v23. La produccion de EMPs fue
significativamente mayor al estimular con LDL-ox comparada con la produccién en
estado basal (P=0.022) y no hubo cambios significativos con el estimulo de LPS.
La variante R230C se asocié significativamente a la disminucion de EMPs en
estado basal (P=0.035) y a una disminucién en la produccién de EMPs al evaluar
el estimulo LDL-ox (P=0.008). La variante 1883M no se asocio significativamente a
la produccién de EMPs en estado basal y bajo ninguno de los estimulos.

En conclusion, la variante R230C de ABCA1 se asoci6 significativamente a una
disminucién en la producciéon de EMPs, lo que sugiere que esta variante podria
estar asociada a la proteccion de EAC al disminuir el numero de MPs liberadas,
las cuales se ha descrito que se encuentran incrementadas en enfermedades que
cursan con dafio vascular. La variante 1883M no se asocié a la produccion de
EMPs; es necesario aumentar el tamafio de la muestra para confirmar los
resultados de este trabajo.



ABSTRACT

Coronary artery disease (CAD) is a clinical manifestation of atherosclerosis.
Atherogenesis begins with endothelial injury that can result from a variety of
factors. Several studies have analyzed the role of circulating microparticles (MPSs)
in different diseases, including atherosclerosis and CAD. MPs are cell-derived
vesicles that are formed from the outward blebbing of the plasma membrane. MPs
are defined as 100 to 1000 nm in size, vectors of biological information,
protagonists of an intracellular communication network, and derive from almost all
cells. The levels of MPs are increased in vascular damage diseases. A crucial
event involved in the formation of MPs is the externalization of phosphatidylserine
(PS), an aminophospholipid which is found preferentially on the inside of the
plasma membrane of cells. The asymmetric distribution of PS is regulated by three
different types of enzymes: flippases, floppases and scramblases. The floppases
catalyze the transport of PS to the outer membrane in an ATP-dependent manner;
in this group of enzymes the members of the ABC carrier family (ATP-binding
cassette transporter) are included. The floppase activity of ABCAL has implicated it
in the formation of micropatrticles.

In this work, we analyzed the participation of two genetic variants of ABCAL,
previously associated with CAD (R230C and 1883M), on the formation of
endothelial microparticles in vitro, in response to two different stimuli involved in
the pathophysiology of atherosclerosis. R230C is an exclusive variant of Native
American and descent populations. This variant is relatively frequent in the
Mexican population. R230C has been associated with low levels of HDL-C and,
paradoxically, with a lower risk of CAD in Mexican mestizo populations. In addition,
it has been shown that this variant decreases cholesterol efflux capacity of the
protein by approximately 30%. 1883M/ABCAL variant has not been consistently
associated with HDL levels, however several studies has revealed an increased
risk of CAD. These variants were genotyped by real-time PCR in 53 HUVEC
cultures that were stimulated for 24 h with LPS and ox-LDL. The EMPs were
isolated by ultracentrifugation and identified and characterized by flow cytometry.
We evaluated the total production of EMPs in cells stimulated or not with LPS and
ox-LDL. Association analysis of these polymorphisms with the production of EMPs
was performed using Mann-Whitney U test; all statistical analyses were performed
using SPSS v23. Production of EMPs was significantly higher when HUVEC were
stimulated with ox-LDL compared to basal production (P = 0.014) and there were
no significant changes with the LPS stimulus. The R230C variant was significantly
associated with a decrease in the production of EMPs in the basal state (P =
0.035) and with a decrease in the production of EMPs when evaluating the LDL-0x
stimulus (P = 0.008). The 1883M variant was not significantly associated with the
production of EMPs. In conclusion only the R230C variant was significantly
associated with a decrease in the production of EMPs, suggesting that this variant
could be associated with the protection of EAC by decreasing the number of MPs
released, which have been described to be increased in diseases with vascular
damage; it is necessary to increase the sample size to confirm the results of this
study.



1. INTRODUCCION

1.1.Enfermedad arterial coronaria

La enfermedad arterial coronaria (EAC) es el tipo de patologia mas comudn
de las enfermedades cardiovasculares; es la principal causa de morbilidad y
mortalidad en el mundo de acuerdo a cifras oficiales de la Organizacion Mundial
de la Salud, la cual informa que a nivel mundial, el 30% de las muertes son
consecuencia de enfermedades cardiovasculares y de continuar esta tendencia,
se estima que en 2030 moriran cerca de 23.3 millones de personas a causa de
estos padecimientos (OMS, 2017 (1)).

La EAC se produce cuando las arterias del corazdn, conocidas como
arterias coronarias, se dafian a partir de una disfuncion endotelial y esto provoca
la formacion de placas aterogénicas que se acumulan en la pared arterial. Con el
tiempo, esta acumulacién de colesterol se endurece progresivamente y estrecha
los vasos sanguineos, un proceso conocido como la aterosclerosis (2). Estos
eventos interrumpen el flujo de sangre rica en oxigeno al corazoén, lo cual puede
provocar eventos mas graves como es la angina inestable de pecho, infarto de
miocardio e incluso llevar a la muerte subita.

Se ha encontrado que la gran mayoria de las enfermedades
cardiovasculares son poligénicas, teniendo contribuciones tanto hereditarias como
ambientales (3). Dentro de este dltimo grupo, factores como hipertension,
dislipidemia, obesidad, tabaquismo y el consumo de alcohol predisponen a la
EAC. Los grandes estudios realizados en gemelos han estimado la heredabilidad
de la EAC la cual es, aproximadamente un 50% a 60% (4).

1.2.Aterosclerosis

La aterosclerosis es un fendbmeno patologico focal que afecta a las grandes
arterias, principalmente la aorta y las coronarias, carotidas, iliacas y femorales (5).
La enfermedad es consecuencia de la pérdida en la integridad vascular y de una
disfuncion endotelial. Esta Ultima puede ser causada por efectos genéticos,
bioquimicos y hemodinamicos influenciados por diferentes factores de riesgo (3).



El proceso de progresion de la placa aterosclergtica es dinamico vy
complicado. La aterosclerosis comienza con una hiperplasia temprana cerca de
los puntos de bifurcacion, generando una lesidon prematura la cual se conoce como
estria grasa (Figura 1a). Este proceso es considerado reversible, pero con el
tiempo incrementa su acumulacién lipidica y en la adolescencia ya se presentan
las primeras lesiones fibrosas. Estas lesiones pueden progresar a un
engrosamiento patoldgico de la intima (Figura 1b)(6). Con el paso del tiempo,
estas placas se agrandan y modifican, y en la mayoria de los casos todos estos
procesos cursan asintomaticos; la ulceracion de la placa, su rotura y trombosis son
lo que precipita el evento clinico (5).

Figura 1.- Progresion de la placa aterosclerética. a) Lesion temprana de la
aterosclerosis. b) Progresion en el engrosamiento de la intima. Imagen modificada de
Virmani et al (7).

1.3.Endotelio

El endotelio es un 6rgano multifuncional, conformado por una capa simple
de 10-50 um de espesor, es la zona mas interna de la intima arterial que se
encuentra en contacto con el torrente circulatorio, morfolégicamente muestra
heterogeneidad estructural; su funcion es compleja y requiere de su completa
integridad para un correcto funcionamiento (8).



Una de las funciones mas basicas del endotelio es ser una barrera
semipermeable ya que regula el transporte de macromoléculas entre el lumen
vascular y el musculo liso vascular. Hay diferentes mecanismos por los que las
macromoléculas atraviesan la barrera endotelial; a través de las propias células
endoteliales (CEs), por difusion lateral dentro de la membrana de las CEs y
rodeando a la célula, a través de las uniones endoteliales célula-célula, a través de
los huecos endoteliales, 0 mediante el transporte vesicular (9).

El endotelio también responde a estimulos humorales, estimulos del
sistema nervioso y estimulos hemodinamicos; regula la funcion plaquetaria, la
respuesta inflamatoria, asi como el crecimiento de células del musculo liso
vascular (CMLVSs) y su migracién (10).

1.4.Vasoregulacion endotelial

El tono vascular depende del equilibrio entre ambos sistemas. En estado
basal mantiene el equilibrio entre trombosis vy fibrindlisis, y regula la actividad de
las células inflamatorias en la pared del vaso, por lo que el endotelio en si, tiene
una funcién anti-aterogénica (11).

Normalmente, el endotelio secreta sustancias vasodilatadoras, como son
oxido nitrico (NO), prostaglandinas, asi como sustancias vasoconstrictoras como
la endotelina y factor constrictor derivado del endotelio (12).

1.4.1. Oxido nitrico.

Es un gas simple que se libera por la conversion del aminoécido L-arginina
en L-citrulina. Para la sintesis de NO, ademas de la L-arginina como sustrato, se
requiere de la presencia de calmodulina (CaM) y de 4 cofactores: flavin
mononucledétido (FMN), flavin adenina dinucle6tido (FAD), tetrahidrobiopterina
(TBH) y nicotinamida adenina dinucleotido fosfato (NADPH). Esta reaccion es
catalizada por la enzima é6xido nitrico sintetasa (NOS). Son tres las isoformas de
NOS identificadas; éstas son nombradas de acuerdo a la célula de origen: eNOS
(endotelial), nNOS (neuronal) y la INOS (inducible o inflamatoria) encontrada
principalmente en macréfagos. La actividad de nNOS y eNOS depende de la
presencia de altos niveles de calcio (Ca?*) unidos a CaM, mientras la iNOS se une
a CaM con alta afinidad independientemente de la concentracién de Ca?*(13).
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Esta enzima puede ser inhibida por derivados estructurales de arginina: la N-
mono-metil-L-arginina (LNMMA), la N-nitro-L-arginina metil éster (LNAME) y otros
(8, 14).

El flujo sanguineo interviene en la produccion de NO dependiente de las
CEs a través de la influencia en la expresion y actividad de la eNOs. La
fosforilacion del aminoacido Serl177 presente en la eNOs por la proteina cinasa B
(Akt) aumenta la afinidad de la eNOS por la CaM, lo cual es critico para la
activacion de la sintasa. La Akt se activa por el estrés de las fuerzas de
rozamiento aumentando los niveles de Ca?* intracelular, asi como por la practica
de ejercicio y por algunas sefiales quimicas, tales como estrégenos, la insulina, o
peroxido de hidrogeno (H202). Por el contrario, la fosforilacion en Thr459 (por la
proteina cinasa A o C) inactiva la eNOS (15-17).

1.4.2. Prostaciclina (PGl2).

La PGIz es un eicosanoide que no se sintetiza en condiciones basales por
las CEs; sin embargo, su produccion es inducida por alteraciones en la funcién
endotelial o en la hemodinamica vascular (8). Es sintetizada a partir del &cido
araquidénico mediante una ruta de multiples pasos, la cual involucra a las enzimas
ciclooxigenasas (COX), produciendo prostaglandina H2 (PGH2); esta ultima es
transformada a PGl por una sintasa especifica (13).

La PGIz es de naturaleza lipofilica, es facilmente difundible en las CEs e
inhibe la contraccion de las CMLVs y la agregacion plaquetaria al igual que el NO.
A diferencia del NO, los efectos de la PGIlz estan mediados por la union a
receptores de membrana que activan la adenilato ciclasa en sus células blanco,
produciendo un incremento en los niveles de monofosfato de adenosina ciclico
(cAMP) y activando a la proteina cinasa A, quien disminuye los niveles de Ca?*
citosolico, provocando la apertura de los canales de potasio y causando
hiperpolarizacién (13).



1.4.3. Endotelina

Las endotelinas son una familia de péptidos de 21 aminoacidos de los
cuales hay tres familias (ET-1, ET-2, ET-3); en las células endoteliales se ha
encontrado principalmente la isoforma ET-1 (8, 9, 16). Es un potente
vasoconstrictor que se activa en respuesta a diferentes estimulos tales como
hipoxia, angiotensina Il, trombina, productos plaquetarios, citocinas
proinflamatorias, norepinefrina y sefiales biomecanicas (8, 13).

La accion biolégica de ET-1 involucra dos tipos de receptores: ETa y ETs,
localizados en las CMLVs. Ambos subtipos pertenecen a la clase | de la familia de
receptores transmembranales acoplados a proteinas G (16). El ETa se ubica en el
musculo liso y es mediador de la vasoconstriccion potente y prolongada. El ETs es
vasoconstrictor si estd en las CMLVs y vasodilatador si esta en el endotelio (8, 9,
13).

A través del ETa se activa la formacidon de inositol-trifosfato, lo que
incrementa el Ca?* causando la contraccion. Los receptores ETs en las CEs
estimulan la produccion de NO y de PGI2, e inducen efectos vasodilatadores y
antiproliferativos (9, 13).

1.4.4. Angiotensina ll

El sistema renina-angiotensina (RAS) es un sistema hormonal circulatorio
que regula la presion sanguinea, el flujo de la sangre, el volumen y el balance
electrolitico. Con excepcion de renina, todos los componentes de RAS se
producen en la pared vascular. Las CEs expresan una enzima convertidora de
angiotensina |, la dipeptidil carboxipeptidasa, que convierte la angiotensina | a la
fisiol6gicamente activa angiotensina Il (9). El dominio corto intracelular de esta
enzima regula la via de sefalizacién que activa la expresion de diferentes genes
en las CEs incluyendo la COXz. La angiotensina Il produce la contraccion directa
de las CMLVs por la unién del receptor fosfolipasa C a su ligando Ca?* e
indirectamente por el incremento en la liberaciéon de norepinefrina por los nervios
simpaticos; simultaneamente los receptores de la enzima convertidora de
angiotensina | en las CMLVs y en CEs activan a NADPH oxidasa, lo que
incrementa la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y el dafio
provocado por estrés oxidativo (13).



1.5.Disfunciéon endotelial.

Diversos factores pueden modificar las funciones del endotelio y provocar lo
gue se conoce como disfuncion endotelial. La disfuncién endotelial puede definirse
como un desequilibrio en la biodisponibilidad de sustancias activas de origen
endotelial que predispone a la inflamacion, la vasoconstriccion y el incremento de
la permeabilidad vascular, que puede facilitar el desarrollo de aterosclerosis,
agregacion plaquetaria y trombosis (Figura 2) (10, 18).

Dentro de los factores que pueden llevar a la disfuncion endotelial se incluyen
(29) :

I.  Activacion por citocinas.
Il.  Estimulacién por radicales libres o estrés oxidativo, glicacion avanzada y
productos generados en diabetes.
lll.  Ser un fumador crénico y tener hipertension.
IV.  Exposicion cronica a hiperhomocisteinemia.
V. Incremento en los niveles plasmaticos de lipoproteinas de baja densidad
oxidadas (LDL-0x) y la acumulacién de las mismas en la pared vascular.
VI.  Infecciones por bacterias, virus y otros patdgenos.

1.5.1. Lipoproteinas de baja densidad oxidadas (LDL-0x)

La acumulacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL) en el espacio
subendotelial parece ser uno de los primeros episodios asociados al desarrollo de
lesiones aterosclerdticas. El colesterol se transporta en el plasma como
componente de las lipoproteinas y aproximadamente dos tercios del colesterol
total son transportados por las LDL (18).

El incremento en plasma de las LDL conlleva no solo a un aumentode las
particulas de colesterol-LDL dentro de la intima en la pared vascular en donde es
acumulado, sino que también alteran funciones de las CEs, CMLVs y de
monocitos (9, 18) .
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Figura 2.- Endotelio basal vs disfuncion endotelial. a) El endotelio es un érgano
multifuncional que en estado basal mantiene el equilibrio homeostatico en el vaso
sanguineo liberando sustancias vasodilatadoras como son NO y PGI2, asi como
sustancias vasoconstrictoras como la endotelina y factor constrictor derivado del
endotelio, manteniendo las propiedades anticoagulantes y ateroprotectoras. b) La
disfuncion endotelial provoca un desequilibrio en la biodisponibilidad de estas sustancias
activas que predispone a la inflamacion, la vasoconstriccion y el incremento de la
permeabilidad vascular favoreciendo el desarrollando de la lesion aterosclerética. En este
proceso existe un aumento en la produccién de moléculas de adhesion que atrae
monocitos al endotelio; la produccion de MCP-1 favorece la migracion de estos monocitos
a la intima vascular y su acumulacion como células espumosas; el aumento en la
actividad de MMP (tipo 1 y 3) y factores de crecimiento favorecen la migracion de las
CMLVs a la intima, agravando la lesion al aumentar la agregacion plaquetaria y
trombosis.
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Las LDL retenidas en la pared sufren procesos de oxidacion (LDL-ox) y
generan productos con actividad quimiotictica para monocitos y células
musculares lisas (CML). Los monocitos atraviesan el endotelio, y se diferencian a
macrofagos, captan de forma masiva LDL-ox y se transforman en células
espumosas, cuya acumulacion en la intima origina la formacion de la estria grasa
(18).

En las CEs, las LDL-ox desencadenan la activacion de rutas de sefializacion
inflamatorias tal como CD40/CD40L, se incrementa la expresion de genes
proinflamatorios y la actividad de metaloproteinasas de matriz (MMP-1y 3) (20).

Las CEs en cultivo con concentraciones aterogénicas de LDL (>160 mg/dl)
provocan cambios en el metabolismo del acido araquiddnico, alteran la produccion
de NO y radicales libres, incrementan la expresiéon de moléculas de adhesion per
se y la inducida por citocinas, y aumentan la adhesiéon de monocitos (18).

Se ha demostrado que la expresion del transportador A-1 dependiente de la
union de ATP (ABCA1) en CEs esta regulada positivamente por el colesterol-LDL
y oxiesteroles y negativamente por la privacion de esterol y las fuerzas de
rozamiento. Las LDL-ox suprimen los niveles de proteina y ARNm de ABCA1 en
CEs de la vena umbilical humana (HUVEC) de una manera tejido-especifica; las
LDL-ox pueden inhibir el eflujo del colesterol libre mediado por Apo A-Il. Las LDL-
ox disminuyen la actividad del promotor de ABCA1 por medio de la inhibicion de la
produccion de ligandos enddgenos del receptor de ligando X (LXR), como el 27-
hidroxicolesterol (27-HO) (21).

1.5.2. Fuerzas de rozamiento

Las CEs tienen una variedad de receptores que detectan el flujo y
transmiten sefiales mecanicas a través de vias de sefializacion mecanosensibles
a moléculas receptoras, las cuales conducen a cambios fenotipicos vy
funcionales(15). Este proceso es conocido como mecanotransduccién y es un
proceso de conversion de fuerzas mecénicas (fisicas) en mecanismos bioquimicos
intracelulares (10, 15). En las CEs, las moléculas mecanosensibles incluyen
proteinas de union (VE-cadherina, ocludina), receptores tipo cinasas (Factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), receptor 2 del VEGF (VEGFR2) y otros),
integrinas, adhesiones focales, proteinas G, receptores acoplados a proteinas G
(GPCR), transportadores de iones y glicocalix (10, 15, 22).
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Si bien ciertos tipos de fuerzas hemodinamicas son esenciales para las
funciones fisiolégicas de la CE en condiciones normales, otros tipos de fuerzas
pueden inducir disfuncion endotelial modulando de forma adversa la sefalizacién y
la expresion génica en las CEs, contribuyendo asi al desarrollo de patologias
vasculares (19).

La permeabilidad endotelial es principalmente influenciada por las fuerzas
de rozamiento: friccion tangencial ejercida por la sangre que fluye (9, 23).
Actualmente se reconoce que las lesiones ateroscleréticas se desarrollan
principalmente en segmentos de vasos expuestos a un flujo lento, perturbado o
flujo oscilante, mientras que el flujo laminar y las altas fuerzas de rozamiento son
aparentemente ateroprotectoras (Figura 3).

La magnitud de las fuerzas de rozamiento en vasos rectos puede estimarse
ya que es directamente proporcional a la viscosidad de la sangre e inversamente
proporcional a la tercera potencia del radio interior del vaso. Se ha demostrado por
mediciones experimentales utilizando diferentes métodos, que en seres humanos
la magnitud de las fuerzas de rozamiento oscila entre 1 - 6 dinas/cm? en el sistema
venoso Yy entre 10-70 dinas/cm? en las arterias (19, 24).

Recientemente se ha demostrado que el flujo sanguineo perturbado y las
fuerzas de rozamiento bajas inducen una activacién sostenida de varios genes
aterogénicos en CEs, por ejemplo, la proteina quimiotactica 1 de monocitos (MCP-
1) que induce la filtracibn de monocitos en la pared arterial, factores de
crecimiento derivados de plaquetas (PDGF) que aumentan el recambio de las CEs
y la migracién de las CMLVs hacia el espacio subintimal (19).

El estimulo fisico de mayor contribucion para la liberacion de NO es
generado por la presibn que ejerce el flujo sanguineo sobre las paredes
vasculares, que conduce a una vasodilataciébn cuya magnitud es directamente
proporcional a la cantidad de NO liberado (14).
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Figura 3.-Efecto de los diferentes patrones de flujo sobre el desarrollo de la placa
aterosclerética. (a) Efecto sobre el fenotipo endotelial y (b) efecto sobre la actividad. En
las partes rectas del arbol arterial, el flujo sanguineo es estable y unidireccional, y las
fuerzas de rozamiento de la pared son altas. En los puntos de ramificacion y curvaturas, el
flujo sanguineo es perturbado u oscilante y las fuerzas de rozamiento netas de la pared
son bajas (areas en azul en el esquema de la bifurcacién arterial) (Imagen modificada de
Canhill, et al. (9) )

[.1.1.1 Infecciones por bacterias, virus y otros patégenos

Los estudios epidemiologicos sugieren que agentes infecciosos pueden
predisponer a los pacientes a aterosclerosis y a sus eventos clinicos. Los virus,
como el citomegalovirus y el herpes simple 1, bacterias como Chlamydia y
Helicobacter pylori, se han asociado a EAC en humanos. Se ha demostrado que
los titulos de anticuerpos de inmunoglobulina-G contra el citomegalovirus, el virus
de la hepatitis A, el virus del herpes simple 1, Chlamydia pneumoniae y
Helicobacter pylori son factores de riesgo independientes para la disfuncion
endotelial y la presencia de EAC. Por lo tanto, es probable que durante la infeccion
con estos patdgenos, se pueda producir lesion endotelial y aterosclerosis (25).
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1.5.3. Lipopolisacarido (LPS)

El LPS es un componente clave de la pared de bacterias gram negativas.
Esta constituido por 3 estructuras elementales: un nucleo de oligosacaridos, una
cadena O especifica compuesta por secuencias repetitivas de polisacaridos y un
componente A lipidico, que es responsable de las propiedades inflamatorias del
LPS (26).

La unién de LPS a la superficie endotelial resulta en la activacion endotelial
a través de un complejo de receptores constituido por TLR4, CD14 y MD2,
expresion de citocinas proinflamatorias y moléculas de adhesion; en algunos
casos puede llevar a la apoptosis de la célula endotelial (26). EI LPS hace que se
genere una hiperpermeabilidad endotelial mediante la estimulacion de la GTPasa
pequefia, RhoA, y su efector Rho-cinasa (ROCK) (9, 27). Ademas, el LPS
aumenta directamente la expresion de selectina-E y su contra-receptor integrina.
La regulacion positiva de la expresion de esta molécula de adhesion requiere de la
localizacion en el nacleo del factor nuclear-kappa B (NF-kB) (26).

Se ha demostrado que la activacion o apoptosis de CEs por ciertos
agonistas in vitro induce la liberacidbn de numerosas vesiculas extracelulares
pequefias (1 um), denominadas microparticulas (MPs), que pueden proporcionar
informacion valiosa sobre la naturaleza de la lesion endotelial, apoyando el
concepto de que el nivel plasmatico de EMPs podria sustituir a la disfuncién
endotelial como marcador para el riesgo cardiovascular (11, 28).

1.6.Microparticulas

Tanto las células eucariotas como procariotas liberan vesiculas
extracelulares (EVs), que son particulas esféricas rodeadas por una bicapa de
fosfolipidos. El diametro de estas vesiculas varia tipicamente desde 30 nm a 1 um
(29).

Las EVs fueron observadas por primera vez como pequefias particulas
procoagulantes derivadas de plaquetas en plasma de pacientes sanos, reportadas
originalmente en 1946 por Chargaff y West (30) y conocidas como "polvo de
plaguetas” por Wolf en 1967 (31). Actualmente se estudian como vectores
potentes de informacion biolégica y son protagonistas de una red de comunicacion
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intracelular; se han encontrado en gran parte de los fluidos biologicos (Figura 4)
bajo condiciones normales o bien en condiciones patolégicas (32).

La deteccion y clasificacion de estas vesiculas extracelulares suele ser muy
complicada por lo que la nomenclatura para cada una de ellas es controversial.
Para definirlas, los autores se basan en el origen, tamafo y tipo celular de donde
son liberadas, y la mayoria de los grupos de investigacion coincide en la siguiente
clasificacion: exosomas, microparticulas y cuerpos apoptoticos (Figura 5) (29, 32-
35).

Las MPs son descritas como una poblaciéon heterogénea de vesiculas
fosfolipidicas esféricas de 50 a 1000 nm de didmetro, que pueden liberarse por
diversas células eucariotas, procariotas y organismos multicelulares en
condiciones de estrés o dafio celular (29, 34, 35). Se ha observado su formacién
en células vasculares (CEs, plaquetas, leucocitos y CMLs), eritrocitos,
cardiomiocitos y podocitos (36). Las MPs son formadas por protrusiones de la
membrana plasmatica; contienen una amplia variedad de biomoléculas: proteinas,
lipidos y &cidos nucleicos (acido ribonucleico (RNA), micro-RNA, &cido
desoxirribonucleico (ADN)) derivados de su célula de origen. Las MPs pueden
distinguirse de otros grupos de EVs tales como exosomas y cuerpos apoptoticos.
Los exosomas son pequefias vesiculas (30-100 nm) (29, 36) que se forman a
través de exocitosis constitutiva de endosomas multivesiculares, y a menudo
contienen marcadores endociticos, como HSP73, la proteina 1 de membrana
asociada a lisosoma (Lampl), gen 101 de susceptibilidad tumoral (TSG101) y la
proteina de membrana CD63 (34, 36). Los cuerpos apoptéticos son vesiculas
mucho mas grandes que los exosomas y MPs (1000-5000 nm), los cuales son
liberados en el Ultimo paso del proceso de apoptosis celular (34, 36); similar a las
MPs, los cuerpos apoptéticos externalizan fosfatidilserina (PS) en su membrana
pero pueden ser distinguidos por su tamafo, la presencia de material nuclear y/u
organulos celulares, ademas de que la membrana es altamente permeable (36).

15



. Mujeres CFS: Células de cerebro y espina dorsal

O Hombres '
Amb
O mbos @

SECRECION NASAL : Epitelio aerobio y células dendriticas del revestimiento epitelial

=

SALIVA: Células epiteliales y granulocitos

BALF: Células dentro del pulmén

LECHE MATERNA: Células de la leche materna, células del epitelio mamario y
de la circulacion sanguinea

FLUIDO SINOVIAL : Macrofagos

BILIS:Células del higado y vesicula biliar

SANGRE : Células dentro de la pared vascular y células encontradas en sangre

FLUIDO AMNIOTICO: Células de rifion fetal y sanguineasde la madre

FLUIDO SEMINAL : Células de la prostata v epitelio epidermal
FLUIDO UTERINO : Células del utero, trompas de falopio y ovario

. ORINA : Células del higado, vejiga, prostata y uretra
| ; m A\ HECES :Bacterias comensales

Figura 4 .- Fluidos biolégicos y células de origen en los que se han encontrado EVs.
(Imagen modificada de Yafez-Mdba et al. (32))

Entre los diversos tipos de EVs formadas, las MPs estan emergiendo como
indices de lesion vascular y/o como entidades circulantes biolégicamente activas,
se encuentran incrementadas en enfermedades que cursan con dafio vascular e
inflamacion, incluyendo infarto agudo de miocardio, diabetes, aterotrombosis,
preeclampsia, hipertension y sindrome metabdlico(11, 37-39).
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Figura 5.- Biogénesis y liberacion de EVs. Las EVs pueden clasificarse ampliamente
en tres clases principales: (A) MPs, que se producen por protrusion y fision de la
membrana plasmatica; (B) exosomas, se forman dentro de la red endosomal y se liberan
tras la fusion de cuerpos multivesiculares con la membrana plasmatica; y (C) los cuerpos
apoptoticos, los cuales son liberados como consecuencia de la fragmentacion de las
células sometidas a apoptosis. Los organismos inferiores, como bacterias y parasitos,
también son capaces de secretar EVs. Las vesiculas de membrana externa (OVM) se
forman por protrusiones hacia el exterior de la membrana externa de bacterias gram
negativas. EE: endosoma temprano; MVB: cuerpo multivesicular; ILV: vesiculas
intraluminales; N: nlcleo; OM: membrana externa; Pp: periplasma; IM: membrana interna;
n: nucleoide; F: flagelo (Imagen modificada Yafiez-M¢ et al. (32) )
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1.6.1. Funcién de las MPs

Como se mencioné anteriormente, se han propuesto a las MPs como
biomarcadores potenciales de disfuncion endotelial, coagulacion, inflamacion y
otros procesos patolégicos (36); ademas, existe evidencia que demuestra que las
MPs tienen efectos fisiopatolégicos incluyendo efectos en trombosis, sefializacion
celular y angiogénesis (40). Las MPs pueden transferir informacion desde una
célula efectora a varias células diana mediante contacto directo de célula a célula,
a través de la secrecion de mediadores y efectores solubles (37).

Las MPs se encuentran elevadas en desordenes de hipercoagulacion y esta
relacion es probablemente el resultado de su participacion activa en el proceso de
coagulacion (36). La externalizacion de fosfolipidos aniénicos en las MPs
(principalmente PS) confiere una carga negativa en la superficie de la vesicula,
esta carga permite la interaccion con dominios cationicos de las proteinas de
coagulacion y finalmente la formacion de trombina (36). Se ha demostrado que
ciertas poblaciones de MPs (provenientes de células endoteliales y monocitos)
contienen en su superficie factor tisular. El factor tisular es un componente critico
de las primeras etapas de coagulacion, donde forma un complejo con el factor
VII/Vlla, lo que conduce al inicio de la coagulacion (36) .

El endotelio es uno de los principales blancos de las MPs circulantes. La
respuesta endotelial a las MPs puede ser aguda, resultando en la liberacién de
varios factores, o prolongada, lo que implica cambios en la expresion de los genes
implicados en la regulacion estructural y funcional de la pared vascular (37).

La estimulacion de células endoteliales por MPs de plaquetas in vitro
conlleva a la liberacién de citocinas, interleucina-6 (IL-6) e interleucina-8 (IL-8) y a
la consecuente expresion de moléculas de adhesion como son: molécula de
adhesion intracelular 1 (ICAM-1), molécula de adhesion de células vasculares 1
(VCAM-1) y selectina-E (37). Las MPs liberadas por leucocitos polimorfonucleares
promueven la liberacion de IL-6 y MCP-1 en cultivo de CEs (36).

Las MPs producidas en la placa ateroscler6tica contribuyen a la progresion
de la lesion por estimulacién en la neovascularizacion, ya que se ha demostrado
gue la superficie de las MPs liberadas en las placas ateroscleréticas, provee una
superficie catalitica para la conversion de plasminégeno a plasmina por expresion
de activador del plasminégeno tipo urocinasa (UPA) y receptor del activador de
plasminégeno tipo urocinasa (UPAR), lo cual desencadena la activaciéon de
metaloproteinasas que promueven la migracién celular a través de la matriz
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intersticial, proceso que ademas de participar en la angiogénesis, también es parte
del remodelado tisular o el proceso de crecimiento tumoral (33, 41).

Las MPs también participan en el proceso de estrés oxidativo;, se ha
observado que las microparticulas endoteliales (EMPs) incrementan la produccién
de Oz, H202 y de NADPH oxidasa en cultivos celulares de endotelio (33, 36, 37).
Las MPs de linfocito T disminuyen la produccion de NO e incrementan el estrés
oxidativo en CEs; estos efectos son asociados con una disminucion en la actividad
de eNOS (37).

El estudio del contenido de &cidos nucleicos como RNA, microRNA e
incluso ADN sugieren que las MPs también tienen un papel regulador sobre sus
células diana (33). Actualmente se han encontrado diferentes miRNAs presentes
en las MPs, por ejemplo el miR-126, involucrado en la reparacién de las células
del endotelio vascular. En condiciones fisiopatolégicas como diabetes vy
aterosclerosis, la cantidad de miR-126 esta disminuida en las MPs liberadas de
células endoteliales apoptoéticas, lo que reduce la capacidad del endotelio para
repararse (42). EI miR-122 encontrado en EMPs, puede reducir la liberacién de
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) provocada por la inflamacion inducida a
CEs in vitro, mediante la transferencia del miR-222 a la célula endotelial diana con
la subsecuente desregulacion de ICAM-1 (43). Se ha demostrado que las MPs
derivadas de monocitos transfieren el miR-150 a las CEs y promueven su
migracion mediante la activacion de la proteina c-Myb (43).

1.6.2. Formacion de MPs

Se ha observado que los estimulos proinflamatorios en CEs, como TNF-q,
LPS, IL-1a y proteina C reactiva (CRP), asi como trombina (factor pro-coagulante)
e inhibidor del activador de plasmindgeno-1 (PAI-1), son los que principalmente
favorecen la formacion de MPs (36).

Los fosfolipidos de membrana son altamente especificos en términos de
composicién y distribucion en varias células eucariotas. En condiciones fisiologicas
normales, los fosfolipidos como fosfatidilcolina y esfingomielina se encuentran
principalmente en el exterior de la membrana plasmatica, mientras que la PS, los
aminofosfolipidos y la fosfatidiletanolamina son localizados en el interior de la
membrana (44, 45). El remodelado de la membrana plasmatica es un evento
critico durante la apoptosis y la activacion celular; las enzimas que regulan estos
procesos regulan también la produccion de MPs (46).
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Durante la apoptosis, la formacion de MPs esta asociada a la activacion de
la cinasa ROCK | y la caspasa 3, conduciendo asi a la alteracion de la estructura
del citoesqueleto (47). Por otro lado, la formacién de MPs en respuesta a un
estimulo activador inicia con un incremento en la concentracion de calcio
intracelular mediado por un agonista, causando la activacion de cinasas y calpaina
e inhibiendo fosfatasas(34). La calpaina produce la rotura de los filamentos de
actina en el citoesqueleto provocando la reorganizacion del mismo, lo que facilita
la formacion y liberacion de MPs (44).

Un evento crucial implicado en la formacion de las MPs es la
externalizacion de PS. La distribucion asimétrica de la PS es regulada por tres
distintos tipos de enzimas; flipasas, flopasas y escramblasas. Una proteina que
tiene funcién de flopasa es ATP-binding cassette transporter A-1 (ABCAL1), la cual
es un transportador de membrana dependiente de ATP cuya funcibn mas
estudiada es promover el eflujo de colesterol hacia la apoliproproteina A-1 (Apo A-
I) para formar HDLs; su actividad de flopasa la ha implicado en la formacion de
microparticulas (48).

Mientras que existe una gran cantidad de estudios demostrando la
importancia de la variacion del gen ABCA1 en los niveles séricos de HDL, existe
un solo estudio que describe el papel de estas variantes en la formacién de MPs y
su posible repercusion clinica en la patologia de malaria (49). Los estudios in vitro
y en modelos animales revelan que ABCAl también juega un papel muy
importante en la formacion de MPs (46, 47).
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1.7.ABCA1l

1.7.1. Proteina

El transportador ABCA1 pertenece a la superfamilia de proteinas integrales
de membrana ABCs (familia que incluye 49 transportadores de membrana) (50).
La proteina ABCAL1 se clond por primera vez en 1994 y desde entonces se ha
demostrado que tiene un papel en el transporte de colesterol y fosfolipidos hacia el
exterior de las células; inicialmente la proteina se denominé ABCL1 pero, debido a
la reclasificacion de las familias ABCs (conocidas en subfamilias A-G), fue
renombrada y se convirtio en miembro de la subfamilia "A" (50).

La denominacion ABC (ATP Binding Cassette; por sus siglas en inglés) se
debe a que poseen dos dominios de uniébn a ATP altamente conservados. El
transportador ABCA1 es una proteina de 2261 aminoacidos que comprende dos
dominios de estructura similar. Cada mitad contiene un dominio transmembranal
gue abarca seis hélices y un dominio de union a nucleoétidos; incluye dos motivos
peptidicos conocidos como Walker A y Walker B, los cuales estan presentes en
muchas proteinas que utilizan ATP. EIl transportador ABCAL1 engloba un grupo
amino terminal orientado hacia el citosol y dos grandes asas extracelulares que
son altamente glicosiladas y unidas por uno o mas enlaces cisteina-cisteina (51,
52) (Figura 6).

Intraceiular

Walker C

Walker C

Figura 6.- Modelo topologico de la proteina ABCAL.- Este modelo se basa en estudios
de los dominios de ABCA1 y su homologo estrechamente relacionado ABCR. Y.- indican
los sitios de glicosilacion; S-S.- enlace disulfuro; NBD-1 y NBD-2.- Dominios de unién a
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nucleétidos que contienen las secuencias altamente conservadas Walker A y Walker B
(Imagen modificada de Oram et al. (51)).

El transportador ABCAL esta presente en la membrana plasmatica de una
amplia variedad de células, donde media el eflujo de colesterol y fosfolipidos a los
aceptores extracelulares, como Apo A-l, ApoE y particulas pequefias de HDL
pobres en lipidos (Figura 7) (53). Existe evidencia de que ABCA1 también tiene
efectos antiinflamatorios por sefalizacion inducida a través de la via JAK2/STAT3
en respuesta a la unién a Apo A-I, bloqueando de esta forma la expresion de
citocinas proinflamatorias (54, 55).

Una forma en que las células monitorean el exceso de colesterol es a través
de LXR, el cual tiene actividad transcripcional que depende de la formacién de un
heterodimero con el receptor de retinoides X (RXR). La acumulacién de colesterol
en las células lleva a la formacion de oxiesteroles, el ligando natural de LXR, quien
estimula la expresion de ABCAL (50, 56).

1.7.2. Gen ABCA1l

El gen ABCAL1 esta situado en el cromosoma 9931, y consta de 50 exones y 49
intrones; codifica para la proteina del mismo nombre constituida por 2,261
aminoécidos (57).

Las mutaciones en ABCA1l se asocian con deficiencia de HDL vy
aterosclerosis prematura, lo que refleja un papel clave para ABCAl en la
produccion de HDL en el higado y el intestino y en la prevencion de la
aterosclerosis en la pared arterial (50). La pérdida de funcion en ambos alelos
(homocigosidad o heterocigosidad compuesta) en el gen ABCAl causa la
enfermedad de Tangier, un sindrome raro caracterizado por la deficiencia de HDL;
las mutaciones heterocigéticas en ABCAL causan pérdida menos severa de HDL,
hipoalfalipoproteinemia familiar (FHD), una forma mas comun de deficiencia
genética de HDL (50, 58).

Se han descrito numerosos polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) en

ABCAL1 que estan asociados con cambios en los niveles de colesterol-HDL (C-
HDL) (50, 59-62).
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Traslocacion lipidica O Uni6n a Apo A-1
o~ /*.u PN

Desdoblamiento de Apo A-1 I ! I ? ‘ \ w [ ? \ ‘

Insercion de Apo A-1 enla
membrana y liberacion de CCF
HDL-n. ©2014

Figura 7.- Modelo para la biogénesis de HDL nacientes mediada por ABCAL. El
transportador ABCA1 media dos etapas independientes: la translocacion de fosfolipidos
tales como PS desde la parte interna a la parte externa de la membrana plasmatica y la
unién celular de Apo A-l, las cuales estan reguladas por hidrdlisis de ATP. ABCAL realiza
el desdoblamiento parcial del N-terminal de Apo A-l. La Apo A-l desplegada es capaz de
insertarse espontdneamente en la membrana plasmatica y se produce la liberacion de la
HDL naciente de la célula. Apo A-l se muestra en verde; fosfatidilcolina en rojo; PS en
azul y colesterol libre en parpura (Imagen modificada de Wang et al. (48)).

El transportador ABCAL participa en trastornos infecciosos y/o trombdéticos
gue implican la formacion de MPs; se demostré que las deleciones homocigoéticas
del gen ABCA1 confieren resistencia completa contra la malaria cerebral en
ratones, asociada a una produccion alterada de MPs (63). Existe un Unico estudio
gue describe la asociacién de polimorfismos del promotor de ABCAL (-477CIT y -
320G/C), previamente asociados a niveles bajos de C-HDL (64), con el nivel

23



plasmatico de MPs en pacientes con malaria; en este estudio se encontré0 una
asociacion entre los niveles bajos de MPs circulantes y la proteccion contra
malaria en aquellos pacientes que portaban los polimorfismos (49).

El estudio del efecto de la variacion genética en ABCA1l sobre la
produccion de MPs podria ser relevante para explicar asociaciones a otros rasgos
clinicos que involucran la formacion de MPs. De manera muy importante, esto
podria ayudar a explicar por qué son independientes el efecto de las variantes de
ABCAL sobre los niveles séricos de C-HDL y la susceptibilidad a la EAC (65, 66).

1.7.3. Variante 1883M

Es una variante puntual no sinénima, con el cambio de nucle6tido A>G en
el exon 18, en la posicion 3044 (rs4149313, reemplazado por rs2066714). En un
estudio de andlisis in silico del polimorfismo se describié que la sustitucion de una
isoleucina por una metionina resulta en un fenotipo leve, asi mismo se encontro
que los portadores de esta variante tenian una reduccion modesta pero
significativa en los niveles de C-HDL y en el eflujo de colesterol
(aproximadamente el 70%) (67). Esta variante es interesante, ya que el alelo
menor, que codifica para metionina, es probable que sea el alelo ancestral en esta
posicion. Se ha demostrado experimentalmente una mayor actividad del eflujo de
colesterol en presencia del alelo 1883 versus M883 (68).

Se ha descrito que la variante 1883M de ABCAL (frecuencia alélica de
22.4% en México-americanos), aun cuando se ha asociado a un mayor riesgo de
EAC en diversos estudios (69), no se ha asociado de manera consistente a niveles
de HDL (59, 67, 68, 70).

1.7.4. Variante R230C

Es una variante no sindnima (rs9282541), con el cambio de nucledtido C>T
en la posicion 1001. La variante R230C se ubica en el primer bucle extracelular,
donde las mutaciones causales de enfermedad de Tangier y de FHD se agrupan.
La arginina en la posicién 230 se conserva entre las especies y la naturaleza de
los aminodacidos involucrados es muy diferente: mientras que la arginina es basica,
esta cargada positivamente y es hidrofilica, la cisteina es hidrofobica y contiene un
grupo sulfhidrilo (71).
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La variante R230C es exclusiva de poblaciones nativas de América y sus
derivadas, es relativamente frecuente en la poblacidon mexicana (11% en poblacion
mestiza) (72), se ha asociado a varios factores de riesgo cardiovascular
(hipoalfalipoproteinemia, obesidad, sindrome metabdlico y diabetes mellitus tipo
2), y disminuye la capacidad de eflujo de colesterol de la proteina en
aproximadamente 30% (71-73). Sin embargo, a pesar de estar asociada a varios
factores de riesgo cardiovascular, no se asocié con aterosclerosis subclinica, y
paraddjicamente se asocié a un menor riesgo de EAC prematura (65).
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2. HIPOTESIS

La variante genética R230C de ABCA1 se asocia a una disminucion en la
produccion de MPs endoteliales (EMPSs), e 1883M se asocia a un aumento en la
produccion de EMPs, tanto en condiciones basales como en respuesta a
estimulos aterogénicos.

3. OBJETIVO GENERAL

Analizar el papel de las variantes R230C e [1883M de ABCAl sobre la
formacion de microparticulas endoteliales in vitro, en condiciones basales y en
respuesta a estimulos involucrados en la fisiopatologia de la aterosclerosis.

3.1.0BJETIVOS PARTICULARES

e Genotipificar las variantes R230C e 1883M de ABCA1 en los cultivos de
HUVEC.

e Cuantificar la produccion de EMPs en HUVEC en condiciones basales y
bajo diferentes estimulos: LDL-ox y LPS.

e Comparar la produccion de EMPs en HUVEC de acuerdo a los genotipos de

R230C e 1883M de ABCAL1 en condiciones basales y en respuesta a los dos
distintos estimulos.
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4. METODOLOGIA

4.1.Reactivos

Gibco, ThermoFisher scientific, EUA.
o Colagenasa tipo I.
o Estreptomicina (100 U/mL), penicilina (100 U/mL) y anfotericina B
(10ug/L).
o Glutamina.
o Suero fetal bovino Hyclone.
Sigma-Aldrich, EUA.
o Factor de crecimiento endotelial.
o Heparina.
o Medio M199.
o Salmonella typhimurium.
e Solucién amortiguadora de &cido 4- (2-hidroxietil) -1-piperazinetanosulfonico
1X (HEPES).
e Solucién salina amortiguadora de fosfatos 1 X (PBS).
e QIAGEN, EUA.
o Kit de extraccion de acido desoxirribonucleico (DNA) Gentra
Puregene.
e Applied Biosystems, EUA.
o Sondas TagMan
Biowest, The Serum Specialist, EUA.
o Suero fetal bovino Biowest

4.2.Poblacién de estudio

Se tomaron las muestras de cordén umbilical de nifios aparentemente
sanos, nacidos en el Hospital General Tlahuac “Dra. Matilde Petra Montoya
Lafragua”, cuyas madres cumplieron con los criterios de inclusion (mujeres que
cursaron con un embarazo sano, sin patologias como diabetes gestacional,
hipertension, cardiopatias, enfermedades autoinmunes o tiroideas) y otorgaron el
consentimiento informado por escrito, el cual fue previamente aprobado por el
Comité de Etica del INMEGEN.

De acuerdo al programa QUANTO, para la variante R230C (frecuencia
alélica 0.11 %3), esperando un efecto Beta=7% y considerando un modelo
dominante, se calculd que se necesitarian 93 muestras para tener un poder
estadistico de 0.80. Para la variante 1883M (frecuencia alélica de 0.224 en México-

27



americanos del Hapmap), esperando un efecto Beta=7% y bajo un modelo aditivo,
se necesitarian 37 muestras para tener un poder estadistico de 0.80. Por lo tanto,
inicialmente se planteo el uso de 100 cordones para hacer los ensayos de acuerdo
al genotipo de las variantes R230C e 1883M de ABCAL.

En total se recolectaron 122 cordones, de los cuales se realizo la extraccion
de HUVEC vy su respectivo cultivo; sin embargo, anicamente 53 cultivos fueron
viables y llegaron al 100% de confluencia, por lo que fue necesario ajustar el
tamafo de la muestra del estudio a 53.

4.3. Aislamiento y cultivo de células HUVEC.

Los cordones se procesaron dentro de las primeras 24 horas después de su
obtencion. Después de canular la vena umbilical con la ayuda de una pipeta
Pasteur estéril y dos conectores metalicos, se lavo con solucion HEPES 1X para
eliminar el exceso de sangre; el endotelio vascular se sometié a disgregacion
enzimatica agregando de 5 a 10 mL (dependiendo del tamafio del cordén) de
colagenasa al 0.02%, disuelta en HEPES 1X.

Las venas umbilicales con colagenasa se incubaron por 25 min a 37°C. Al
terminar esta incubacién, los cordones se frotaron con un ligero masaje para
despegar las células endoteliales de la lamina basal de la vena, y posteriormente
se recolectaron estas células a través de una de las jeringas conectadas en los
extremos en un tubo estéril con medio M199 (Sigma-Aldrich, USA) con 10% de
SFB Biowest. Las células obtenidas con la digestién enzimatica se centrifugaron a
900 rpm, por 6 min. El botén celular se resuspendié en medio M199 suplementado
con glutamina al 1%, 0.1 mg/mL de factor de crecimiento endotelial, 0.1 mg/mL de
heparina, 20% de SFB Hyclone y una dilucién al 1% de una preparacion comercial
de estreptomicina (100 U/mL), penicilina (100 U/mL) y anfotericina B (10 pg/L).

4.4 Extraccion de ADN de HUVEC.

Se extrajo el ADN de los cultivos primarios de HUVEC obtenidos mediante
el kit Gentra Puregene. Una vez obtenido el ADN, se procedio a almacenar de 4 a
8 viales con un millén de HUVEC de cada cultivo para la posterior estimulacion y
medicion de la produccion de MPs.
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4.5.Genotipificacion de las variantes R230C e 1883M.

Se genaotipificaron las variantes R230C (rs9282541) e 1883M (rs2066714)
de ABCA1l mediante PCR en tiempo real, utilizando sondas TagMan, un
termociclador LightCycler 480 (ROCHE) y diluciones de 10 ng/ul del ADN
gendmico previamente extraido. Se utilizaron tres controles positivos para cada
una de las variantes analizadas y tres controles negativos.

4.6.Seleccién y crecimiento de los cultivos de interés

Considerando que para ambas variantes (R230C e 1883M) de ABCA1 no se
obtuvieron cultivos homocigotos para el alelo raro (C230C y M883M), se
seleccionaron al azar 5 cultivos diferentes con genotipo homocigoto para el alelo
comun R230R y 6 cultivos para 1883l, asi como 6 cultivos heterocigotos R230C y
5 cultivos 1883M, para realizar el andlisis bajo un modelo dominante. Se
descongelaron los cultivos elegidos (13 en total) para los genotipos R230C e
1883M.

El primer paso fue iniciar los cultivos en botella de 25 cm? para asi
favorecer la comunicacion y el crecimiento celular; los viales se descongelaron a
bafio maria a 37°C y el volumen del vial se paso6 a un tubo de 15 ml (Corning) que
contenia 9 ml de medio al 20% de SFB Biowest y por inversion se lavaron las
células. A continuacién se prosiguié con la centrifugacion a 900 rpm durante 6
minutos; una vez obtenido el botén, las células se sembraron en medio
enriquecido M199 suplementado con glutamina al 1%, 0.15 mg/mL de factor de
crecimiento endotelial, 0.1 mg/mL de heparina 20% de SFB Hyclone y esta vez se
adicion6 al medio una solucién al 1.5% de estreptomicina (100 U/mL), penicilina
(100 U/mL) y anfotericina B (10 ug/L). Una vez que los cultivos llegaron a
confluencia, se prosiguié con la tripsinizacién de las células y la consiguiente
separacion en dos diferentes botellas de 75 cm?, las cuales se utilizarian para los
dos diferentes estimulos (LDL-ox y LPS).

Los cultivos permanecieron en crecimiento hasta llegar a un 90-95% de
confluencia; una vez alcanzada esta etapa, nuevamente se prosiguidé con la
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tripsinizacion de los cultivos. Esta vez se separaron en seis botellas diferentes de
75 cm?, de las cuales tres botellas fueron destinadas al estimulo LDL-ox y tres a
LPS.

Los cultivos permanecieron en vigilancia hasta llegar a un 80% de
confluencia; en ese momento se cultivaron las células con medio libre de EVs,
preparado con SFB ultracentrifugado.

4.7.Estimulaciéon de HUVECS con LPS y LDL-ox.

Se recolectaron los sobrenadantes basales de 24 h (30 ml) de los cultivos al
80% de confluencia y se conservaron a -80°C para proceder con el estimulo.

Siguiendo el protocolo descrito por Griffin, et. al. (74), a partir de plasma
humano fresco se purificé la fraccion de LDL por ultracentrifugacion. Las LDL-ox
se prepararon mediante la exposicion de LDL, a CuSO4 5 uM por 18 horas a 37°C
(75). Las HUVEC se trataron durante 24 horas con LDL-0x a una concentracion de
50 pg/ml (76).

Se utiliz6 LPS de Salmonella typhimurium (LPS, 10 pg/mL) (77) y se
incubaron los cultivos por 24 horas a 37°C. Finalmente se recolect6 el
sobrenadante de ambos estimulos.

4.8.Estandarizacion del aislamiento y cuantificaciéon de microparticulas
endoteliales

Se realiz6 el andlisis por citometria de flujo a partir de 30 ml de medio
metabolizado (basal de 24 h), utilizando un citometro CytoFLEX (BECKMAN
COULTER).

De acuerdo a lo descrito (29, 78, 79) se realiz6 una primera centrifugacion
al sobrenadante para eliminar particulas muy grandes como son células y detritus
celulares.
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1. Centrifugacion a 2,000 g durante 15 minutos.
2. El sobrenadante se decantdé en tubos de policarbonato (Thickwall,
BECKMAN COULTER).

Un paso importante en el aislamiento de MPs es la velocidad a la que se
ultracentrifugan las muestras; estudios previos han descrito como velocidad
Optima de 20,000 a 22,000 g (35, 43, 80, 81)

3. Ultracentrifugacion durante 1 hora a 20,000 g a 4° C.

4. El sobrenadante se descarté y el botdén obtenido se resuspendio en 1
ml de buffer fosfato salino (PBS) 1X.

5. Se tomaron 500 pl para autofluorescencia (AF).

En el andlisis de EVs por citometria de flujo es importante marcar las vesiculas
con un colorante de membrana; CellMask ™ Orange (CMO) proporciona una
tincion uniforme y rapida de las membranas plasmaticas. Una estrategia que
surgio para el analisis de EVs por citometria de flujo es el de tefir éstas con un
colorante que fluoresce Unicamente cuando se activan enzimas intravesiculares;
tal es el caso de Calceina AM (acetoximetil derivado de la calceina) y el éster de
diacetato acetoximetil 5-carboxifluoresceina, ya que la hidrélisis de acetoximetil
por esterasas activas, provoca que la fluorescencia de carboxiflouresceina y
calceina sea liberada Unicamente en membranas impermeables.

Se tifié la muestra con diferentes concentraciones de calceina AM (CAM) y
Cell Mask Orange (CMO) para determinar la concentraciébn Optima de estos
marcadores.

a. 10X CAM + 1X de CMO
b. 15X CAM + 0.5X de CMO
c. 20X CAM+ 0.25X de CMO
"Las muestras se incubaron durante 1 hora a 37°C.

6. Se completé el volumen de todos los tubos (incluida la AF) con
aproximadamente 25 ml de PBS 1X y se ultracentrifugaron
nuevamente, esta vez a 100,000 g durante 1 h.

7. El sobrenadante se descarto y el boton obtenido se resuspendié en
500 ul de PBS 1X; finalmente se realizaron las lecturas en el
citbmetro.
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En este punto se determiné que la concentraciéon 6ptima de CMO era de
1X; para determinar la concentracion adecuada de CAM se realizd el mismo
proceso, utilizando diferentes concentraciones de CAM.

Procedimiento:

1. Centrifugacion a 2,000 g durante 15 minutos.

2. El sobrenadante se decanté en tubos de policarbonato (Thickwall,
BECKMAN COULTER).

3. Ultracentrifugacion durante 1 hora a 20,000 g a 4° C.

4. El sobrenadante se descarté y el botdén obtenido se resuspendio en 1
ml de PBS 1X.

5. Se tomaron 500 pl para AF

6. Se tifid la muestra con las siguientes concentraciones:

a. 20X CAM + 1X CMO
b. 40X CAM + 1X CMO
"Las muestras se incubaron durante 1 hora a 37°C.
7. Se completo el volumen de los tubos con aproximadamente 25ml de
PBS 1X y se ultracentrifugaron nuevamente, esta vez a 100,000 g
durante 1 h.
8. El sobrenadante se descartd y el boton obtenido se resuspendié en
500ul de PBS 1X; finalmente se realizaron las lecturas en el
citometro.

En esta etapa se determiné que la concentracién adecuada de CAM era de
40X quedando como concentraciones a utilizar de CAM 40X y 1X de CMO.

4.9.Titulacion de anticuerpos

La titulacién de anticuerpos es un procedimiento disefiado para determinar
la concentracion de anticuerpo apropiada para emplear en técnicas de
inmunofenotipificacién. Se ha descrito que la mejor concentracién de anticuerpo es
aguélla que permite discriminar mejor entre una célula positiva y una célula
negativa.

Para este proceso se eligieron los siguientes anticuerpos: CD31 (anti
molécula de adhesion a plaguetas y endotelio (PECAM-1); Pacific Blue anti-human
CD31, BioLegend ®), CD144 (anti-Vascular Endothelial (VE) Cadherin, APC,
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Abcam®), CD146 (anti-molécula de adhesion celular de melanoma (MCAM),
Abcam®, como anticuerpo primario y su anticuerpo secundario anti-raton I1gG,
Abcam®, acoplado al fluoréforo Alexa 488); anti-Anexina V (acoplado al fluoréforo
FITC, Abcam®) y CD62E (anti-Selectina E, acoplado al fluoréforo PE, Abcam®),
ya que estos anticuerpos reconocen moléculas que se expresan en células

endoteliales.

El procedimiento general fue el siguiente:

1.

w

7.
8.
9.

Tripsinizar las células, tomar una alicuota y cuantificar el nUmero
total.

Centrifugar a 1500 rpm durante 5 min.

Resuspender el botén en 500 pl de PBS 1X.

Preparar 4 alicuotas con aproximadamente 250,000 células en
cada una.

Tefir cada tubo (excepto la AF) con la concentracion
recomendada por el fabricante, asi como diluciones 1:2 y 1.5 de
cada uno.

Incubar durante 15 min a temperatura ambiente en total
obscuridad.

Lavar con 1 ml de PBS 1X.

Centrifugar a 1500 rpm durante 5 min.

Descartar el sobrenadante y resuspender en 300 pl de PBS 1X.

10.Leer en el citbmetro.

4.10. Aislamiento y cuantificacion de microparticulas endoteliales en
estado basal y con los estimulos LPS y LDL-ox.

A partir de 30 ml de sobrenadante en estado basal de las células, asi como del
sobrenadante del estimulo LDL- ox y LPS se siguio el protocolo siguiente:

1.
2.

Centrifugar las muestras a 2,000 g durante 15 minutos.

Decantar el sobrenadante en tubos de policarbonato (Thickwall,
BECKMAN COULTER), designando un tubo de AF para cada
condicion (5 ml de sobrenadante) y el otro tubo se marca con los
anticuerpos (25 ml de sobrenadante).
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3. Ultracentrifugar durante 1 hora a 20,000 g a 4° C.

4. Decantar el sobrenadante y el botén obtenido se resuspende en
200 pl de PBS 1X.

5. Teilir las muestra con calceina AM [40X] y Cell mask orange [1X]
e incubar durante 1 hora a 37°C.

6. Completar el volumen de los tubos con aproximadamente 25 ml
de PBS 1X y ultracentrifugar nuevamente, esta vez a 100,000 ¢
durante 1 h.

7. El sobrenadante se descarta y el botén obtenido se resuspende
en 200 pl de PBS 1X; finalmente se realizan las lecturas en el
citbmetro.

Los resultados dados por el citometro se analizaron en el programa
CytExpert. Utilizando un algoritmo de analisis de datos, se generaron graficas de
puntos conocidas como “dots plots”, en las cuales se proyectan las sefiales de
pico y area del pardmetro de tamafio (Dispersion frontal - altura (FSC-H) vy
dispersién frontal - area (FSC-A)) respectivamente, para seleccionar Unicamente
las EMPs analizadas individualmente. De acuerdo a las caracteristicas de tamafio
(FSC-A) y complejidad (Dispersion lateral - area (SSC-A)), se seleccion6 la
subpoblacién conocida como “gate” correspondiente a EMPs por tamafio; ya
identificada la region de interés, se seleccionaron las MPs fluorescentes a
ficoeritrina (PE) e Isotiocianato de fluoresceina (FITC). Este algoritmo se aplicé a
las tres condiciones analizadas: sobrenadante basal, con estimulo LPS vy
finalmente con LDL-ox.
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5. RESULTADOS

5.1.Genotipificacion de la variante R230C

Se determind el genotipo del 100% de las muestras, mediante PCR en
tiempo real, utilizando sondas Tagman. Se colocé un control positivo para cada
homocigoto: C230C (en verde) y R230R (en azul), asi como un control positivo
para el heterocigoto R230C (en rojo) y tres controles negativos (en gris) (Figura 8).
El analisis de discriminacion alélica en 53 cultivos celulares revel6 que 39
muestras fueron homocigotos para el alelo comun (R230R), 14 muestras fueron
heterocigotos R230C, y no se obtuvo ninguna muestra homocigota C230C,
obteniendo asi una frecuencia alélica del alelo raro (T; 230C) de 13.2%. La
variante R230C no present6 desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg
(P=0.268).
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Figura 8.- Genotipificaciéon de la variante R230C del gen ABCA1 por PCR en tiempo
real, utilizando sondas TagMan. La sonda complementaria al alelo T (230C) esta
marcada con el fluoréforo VIC, cuya fluorescencia se grafica en el eje de las “Y”. La sonda
complementaria al alelo “R” esta marcada con el fluoréforo FAM, cuya fluorescencia se
grafica en el eje de las “X”. Cada punto representa una muestra. Los homocigotos R230R
aparecen como un punto azul (fluorescencia VIC), los homocigotos C230C como un punto
verde (fluorescencia FAM), y los heterocigotos R230C que emiten ambos tipos de
fluorescencia aparecen como un punto rojo. Los cuadros grises representan controles
negativos.
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5.2.Genotipificacion de la variante 1883M

Para la variante 1883M fue posible genotipificar el 100% de las muestras
(Figura 9). El andlisis de discriminacion alélica en 53 cultivos celulares revel6 que
31 muestras fueron homocigotos para el alelo coman (1883l), 21 muestras son
heterocigotos 1883M y solo encontramos un homocigoto M883M, obteniendo asi
una frecuencia alélica del alelo raro (G; 883M) de 21.7%. La variante 1883M no
presentd desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg (P= 0.227).
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Figura 9.- Genotipificacion de las variante 1883M del gen ABCAL1 por PCR en
tiempo real, utilizando sondas TagMan. La sonda complementaria al alelo “M”
estan marcada con el fluoréforo VIC, cuya fluorescencia se grafica en el eje de las
“Y”. La sonda complementaria al alelo “I” esta marcada con el fluoréforo FAM, cuya
fluorescencia se grafica en el eje de las “X”. Cada punto representa una muestra.
Los homocigotos 18831 aparecen como un punto azul (fluorescencia VIC), los
homocigotos M883M como un punto verde (fluorescencia FAM), y los heterocigotos
I883M que emiten ambos tipos de fluorescencia aparecen como un punto rojo. Los
cuadros grises representan controles negativos.
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5.3.Estandarizacion del aislamiento y caracterizacion de microparticulas
endoteliales

El proceso de aislamiento de EMPs, asi como de la tincidbn con los
marcadores CMO y CAM y su respectivo analisis de datos en el citometro de flujo
con el programa CytExpert se realizé siguiendo el protocolo y algoritmo descrito en
la seccion de metodologia.

El mejor porcentaje de eventos positivos a CMO y CAM de las EMPs fue
obtenido a una concentracién de 1X y 0.4 mM, respectivamente (Tabla 1).

Tabla 1.-Porcentaje de eventos positivos de EMPs a diferentes concentraciones
de CMO y CAM.

Tincién (concentraciones) % d.e. SUETICE % d.e. SUETIEE
positivos para positivos para
CMO CAM
CMO CAM
1X 0.2 mM 98.05 7.29
0.25 X 0.4 mM 97.75 87.40

Se observé un patrén bien definido correspondiente a las EMPs en los “dot
plot” correspondientes a CAM 0.4 mM y CMO 1X (Figura 10B y 10C). Esto nos
ayudd a determinar las concentraciones adecuadas de los marcadores CMO vy
CAM, respectivamente, y de este modo se pudo continuar con la identificacion y
caracterizacion de las EMPs en las tres diferentes condiciones: basal, estimulos
LPS y LDL-ox.
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Figura 10.- Algoritmo para la identificacion y caracterizacion de microparticulas de
células endoteliales. (A) Empleando perlas de calibracion Megamix, se seleccioné la
region de tamafio (FSC-A) y complejidad (SSC-A) correspondiente a las perlas de 0.5 pum,
0.9 um y 3 um que presentan fluorescencia para FITC; esta region se denominé
“Microparticulas por tamafo”. Una vez identificada la region de microparticulas, éstas
fueron marcadas con CMO 1Xy 0.2 mM de CAM (B) y CAM a 0.4 mM y CMO 0.25 X (C).
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5.4.Titulacion de anticuerpos

Al comprobar que podiamos identificar las EMPs CMO positivas y con actividad
esterasa positiva (CAM +), decidimos utilizar anticuerpos que nos ayudaran a
demostrar que estas MPs eran de origen endotelial.

Se titularon los anticuerpos con el procedimiento antes mencionado en la seccién
de metodologia, en cultivos primarios de HUVEC, empleando la concentracion
recomendada por el fabricante, asi como diluciones 1:2 y 1:5 de cada uno.

Con una concentracion de 0.0625 pg/pl, la media de fluorescencia
correspondiente a APC (CD144) disminuye mas del 20% (Tabla 2); sin embargo,
se observa una poblacién positiva que se separa de la negativa y su posicién
sobre los ejes en las graficas de dispersion permite identificar los limites de la
poblacién de manera clara (Figura 11), por lo cual dicha concentracion puede ser
empleada para la identificacion de la poblacién.

Tabla 2.- Titulacion de anticuerpo CD144

Ac Volumen (ul) | Concentracién (ug/ul) sigele 1 flxclgrce::scenma ot
5 0.125 16675.5
CD144 2.5 0.062 9379.9
1 0.025 6911.1

Con respecto al anticuerpo CD31, a una concentracion de 0.5 pg/ul, la media de
fluorescencia correspondiente a APC no disminuye mas del 20% respecto a la
concentracion de 2.0 pug/ul recomendada (Tabla 3), por lo cual dicha concentraciéon
puede ser empleada para la identificacion de la poblacién. Se observa una
poblacién positiva que se separa de la negativa y su posicién sobre los ejes en las
graficas de dispersion permite identificar los limites de la poblacion de manera
clara (Figura 12).
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Figura 11.- Histograma representativo de las medias de autofluorescencia para las
diferentes concentraciones del anticuerpo CD144.
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Figura 12.-

Estrategia de analisis para la identificacion de la concentracién

&

o)

adecuada de anticuerpo CD31 con HUVEC.
Se proyectan en una grafica de puntos las
sefiales de pico y area del parametro de
tamafio (FSC-H y FSC-A) respectivamente,
para seleccionar Unicamente las células
analizadas individualmente (a). Se seleccioné
la region de tamafio (FSC-A) y complejidad
(SSC-A) correspondiente al grupo de células
completas y potencialmente viables (b). Se
eligieron las células positivas al fluorocromo
azul pacifico (PB) (c) y finalmente se analizé la
media de fluorescencia de PB (d).
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Tabla 3.- Titulaciéon de anticuerpo CD31

Ac Volumen (ul) | Concentracion (ug/ul) | Media de fluorescencia de PB
4 2.0 3819.5
CD31 2 1.0 3671.2
1 0.5 3427.1

El anticuerpo anti-CD146 (Anti-MCAM, Abcam®) es un anticuerpo primario,
por lo que fue necesario utilizar un anticuerpo secundario anti-ratén 1gG, Abcam®,
acoplado al fluor6foro Alexa 488. Con una concentracion de 1.0 pg/ul se obtuvo la
mejor media de fluorescencia correspondiente a Alexa 488 (Tabla 4, Figura 13),

por lo cual dicha concentracién puede ser empleada para la identificacion de la
poblacion.

Tabla 4.- Titulacion de anticuerpo CD146

Cournt

., ., Media de
e | e | oot | " Gasaraane " | uorescencia de
Alexa 488
2 1.0 1:1000 214992.5
CD146 1 0.5 1:1000 191723.8
0.5 0.25 1:1000 191544 .4
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Figura 13.- Histograma representativo de las medias de autofluorescencia para las
diferentes concentraciones del anticuerpo CD146.

= AF, = 1.0pug/ul, = 0.5 ug/ul y = 0.25 pg/pl.
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En los anticuerpos anti-anexina V y anti-CD62E, se utilizd el volumen
recomendado por el fabricante y dos diluciones (1:2 y 1:5) (Tabla 5); debido a que
las medias de fluorescencia de las diluciones se alejaban de la media
recomendada para estos anticuerpos, se utilizé finalmente el volumen
recomendado (Figura 14).

Tabla 5.- Anticuerpos anti-Anexina V y anti-CD62E.

Ac Volumen (ul) Media de fluorescencia del fluorocromo
2.5 785
Anexina V 1 468.5
0.5 426
2.5 1296.9
CD62E 1 690.5
0.5 491.4
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Figura 14.-Histograma representativo de las medias de autofluorescencia para las
diferentes concentraciones de los anticuerpos Anexina V (a) y CD62E (b).
&= AF,®= 25|, = 10ul y=a 0.5l
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5.5.EMPs marcadas con CAM, CMO y CD31

Se sigui6 el mismo protocolo descrito anteriormente para aislar las EMPs de
sobrenadante basal; se marcaron las EMPs con CMO 1X, CAM 0.4 mM y CD31
0.5 pg/ul obteniendo los porcentajes de positividad incluidos en la Tabla 6.

Tabla 6.- Porcentaje de eventos positivos para CMO, CAM y CD31

Tincion (concentraciones)

% de eventos

% de eventos

positivos para WCRETIEE positivos para
cMO CAM CD31 cMo positivos para CAM CD31
1X 0.4mM 0.5 pg/ul 98.73 19.86 0.72

Utilizando un algoritmo de analisis de datos en graficas “dots plots”, se
proyectan en una grafica de puntos las sefiales de pico y area del parametro de
tamafo (FSC-H y FSC-A) (Figura 15a), respectivamente. De acuerdo a las
caracteristicas de tamafo (FSC-A) y complejidad (SSC-A), se selecciond la
poblacion conocida como “gate” correspondiente a EMPs por tamafio (Figura 15b);
ya identificada la region de interés, se seleccionaron las EMPs fluorescentes a PE
(Figura 15c), FITC (Figura 15d) y finalmente a PB, en la cual se puede observar
una positividad baja a este fluorocromo (Figura 15e).
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Figura 15.- Estrategia de andlisis para la caracterizacion de MPs endoteliales. Se
proyectan en una grafica de puntos las sefiales de pico y area del parametro de tamafio
(FSC-H y FSC-A) respectivamente, para seleccionar Unicamente las EMPs analizadas
individualmente (a); se seleccioné la regién de tamafio (FSC-A) y complejidad (SSC-A)
correspondiente al grupo EMPs por tamafio (b); se eligieron las EMPs positivas al
fluorocromo PE (c), FITC (d) y PB (e).

El mismo procedimiento se realizd6 con el anticuerpo anti-CD144, para el cual

tampoco logramos observar positividad en las EMPs.

5.6.Caracterizacién fenotipica de HUVEC

Con estos resultados decidimos caracterizar de manera fenotipica las
células HUVEC con las que se realiz6 el trabajo, utilizando los anticuerpos
reportados en el apartado de metodologia y asi garantizar que el origen de las
MPs liberadas por estos cultivos es endotelial.

Las células se marcaron con CMO 1X, con CAM 0.4 mM, con anti-CD31
acoplado al fluorocromo PB, anti-CD144 acoplado con aloficocianina (APC),
CD146 (anticuerpo primario y su anticuerpo secundario anti-raton 1gG, acoplado al
fluoroforo Alexa 488), asi como anti-Anexina V acoplado a FITC (Figura 16).
Utilizando un algoritmo de analisis de datos reportado en la seccién de métodos,
se proyectd en una gréfica de puntos las sefiales de pico y area del parametro de
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tamafo (FSC-H y FSC-A) respectivamente, para seleccionar Unicamente las
células analizadas individualmente (Figura 16a).

De acuerdo a las caracteristicas de tamafio (FSC-A) y complejidad (SSC-A)
se cred el gate correspondiente a las células (Figura 16b); ya identificada la
region de interés, se seleccionaron las células fluorescentes a FITC (Figura 16c),
PE (Figura 16d), a PB (Figura 16e), y finalmente a APC (Figura 16f). Se puede
observar que las HUVEC presentaron positividad a los cuatro diferentes
fluorocromos, confirmandonos que nuestras células son endoteliales.

Figura 16.- Estrategia de andlisis para la caracterizacién de HUVEC. Se proyectan en
una gréfica de puntos las sefales de pico y area del parametro de tamafio (FCS-H y
FCSA) respectivamente, para seleccionar Gnicamente las células analizadas
individualmente (a); se seleccion6 la regién de tamafio (FSC-A) y complejidad (SSC-A)
correspondiente al grupo de células vivas (b); se eligieron las EMPs positivas al
fluorocromo FITC (c), PE (d), PB (e) y APC (f).

Como se menciond en la seccién de metodologia, se seleccionaron al azar
5 cultivos diferentes con genotipo homocigoto para el alelo comun R230R, 6
cultivos homocigotos 1883l, 6 cultivos heterocigotos R230C y 5 cultivos
heterocigotos 1883M, para realizar el analisis bajo un modelo dominante. Se
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descongelaron los cultivos elegidos (13 en total) para los genotipos R230C e
1883M.

5.7.0btencién y caracterizacion de microparticulas endoteliales
provenientes de sobrenadantes de cultivos en estado basal y después
de 24 hrs de tratamiento con LPS y LDL-ox.

El proceso de aislamiento de EMPs derivadas de sobrenadantes con LPS 'y
LDL-ox se realiz6 siguiendo el procedimiento reportado en la seccion
metodologia; una vez terminado el protocolo de tincién con los marcadores CMO y
CAM, se prosiguio a analizar los datos.

Los resultados dados por el citometro se analizaron en el programa
CytExpert utilizando el algoritmo de analisis de datos reportado en la seccién de
metodologia. Los porcentajes de eventos positivos obtenidos por genotipo y su
diferente condicién se muestran en la Tabla 7. En las figuras 17, 18 y 19 se
presentan los resultados correspondientes a cultivos con genotipos R230R/I883I y
R230C de la variante R230C, e 1883M heterocigoto de la variante 1883M,
respectivamente.

Tabla 7.- Porcentaje de eventos positivos para CMO y CAM por genotipo

% de eventos
. s o % de eventos
Genotipo Condicion positivos para ..
positivos para CAM
CMO

BASAL 39.30 71.84

R230R/1883I LPS 13.57 51.08
LDL-ox 60.48 77.71

BASAL 48.57 64.36

R230C LPS 13.09 53.79
LDL-ox 55.07 62.61

BASAL 36.58 63.50

1883M LPS 40.04 77.17
LDL-ox 52.10 62.40
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Figura 17.- Algoritmo para la identificacion y caracterizacion de microparticulas en
sobrenadantes de células endoteliales con genotipo R230R/I883I para las variantes
R230C e 1883M de ABCA1. Se seleccionoé la regién de tamafio (FSC-A) y complejidad
(SSC-A) correspondiente al grupo de EMPs; dentro de esta region se escogieron las
EMPs con fluorescencia positiva para PE; partiendo de este gate se eligieron las EMPs
positivas a FITC para la condicién basal (A); dicho algoritmo se aplic6 a sobrenadantes
con estimulo LPS (B) y a sobrenadantes con estimulo LDL-ox (C).

47



Figura 18.- Algoritmo para la identificacion y caracterizacion de microparticulas en
sobrenadantes de células endoteliales con genotipo heterocigoto para la variante
R230C de ABCAL. Se selecciond la regién de tamafio (FSC-A) y complejidad (SSC-A)
correspondiente al grupo de EMPs; dentro de esta regién se escogieron las EMPs con
fluorescencia positiva para PE; partiendo de este gate se eligieron las EMPs positivas a
FITC para la condicion basal (A); dicho algoritmo se aplicé a sobrenadantes con estimulo
LPS (B) y a sobrenadantes con estimulo LDL-ox (C).
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Figura 19.- Algoritmo para la identificacion y caracterizacion de microparticulas en
sobrenadantes de células endoteliales con genotipo heterocigoto para la variante
I883M de ABCAL. Se selecciond la region de tamafio (FSC-A) y complejidad (SSC-A)
correspondiente al grupo de EMPs; dentro de esta region se escogieron las EMPs con
fluorescencia positiva para PE; partiendo de este gate se eligié las EMPs positivas a FITC
para la condicién basal (A); dicho algoritmo se aplicé a sobrenadantes con estimulo LPS
(B) y a sobrenadantes con estimulo LDL-ox (C).
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5.8.Célculo del numero de EMPs

No existen protocolos de cémo realizar la cuantificacién de EVs, por lo que
es un reto calcular de manera exacta el nimero de EMPs que obtuvimos en los
sobrenadantes; sin embargo, podemos apoyarnos de herramientas ya existentes.
Un ejemplo de ello son los tubos Trucount™ BD; estos tubos son utilizados para
determinar los conteos absolutos de leucocitos en sangre y los podemos aplicar a
nuestro estudio, ya que contienen un botén (pellet) liofilizado, el cual se disuelve y
libera un nimero conocido de perlas fluorescentes.

Para el analisis de EVs, modificamos la férmula incluida en el inserto de los
tubos Trucount para obtener el nimero absoluto de EMPs (EMPs/ml); esto se
determina comparando eventos positivos a CMO de las EMPs con los eventos de
las perlas contenidas en los tubos trucount. Los resultados de estos calculos se
muestran en la Tabla 8.

_ [# de eventos positives CMO (# micraesferrx.s)]

# de eventos trucounts 100ul

X (1/pl) X volumen resulpendio (ul)

# vesiculas
f( ml volumen total (ml)

Tabla 8.- Produccion de vesiculas de los cultivos seleccionados por genotipo en
estado basal y después de 24hrs de tratamiento con LPS y LDL-ox.

| Genotipo Numero de vesiculas
Basal LPS LDL-OX
12,828.65 71,595.80 87,877.11
8,560.43 7,190.16 17,029.41
R230R/I883lI 14,459.78 2,776.52 36,214.68
4,329.69 10,906.68 23,622.89
50,212.71 65,963.30 119,075.46
10,854.21 13,857.11 9,355.01
R230C 10,332.49 2,851.48 10,680.30
3,251.94 7,344.69 5,652.26
1,521.69 1,835.02 18,590.08
R230C/1883M 6,731.41 21,537.51 19,675.50
7,197.66 2,664.08 19,447.62
—_— 12,506.33 7,891.79 20,739.93
92,044.02 25,373.46 33,015.54
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5.9.Comparacion del numero de EMPs

Se compardé el niamero total de EMPs liberadas por los 13 cultivos durante
el estimulo con LPS y LDL-ox respecto al estado basal con la prueba U de Mann-
Whitney. Interesantemente se encontré diferencia significativa entre la produccion
total de EMPs con el estimulo de LDL-ox con respecto al estado basal (P=0.022);
para el caso del estimulo LPS respecto al basal, no hay cambio significativo en la
produccion de EMPs totales (Figura 20).

50000 - *
‘£ 40000 4
‘B
@
S 300004 |
o
t ——
& 200004 |
o
| .
[
= 10000
0 .
¥ x?ca
e‘?‘
Condicion

Figura 20.- Produccion total de EMPs en sobrenadantes de cultivos de HUVEC en
estado basal y en cultivos estimulados con LPS y LDL-ox. Las barras representan
medias + error estandar (EE); n=13 para cada grupo; *P<0.05.

Se analiz6 la produccién de EMPs en cultivos portadores de las variantes
R230C e I1883M. Utilizando la prueba U de Mann-Whitney, se compararon los
sobrenadantes con genotipo R230R basales vs genotipo R230C basales, asi
como los sobrenadantes de genotipo R230R estimulados con LPS vs los
sobrenadantes con genotipo R230C estimulados con LPS y finalmente los R230R
estimulados con LDL-ox vs R230C con el mismo estimulo (Figura 21A).
Encontramos que el genotipo heterocigoto R230C disminuye la produccién de
EMPs en los tres casos (Basal, LPS y LDL-0x); sin embargo, solo en estado basal
(P=0.035) y al estimular las células con LDL-o0x, esta disminucion es significativa
(P=0.008) (Figura 21A).
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Figura 21.- Produccion de EMPs en los cultivos de acuerdo al genotipo de la
variante R230C de ABCALl y a los estimulos. A) Comparacion del numero de EMPs
liberadas por cultivos con distinto genotipo de la variante R230C de ABCAL bajo las
diferentes condiciones. B) Comparacion del nimero de EMPs producidas por cultivos con
genotipo R230R o R230C en estado basal y con los estimulos de LPS y LDL-ox. Las
barras representan medias + EE; *P<0.05.
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Con el objetivo de analizar si existen diferencias en el niumero de EMPs
producidas por cultivos con un genotipo determinado (R230R 6 R230C) bajo las
distintas condiciones a los que fueron sometidos, se aplicé una prueba U de
Mann-Whitney. No se encontré diferencia significativa con los diferentes estimulos
para los cultivos con genotipo R230R: basal vs LPS (P = 0.710) y basal vs LDL-0x
(P = 0.097) o para los cultivos con genotipo R230C: basal vs LPS (P = 0.937) y
basal vs LDL-ox (P = 0.093) en la liberacion de EMPs (Figura 21B).

Con respecto a la variante 1883M de ABCAL, utilizando la prueba U de
Mann-Whitney, se compararon los sobrenadantes con genotipo 18831 basales vs
genotipo 1883M basales (P = 0.724), asi como los sobrenadantes de genotipo
1883l estimulados con LPS vs los sobrenadantes con genotipo 1883M estimulados
con LPS (P = 0.622) y finalmente los sobrenadantes con genotipo 1883l
estimulados con LDL-ox vs I1883M (P = 0.943) con el mismo estimulo (Figura
22A). En el caso de esta variante no se encontraron diferencias significativas en la
produccion de EMPs con respecto al genotipo en ninguna de las tres condiciones.
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Figura 22.- Produccion de EMPs en los cultivos de acuerdo al genotipo de la
variante 1883M de ABCA1 y a los estimulos. A) Comparacion del nimero de EMPs
liberadas por cultivos con distinto genotipo de la variante 1883M de ABCA1l bajo las
diferentes condiciones. B) Comparacion del numero de EMPs producidas por cultivos con
genotipo 1883l e 1883M en estado basal y con los estimulos de LPS y LDL-ox. Las barras
representan medias * EE.

Con la prueba U de Mann-Whitney, se analizé si existian diferencias en el
namero de EMPs producidas por cultivos con un genotipo determinado (18831 6
I883M) en estado basal y con sus respectivas condiciones (LPS y LDL-0x). Para
esta variante, no se encontraron diferencias significativas en la liberacion de EMPs
bajo los diferentes estimulos con respecto a su basal. Para los cultivos con el
genotipo 1883l se obtuvo: basal vs LPS (P = 0.959) y basal vs LDL-ox (P = 0.161) y
para los cultivos con el genotipo 1883M: basal vs LPS (P = 1.00) y basal vs LDL-0x
(P =0.151) (Figura 22B).
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6. DISCUSION DE RESULTADOS

6.1.HUVEC como modelo de estudio

Las HUVEC son ampliamente usadas como modelo celular in vitro en el
estudio de la fisiologia y patologia del endotelio (68, 82); al ser la EAC una
manifestacion clinica de la aterosclerosis, patologia consecuente de la pérdida en
la integridad vascular y de una disfuncién endotelial, estas condiciones promueven
a las HUVEC como un modelo ideal para el estudio in vitro de esta enfermedad.

Un cultivo primario como éste tiene ventajas, algunas son que se pueden
controlar las condiciones fisico-quimicas (pH, temperatura, presibn osmotica,
presion parcial de Oz y COz), y fisiolégicas (hormonas, factores de crecimiento,
densidad celular, etc.). Sin embargo, un cultivo primario requiere de muchos
cuidados. El cultivo de HUVEC, por ser precisamente un cultivo primario, a
diferencia de lineas celulares comerciales, estd mayormente expuesto a
desarrollar crecimiento de microorganismos considerado como contaminacion.
Estos microorganismos pueden ser de caracter bacteriano, micético o bien viral;
generalmente son acarreados de las muestras, ya que por su origen no podemos
asegurar la absoluta esterilidad. Esta condicion complica el crecimiento de las
células; la dificultad de reconocer y eliminar estos microorganismos patolégicos,
provoca que la mayoria de las veces muchos de estos cultivos sean desechados
(83).

Otro punto importante a tratar son las condiciones en las que se obtienen
los cordones umbilicales al momento del parto; es importante instruir al médico
sobre la correcta obtencion del corddén ya que de esto también depende el éxito
del cultivo celular. Por ende, es fundamental retirar el exceso de sangre en los
cordones; esto se realiza Unicamente por goteo, evitando la accion de exprimir el
tejido, ya que esto podria provocar la muerte celular por estrangulamiento. Asi
mismo, no retirar el exceso de sangre podria llevar a la muerte celular por hipoxia,
al formarse coagulos en la vena del cordén (82) .
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6.2.0btencidon y cuantificaciéon de MPs endoteliales en cultivo.

Las células endoteliales vasculares liberan diferentes tipos de EVs
(exosomas, MPs y cuerpos apoptoticos) en respuesta a factores de activacion
celular o apoptosis (84). No existe un consenso reportado para el aislamiento de
estas EVs; sin embargo, la técnica de ultracentrifugacion es la mas utilizada. Para
el caso de MPs, estudios previos reportan como velocidad O6ptima un rango de
20,000 a 22,000 g (35, 43, 80, 81). Existen diferentes métodos para caracterizar
MPs, algunas de estas metodologias de caracterizacion se basan principalmente
en técnicas como microscopia de fuerza atdbmica, microscopia electronica, western
blot, proteémica y citometria de flujo (34, 36).

La identificacion de MPs de origen endotelial se realiza con el apoyo de
marcadores especificos utilizados para el analisis por citometria de flujo (12, 36,
40, 43, 80, 84, 85). Al principio decidimos guiarnos por algunos de estos estudios
para lograr aislar EMPs de los sobrenadantes producidas por las HUVEC; sin
embargo, muchas de estas investigaciones se han realizado en plasma
sanguineo. La poca informacion que existe acerca de EVs en sobrenadantes de
cultivo, dificultd la estandarizacién en nuestro procedimiento.

Se han descrito diferentes marcadores para determinar el origen endotelial
de estas vesiculas, algunos de éstos son CD105, CD31, CD146, CD54, CD51,
CD62E, CD144 y el factor de Von Willlebrand (34, 84). Basandonos en la
literatura, decidimos incluir un panel con los anticuerpos CD31, CD144, CD146,
CD62E, Anexina V y dos marcadores mas: CellMask ™ Orange, un colorante no
especifico de membrana que nos asegura la naturaleza de origen membranal de
las MPs y calceina AM, la cual nos ayuda a distinguir las MPs integras con
actividad intracelular esterasa positiva.

Al comienzo de la estandarizacion del marcaje de EMPs con los anticuerpos
elegidos de endotelio, se esperaba ver fluorescencia positiva a estos marcadores
y de esta forma corroborar el estirpe celular; sin embargo, no observamos la
positividad a estos anticuerpos. Esto se podria deber a que nuestras EMPs al
parecer no llevan consigo dichos marcadores, ya que se ha descrito que el
contenido de las biomoléculas en EVs no solo es determinado por su célula de
origen; el estimulo del cual son liberadas también influye mucho en el fenotipo (12,
86, 87).

Por lo anterior, decidimos inmunofenatipificar las HUVEC con las cuales
trabajamos, para asegurar que eran células endoteliales y por ende corroborar que
toda MP liberada en este cultivo es de origen endotelial.
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No existen protocolos de cémo realizar la cuantificacion de EVs; sin
embargo, hay estudios en los que se describe el uso de tubos Trucount™ como
herramienta util, ya que al contener un boton (pellet) liofilizado que se disuelve y
libera un nimero conocido de perlas fluorescentes, nos permite realizar el calculo
aproximado de EMPs por ml. Existen estudios en los que reportan su uso, pero
Gnicamente para el conteo de MPs en plasma (88-91). Decidimos aplicar esta
técnica a nuestro proyecto y obtuvimos resultados favorables, ya que
demostramos que también es una técnica util para el calculo de EMPs
provenientes de sobrenadantes de cultivos de HUVEC.

6.3.MPs y estimulos aterogénicos

Los resultados obtenidos en nuestro estudio mostraron que la cantidad de
EMPs generadas por las HUVEC con el estimulo LPS durante 24 h, no fue
estadisticamente distinta a la obtenida en el estado basal, lo cual coincide con lo
ya reportado en el estudio realizado por Simak y colaboradores en 2002 (77).

A diferencia de las células estimuladas con LPS, la condicion de LDL-0x
aplicada durante 24 h aumenté significativamente la produccion de EMPs con
respecto al estado basal (P =0.022); esto concuerda con lo reportado acerca de la
participacion de LDL-ox en el aumento de la produccion de EVs en plaguetas in
vitro (92). En otro estudio se demostré que la cantidad de MPs circulantes son
significativamente elevadas en pacientes con hipercolesterolemia familiar. En
dicho estudio se encontraron principalmente concentraciones altas de MPs
derivadas de células endoteliales, monocitos y eritrocitos; esta alta produccion de
MPs endoteliales se relacion6 con una probable activacién y disfuncion endotelial
en pacientes con hipercolesterolemia (91).

6.4.Variantes R230C e I1883M de ABCAl y la produccion de EMPs.

Al analizar nuestros resultados obtenidos para la genotipificacion de la
variante R230C de ABCA1, se encontré que de 53 cultivos celulares, 39 de éstos
fueron homocigotos para el alelo comun (R230R), 14 muestras fueron
heterocigotos R230C, y no se obtuvo ninguna muestra homocigota C230C,
obteniendo asi una frecuencia alélica del alelo raro (T; 230C) de 13.2%. De
acuerdo a lo informado en 1000 genomas, el alelo raro (T; 230C) tiene una
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frecuencia alélica del 7% en individuos México-americanos. En este estudio
obtuvimos una frecuencia alélica mas alta (13.2%), lo que concuerda con lo
reportado en un estudio realizado en poblaciones nativas de América por Acufia
Alonzo y colaboradores en 2010, donde la frecuencia promedio fue del 12% para
esta variante (73). Es importante mencionar que las muestras de cordon umbilical
gue nosotros estudiamos provienen principalmente de personas de bajos
recursos, ya que la mayoria de las mujeres que acuden al Hospital General
Tlahuac estan en esta condicion; un bajo nivel socioeconémico se ha asociado a
un mayor componente indigena en la poblacién mexicana (93).

En el analisis del nimero de EMPs producidas por las HUVEC de acuerdo
al genotipo de la variante R230C de ABCAL, los cultivos con esta variante en
forma heterocigota presentaron una disminucion significativa de los niveles de
EMPs con respecto a los homocigotos comunes R230R en sobrenadantes en
estado basal (P = 0.035) y con estimulo LDL-ox (P =0.008); estos resultados
concuerdan con la hipétesis planteada con respecto al posible efecto de la
variante R230C en la disminucion de EMPs. La asociacion de la variante R230C
de ABCAL1 con la disminucién en la produccién de EMPs obtenida en este estudio
podria contribuir a resolver la paradoja de que esta variante fue asociada
previamente a factores de riesgo cardiovascular y a su vez, a un menor riesgo de
EAC; es decir, al disminuir el numero de MPs liberadas, las cuales se ha descrito
gue se encuentran incrementadas en enfermedades que cursan con dafio vascular
(9, 35-37), podria favorecerse la proteccion en individuos con lesién ateromatosa a
desarrollar eventos més graves como infarto de miocardio. Sin embargo, el
tamafo de la muestra (n=13) es pequefo, por lo que es necesario aumentar el
ndamero de muestras para confirmar la disminucion en la produccion de EMPs en
cultivos con la variante R230C.

La variante I883M es interesante, ya que el alelo menor, que codifica para
metionina, es probable que sea el alelo ancestral. Los resultados experimentales
muestran una mayor actividad del eflujo de colesterol en presencia del alelo 1883
versus M883, lo que sugiere que la mutacion M883 — 1883 pudo haber sido uno
de los cambios adaptativos en ABCAL que se produjo durante la evolucion de los
seres humanos modernos (68). Se ha descrito que la variante 1883M de ABCAL,
aun cuando se ha asociado a un mayor riesgo de EAC en diversos estudios (69),
no se ha asociado de manera consistente a niveles de HDL(59, 67, 68, 70).

El andlisis de discriminacién alélica en 53 cultivos celulares revel6 que 31
muestras fueron homocigotos para el alelo comun (1883l), 21 muestras fueron
heterocigotos 1883M y solo encontramos un homocigoto M883M, obteniendo asi
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una frecuencia alélica del alelo raro (G; 883M) de 21.7%; esto concuerda con la
frecuencia alélica descrita para esta variante por 1000 genomas en individuos
México-americanos (22.4%).

Al analizar la produccion de EMPs con respecto a los genotipos de la
variante 1883M y bajo las tres diferentes condiciones, no se observaron diferencias
significativas. Asi mismo, al comparar los homocigotos 1883l en la produccién de
EMPs con los diferentes estimulos respecto al basal no se observaron diferencias
significativas; sin embargo, las muestras comparadas son muy pocas (n=8 para el
genotipo 1883l y para el genotipo I883M fue de 5), por lo que se necesita aumentar
el tamafo de muestra para confirmar estos resultados.

Esta variante ha sido controversial con lo observado respecto a su funcion y
participacion en la EAC. En este estudio, debido al tamafio reducido de la muestra,
no se tiene la informacion suficiente para confirmar o rechazar nuestra hipotesis
sobre la asociacién de la variante I883M con un aumento en la produccion de
EMPs, tanto en condiciones basales como en respuesta a factores aterogénicos;
por ello, es necesario aumentar la muestra y confirmar los datos obtenidos.

Este es el primer estudio que evalla la participacion de dos variantes
de ABCAl en la produccion de EMPsin vitro, en estado basal y bajo dos
estimulos involucrados en la fisiopatologia de la ateroesclerosis. Dado el papel de
ABCA1l en la formacion de MPs y la relevante participacion de éstas en
enfermedades cardiovasculares como la EAC, los resultados de este estudio
constituyen el inicio de una linea de investigacion para analizar la funcion de este
gen y otras variantes genéticas en la produccion de EMPs, asi como el analisis de
otros estimulos aterogénicos y la caracterizacién de estas EMPs.
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7. CONCLUSIONES

La variante R230C de ABCAl se asoci6 a una disminucién en la
produccion de EMPs en sobrenadantes de HUVEC, en condiciones
basales y en respuesta al estimulo de LDL-ox.

La variante 1883M no se asoci6é significativamente a la produccion de
EMPs en HUVEC en estado basal y bajo ninguno de los estimulos
analizados; sin embargo, es necesario aumentar el tamafio de la
muestra para corroborar los datos obtenidos.

La produccion total de EMPs aumentd significativamente en

sobrenadantes de HUVEC estimuladas con LDL-ox respecto al basal e
independientemente del genotipo de las variantes de ABCAL.

8. PERSPECTIVAS

Este es el primer trabajo que describe la asociacion de una variante de
ABCA1l a la produccibn de EMPs en presencia de dos estimulos
involucrados en la fisiopatologia de la aterosclerosis. Es importante estudiar
el efecto de ésta y otras variantes en el gen ABCAL sobre la produccion de
EMPs, empleando otros estimulos proaterogénicos, como las fuerzas de
rozamiento y TNF-a.

Debido a que no logramos detectar una sefial positiva en las EMPs
marcadas con anticuerpos especificos de endotelio, es necesario realizar
mMAas ensayos para estandarizar la deteccion de estos marcadores de
origen endotelial en las EMPs.
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