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1. Resumen

La preeclampsia es un sindrome especifico del embarazo humano y uno de las principales
causas de morbi-mortalidad materna y fetal. Sin embargo su etiologia no es muy clara y
aunqgue se han propuesto diversas teorias, su origen aun se desconoce, se caracteriza
principalmente por el desarrollo de hipertensidn sanguinea (2140/90 mmHg) y proteinuria
en orina (mayor a los 300 mg/dia) diagnosticados después de las 20 semanas de gestacion.
En México se ha reportado una incidencia del 8 al 12%. Las posibles terapias para la
prevencion de la enfermedad que han sido exploradas muestran resultados
controversiales, sin embargo, recientemente, los efectos de la suplementacién con L-
arginina en la prevencion de preeclampsia en mujeres de alto riesgo han dado resultados
prometedores. El objetivo de este trabajo fue determinar el perfil de expresion de genes
relacionados con la respuesta antioxidante en un modelo de disfuncién endotelial in vitro
relacionado con preeclampsia y suplementado con L-arginina. Material y Método. Los
cordones umbilicales fueron provenientes de mujeres clinicamente sanas, con resolucién
de su embarazo en el Instituto Nacional de Perinatologia, ademas de la previa firma de la
carta de consentimiento informado. Se realizaron cultivos primarios de células HUVEC,
ademas de la obtencidn y activacién de neutréfilos provenientes de la sangre periférica de
una mujer donante no embarazada, sana y sin procesos inflamatorios aparentes. Posterior
al estimulo con los neutrdéfilos activados, se procedid al andlisis de las muestras mediante
microarreglos de expresion pRT-PCR (RT2 Profiler PCR Array Human Oxidative Stress and
Antioxidant Defense, Sabiosciences QIAGEN, PAHS-065) mismo que analiza la expresién de
84 genes. Las diferencias en expresién fueron calculadas utilizando el software comercial
RT2 Profiler PCR Array Data Analysis Template v3.0 el cual se basa en el método de AACt.
Resultados. Cerca de un 99% de células fueron identificadas como endoteliales en los
cultivos, mediante tincién con un anticuerpo Von-Willerbrand. De los 84 genes analizados,
15 se vieron significativamente sub-expresados una vez sometidos al estimulo con los
neutrdfilos activados. Curiosamente, 14 de estos 15 genes se vieron sobre-expresados en
los cultivos una vez que fueron suplementados con L-arginina. De estos, los que presentan
una expresion diferencial mas significativa son GCLC, PRDX3, DHCR24, GSR y TXNDR2.
Conclusiones. La suplementacion con L-arginina en nuestros modelos de disfuncion
endotelial, promueve la sobre-expresion de importantes genes relacionados con la
respuesta antioxidante, brinddndonos una idea de los posibles mecanismos o vias de
accion de este aminoacido en el tratamiento de esta patologia.



Aarén Galindo Vega

2. Introduccion

2.1. Preeclampsia

Los trastornos hipertensivos durante la gestacidén son la primera complicacion médica en
muchos paises del mundo, debido a los efectos adversos de la presidn arterial alta que van
desde leves a graves, siendo una de las principales causas de morbi-mortalidad materna,
fetal y neonatal. De acuerdo a la severidad con que se presente puede llegar a causar
dano a los rifiones y otros érganos de la madre, bajo peso al nacer parto prematuro y
muerte fetal. En los casos mds graves, la madre desarrolla preeclampsia, que pone en
peligro la vida de ambos (Wu et al., 2004). En México segun el reporte de la Direccién
General de Epidemiologia de la semana epidemioldgica 52 del 2015 el porcentaje de
muertes maternas relacionada a problemas hipertensivos, proteinuria y edema en el
embarazo, parto y puerperio, asciende al 20.6%. (Boletin 52-2015 subsecretaria de
prevencion y promocion de la salud Direccion General de Epidemiologia).

Dentro de las enfermedades hipertensivas asociadas al embarazo, la mas severa es la
preeclampsia, sindrome especifico del embarazo humano y una de las principales causas
de morbi-mortalidad materna y fetal. Se estima que afecta entre el 2 y el 8% de los
embarazos alrededor del mundo (Duley, 2009) principalmente en paises en vias de
desarrollo. En México se ha reportado que ocurre con una frecuencia del 8 al 12 %
(Anttila et al., 1995) y especificamente en el Instituto Nacional de Perinatologia “Isidro
Espinosa de los Reyes” la incidencia reportada durante los afios 2008, 2009 y 2010 fue de
5.8 % (Perinatologia, 2008).

Su etiologia no es muy clara y aunque se han propuesto diversas teorias (Figura 1), su
origen aun se desconoce (Townsend, 2007), se caracteriza principalmente por el
desarrollo de hipertension sanguinea (140/90 mmHg) y proteinuria en orina (mayor a 300
mg/dia) diagnosticados después de las 20 semanas de gestacion, etapa en la que aparecen
los sintomas clinicos de la enfermedad (Brennan et al., 2014).
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Figura 1. Modelo acerca de las diferentes teorias en cuanto a la etiologia de Ia
preeclampsia, ademas de mostrar los diferentes drganos involucrados en dicha
patologia. Modificado de (Karumanchi and Epstein, 2007).

2.2. Patogénesis de la preeclampsia

A pesar de los avances y esfuerzos para comprender su etiopatogénesis, la fisiopatologia
qgue dispara la enfermedad aun se desconoce. El diagnédstico clinico se basa
primordialmente en la deteccién de inicio de hipertensién con una presidn sistdlica >140
mmHg o presién diastélica >90 mmHg medido en 2 ocasiones en un periodo de 4 horas y
proteinuria >0.3 g en orina de 24 horas. Sin embargo, en ausencia de proteinuria
significativa, la hipertensidon en presencia de cualquier sintoma de dafio a érganos como
falla de la funcidon hepatica, trombocitopenia, insuficiencia renal, edema pulmonar o
trastornos cerebrales, es suficiente para hacer el diagndstico de preeclampsia (Sibai,
2003).

Las manifestaciones clinicas pueden aparecer antes o durante el embarazo o incluso
posterior al parto. Sin embargo, se sabe que existe un problema vascular especifico del
embarazo donde los factores anti-angiogénicos, la inflamacidén sistematica y el estrés
oxidante tienen una importante participacién sin llegar a ser los principales eventos para
su desarrollo.
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Diferentes autores han sugerido que la preeclampsia surge en dos etapas distintas (Hayes
and Strange, 1995). La primera etapa involucra una deficiente invasidon trofobldstica
durante la placentacién. En circunstancias normales las células del sincitiotrofoblasto
invaden el endotelio para remodelar la pared vascular induciendo vasodilatacién (Figura
2), de esta manera aseguran del aporte nutricio que la irrigacidon sanguinea aporta a la
placenta por las arterias espirales; sin embargo, en pacientes con preeclampsia, esté
evento no se presenta de forma adecuada (Hayes and Pulford, 1995), dando como
resultado una vasoconstriccion que dificulta la capacidad de transportar la sangre hacia la
placenta, y generando asi un estado de isquemia y con ello el deficiente aporte de
nutrientes al feto, necesario para su crecimiento fetal (Griffith, 1999). La segunda etapa
inicia a partir de la semana 20 de gestacién, etapa en la que se detectan las caracteristicas
clinicas de la preeclampsia, en donde se ha descrito que existe una infiltracion de
leucocitos al endotelio vascular, provocando el dafio endotelial documentado durante
esta etapa (Griffith and Mulcahy, 1999).

A

Figura 2. Esquema de la invasion de las células endoteliales por parte del
citotrofoblasto en embarazo normal (A) y en uno complicado con preeclampsia (B).
Tomado de (Lam et al., 2005).
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La disfuncién endotelial es caracterizada por una respuesta vasodilatadora anormal a
estimulos especificos como la acetilcolina dando como resultado la disminucién en los
niveles de éxido nitrico, aumento de especies reactivas de oxigeno, peroxidacion de
lipidos, incremento en citocinas pro-inflamatorias y proteina C reactiva, un aumento en la
expresion de moléculas de adhesion y una baja producciéon del factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) y de la caderina vascular endotelial (E-Caderina). Dicho
fendmeno que se observa en las mujeres con preeclampsia se ha atribuido clasicamente a
factores presentes en el plasma (Griffith, 1999, Lu, 2009). Se postula que el dafio
endotelial, es el responsable de la aparicion de los sintomas clinicos como hipertensién,
caracterizada por vasoconstriccidon periférica y disminucién de la conformacidn arterial
(Laresgoiti-Servitje et al., 2010) y proteinuria (Redman and Sargent, 2010). Tanto la
hipertension como la proteinuria, involucran al endotelio como el blanco de la
enfermedad.

El riesgo mayor de una mujer diagnosticada con preeclampsia es que dicho diagndstico
evolucione a eclampsia y con ello se presenten incidentes cerebrovasculares, asi como
dafio a érganos vitales por mal funcionamiento del higado y del rifidn, fallas en el sistema
de coagulaciéon, sindrome de hemodlisis, elevacion de enzimas de funcidon hepdtica en
periferia y disminucién en el numero de plaquetas (sindrome de HELLP), sindrome de
dificultad respiratoria durante el embarazo, entre otras. Estas manifestaciones estan
asociadas con el alto indice de mortalidad y morbilidad (Smith et al., 2001, Bellamy et al.,
2007, Christopher Cutler and Scott-Dupree, 2014). Después de un embarazo
preeclamptico, se estima que alrededor del 20% de esas mujeres desarrollardn alguna
enfermedad cardiovascular dentro de los primeros 7 afios posteriores al diagndstico
(Nisell et al., 1995).

2.3. Participacién del sistema inmune en el desarrollo de la

preeclampsia

Se han propuesto diversas hipdtesis para tratar de explicar la invasidon trofoblastica
anormal temprana en el embarazo asociada con dicha patologia, la mayoria de ellas
sugiere que la falla en la fase de invasion trofobldstica puede estar afectada debido a una
respuesta inmune materna alterada o un desarrollo defectuoso de la tolerancia materna
al feto semialogénico, ya que en un embarazo fisiolégico (el cual se da en condiciones
normales) es esencial que él sistema inmune materno tolere el feto y al mismo tiempo,
proteja a la madre contra infecciones (Redman and Sargent, 2010).

Este comportamiento aparentemente contradictorio del sistema inmune ha sido
estudiado por diversos autores. Se sabe que durante el embarazo fisioldgico, el nivel de
los biomarcadores de inflamacidn sistémica se encuentran incrementados en comparacion
con los de mujeres no embarazadas, por lo que tal incremento es muy evidente en los
embarazos complicados con preeclampsia (Calleja-Agius et al.,, 2012). Existe evidencia

10
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epidemiolodgica que refuerza la idea del importante papel que juega el sistema
inmunoldgico materno en la patogénesis de la enfermedad(Perez-Sepulveda et al., 2014).

Se ha descrito que durante la preeclampsia existe una activacion excesiva de neutroéfilos y
monocitos en los pacientes que padecen la enfermedad (los de circulacién periférica y los
que infiltran la decidua) (Laresgoiti-Servitje, 2013), y que estos monocitos activos secretan
cantidades elevadas de citocinas pro-inflamatorias tales como Interleucina 1-beta (IL-1b),
Interleucina-6 (IL-6) e Interleucina-8 (IL-8) (Weiss et al., 2009). Otro grupo de células
involucradas son los linfocitos-T CD4* y CD8* que junto con las células “natural killer” (NK)
y las células dendriticas (DCs) se ha documentado responden de manera diferente en las
mujeres con diagndstico de esta complicacion comparado con las que cursan embarazos
fisiolégicos, tendiendo una respuesta pro-inflamatoria, (Laresgoiti-Servitje et al., 2010).

2.4. Participacion de los neutroéfilos en la preeclampsia

Otro tipo de células sanguineas que recientemente han sido relacionadas con la
patogénesis de la preeclampsia y que se les ha puesto poca atencién son los neutréfilos.
Estas son células polimorfonucleares (PMNs) el tipo de leucocitos celulares mas
abundante en la circulacién periférica. Se caracterizan por presentar una estructura
nuclear lobulada Unica y el citoplasma altamente granulado. Los PMNs tienen una gran
importancia para combatir las infecciones ya sea por fagocitosis o por la liberacién de
granulos antibacteriales (Nathan, 2006).

En las mujeres que padecen preeclampsia, los neutréfilos han sido asociados con la
disfuncién vascular debido a la presencia de estas células activadas tanto en sangre de
circulacioén periférica como en la decidua materna (Greer et al., 1989, Greer et al., 1991).
La adherencia que generan, asi como la liberacion de elastasa, postulan a estas células
como principales inductores del dafio vascular (Butterworth et al., 1991). El incremento en
la expresién de Interleucina-8 (IL-8) y de moléculas de adhesidn intracelular-1 (ICAM-1) en
los vasos sanguineos de las mujeres preeclampticas contribuye con la infiltracidon de los
neutrofilos en la vasculatura sistémica materna (Cadden and Walsh, 2008), este aumento
puede ser debido a la activacién de los neutréfilos como resultado de la exposicidon a
condiciones hipdxicas e inflamatorias (Barden et al., 2001).

Posteriormente, la adhesidon de neutrdfilos a las células endoteliales estd ligado con la
elevacién de la expresion de moléculas de diferenciacion celular-11b (CD11b), a su vez
puede ser originada por la sobreproducciéon de superdxidos (compuestos binarios que
contienen el grupo o anion superoéxido) y peroxidos de hidréogeno (Tsukimori et al., 2008).
Por otro lado, los oxidantes generados por la NADPH (la nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato reducido) oxidasa de los neutréfilos activados puede reaccionar con
diferentes blancos para formar metabolitos tdxicos que son productos de la peroxidacion
lipidica, tal como el 4-Hidroxinonenal, el cual contribuye a la muerte microbiana y al dafio
inducido por los neutréfilos (Quinn et al., 1995).
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La peroxidacion lipidica se eleva antes y después del parto en las mujeres con
preeclampsia, sugiriendo que esas pacientes se encuentran bajo estrés oxidante
persistente lo que contribuye a la respuesta inflamatoria (Barden et al., 2001). Los
neutrdfilos también pueden ser acarreadores de estrés oxidante desde la placenta hasta
el entorno vascular materno (Leik and Walsh, 2004). Las microparticulas
sincitiotrofoblasticas placentarias, tal como las STBMs, pueden actuar como agentes
inflamatorios, como en la preeclampsia, la liberacion de STBMs puede activar a los
neutréfilos y promover la formacién de las trampas extracelulares de los neutroéfilos
(NETs) (Gupta et al., 2005). Las NETs son estructuras extracelulares compuestas de
cromatina y proteinas granulares liberadas durante el proceso de muerte, que se produce
tras la estimulacion de los neutréfilos. En este proceso, la eucromatina y la
heterocromatina se encuentran homogenizadas, las membranas nuclear y granular se
desintegran, y todos esos componentes se combinan para crear la NET. La NET es liberada
cuando la membrana celular se rompe; esta entonces se une a los microorganismos y los
elimina (Fuchs et al., 2007).

Ademas del estrés oxidativo inducido por la inflamacién y disfuncién endotelial, las
pacientes también presentan aumento en los niveles de la mieloperoxidasa (MPO). Esta
enzima es producida por los monocitos y neutréfilos activados y puede contribuir con el
dafio oxidativo y placentario y la disfuncion de las células endoteliales reportada en estas
pacientes (Gandley et al., 2008).

2.5. Funcién/Disfuncién endotelial en preeclampsia

El lumen de todos los vasos sanguineos saludables estd delimitado por el endotelio
vascular, una monocapa de células que constituyen la interfase entre oxigeno, nutrientes,
células circulantes y una variedad de factores llevados dentro del torrente circulatorio y
todos los tejidos y organos del cuerpo. Como tal, el endotelio es el primer érgano que
gueda expuesto a la afectacion por factores exdgenos y a la funcién de las células
endoteliales alteradas o activacion de las células endoteliales, todo esto es reconocido
como el evento inicial de muchas enfermedades cardiovasculares (Forstermann and
Munzel, 2006).

El endotelio vascular es una barrera fisica y metabdlica capaz de regular el transporte
capilar, controlar el contenido de lipidos del plasma, el tono vascular, la defensa del
huésped, la inflamacidn y participar en procesos de homeostasis (Ha et al., 2016).

Una interaccion entre las células endoteliales y las células del musculo liso es fundamental
para la regulacion del tono vascular (Luscher, 1990).

El endotelio detecta los cambios en la circulacion y regula el tono vascular de una manera
paracrina. Este tejido libera potentes vasodilatadores tal como el 6éxido nitrico,
prostaciclinas, y el factor hiperpolarizante derivado del endetelio (Luscher, 1990).
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Se conoce que el curso de un embarazo fisioldgico incluye variaciones hemodinamicas,
tales como la frecuencia y el gasto cardiaco, en el cual la placenta permite el intercambio
de nutrientes y desechos entre la madre y el feto (Myatt, 2010). Esta interfase materno-
fetal se desarrolla durante el primer trimestre de gestacién, a partir de la etapa de
invasién trofobldstica hacia la decidua materna. Durante esta fase, las arterias espirales de
la decidua sufren un proceso de remodelacién en donde estas evolucionan de vasos de
baja capacidad y alta resistencia en vasos de alta capacidad y baja resistencia. La
remodelacién de las arterias espirales es necesaria para el acceso del suplemento de
sangre materna (Lyall et al., 2013).

Sin embargo, durante la preeclampsia existen una serie de anormalidades que inician
desde el periodo de invasion del trofoblasto fetal hacia las arterias uterinas, provocando
una remodelacién reducida de las arterias espirales maternas y con ello la disminucion en
el flujo sanguineo de la placenta y un pobre desarrollo placentario causado por la invasion
trofoblastica superficial (Verlohren et al., 2010) mismo que se asocia con el
establecimiento de la preeclampsia y como consecuencia la presencia de disfuncion
endotelio-vascular generalizada (Saito and Nakashima, 2014). La perfusidon placentaria
reducida vista bajo estas circunstancias genera cambios en el ambiente placentario en
donde las especies reactivas de oxigeno (ERO) y la activacidn de las células endoteliales a
través de diferentes mecanismos, resultan también en disfuncion endotelial. Asi mismo,
se genera un flujo sanguineo intermitente, resultando en periodos de
isquemia/reperfusién, creando un ambiente hipdxico lo que favorece el estrés oxidativo
con el consecuente dafio oxidativo e inflamacidon (Myatt and Webster, 2009).

La disfuncidon endotelial se caracteriza por una respuesta vasoconstrictora anormal a
estimulos especificos como son a la acetilcolina y la disminucién de la disponibilidad de
oxido nitrico (NO), el aumento de especies reactivas de oxigeno, la peroxidacién de
lipidos, las citocinas pro-inflamatorias y proteina C reactiva, ademas de un significativo
incremento en la expresion de moléculas de adhesidon y decremento del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) y de la cadherina vascular endotelial (caderina-VE).
Con base en lo anterior se postula que la disfuncion endotelial que se observa en las
mujeres con preeclampsia es responsabilidad de algunos factores presentes en el plasma
(Anderson et al., 2012, Kuc et al., 2011).

Uno de los mecanismos de la disfuncion endotelial involucra la liberacidon del factor
soluble de la tirosina cinasa-1, (sFlt-1) una proteina anti-angiogénica y un inhibidor
enddgeno del VEGF (Figura 3), que trabaja en el mejoramiento de este fendmeno ya
establecido debido al estrés oxidante, y al dafio por las ERO (Murphy et al., 2013). VEGF es
clave en el proceso de crecimiento de nuevos vasos sanguineos y en el mantenimiento y
salud de las células endoteliales. Se ha descrito que los niveles de sFlt-1 se encuentran
incrementados en la preeclampsia. Los altos niveles del inhibidor de VEGF, ocasiona una
disrupcion sobre VEGF debido a que se une al receptor Flt-1 de las células endoteliales, el
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cual se encuentra sobre las membranas. sFlt-1 es una forma truncada del receptor Flt-1.
Cuando se libera sFlt-1 este antagoniza a VEGF y al factor de crecimiento placentario
(PIGF), promoviendo asi la disfuncidon endotelial. Hay estudios en los que se ha visto que
tanto PIGF como VEGF estan suprimidos en la preeclampsia debido a sFlt-1 (Murphy et al.,
2013).

Figura 3. Modelo de inhibicidon de VEGF por sFlt-1, provocando una disfuncién
endotelial generalizada, modificada de (Karumanchi and Epstein, 2007)

2.6. Estrés oxidativo

Durante el periodo de gestacién se da la produccién de estrés oxidante, el cual es
necesario para el crecimiento embrionario y fetal (Dennery, 2010). Sin embargo se le ha
implicado también en la fisiopatologia de muchas complicaciones reproductivas,
incluyendo la infertilidad, aborto involuntario, la preeclampsia, restriccion del crecimiento
fetal y parto pretérmino (Webster et al., 2008).

El aumento en las concentraciones de en el organismo debidas al desbalance entre la
formacién de las sustancias oxidativas y los antioxidantes puede llegar a causar dafio
estructural y funcional al DNA celular, proteinas y membranas celulares (Tjoa et al., 2006,
Valko et al., 2007).

En este contexto los antioxidantes protegen a las células de las reacciones de
peroxidacién, limitando el dafio celular y ayudando a mantener la integridad de Ia
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membrana celular. Se han documentado evidencias de que la suplementacion con
antioxidantes (en su mayoria las vitaminas C y E) proveen proteccion celular contra el
estrés oxidativo o revierten algunos procesos de enfermedad, abriendo asi un gran
potencial para el uso de terapias antioxidantes que ayuden a mejorar o prevenir
enfermedades.

2.7. Especies reactivas del oxigeno durante la gestacion

Las ERO son generadas durante los procesos cruciales del consumo de oxigeno (O2) (Fujii
et al., 2005). Estos consisten de intermediarios de radicales libres y no libres, siendo los
primeros los mas reactivos. Esta reactividad surge debido a que presentan uno o mas
electrones desapareados en el Ultimo nivel electrénico del dtomo. Aunado a esto, los
procesos biolégicos que son dependientes de O, y N2 han ido ganando una mayor
importancia, esto debido a que sus productos finales en general son encontrados en
estados de alta demanda metabdlica, tales como procesos patoldgicos o interacciones
ambientales externas (Burton and Jauniaux, 2011).

Las ERO, como el NO, el anidon superdxido (02), el peréxido de hidrégeno (H20z), el radical
hidroxilo (-OH), y los peroxinitritos (ONOQO"), son moléculas que regulan muchas funciones
fisiolégicas en los humanos (Kalyanaraman, 2013). La sefializacién de las ERO estd
directamente controlada por las defensas antioxidantes del hospedero que inhiben las
acciones de dichas especies. Durante el proceso de gestacion fisioldgica, se sabe que
incrementa la generacién de ERO, ya que es necesaria para su adecuada fisiologia (Yang et
al., 2012). Sin embargo una historia completamente diferente ocurre cuando el balance
entre nuestras defensas antioxidantes y las especies pro-oxidantes se rompe, tal y como
sucede en la preeclampsia.

El proceso en el cual las especies pro-oxidantes como las ERO se encuentran mucho mas
elevadas que las defensas antioxidantes, es conocido como estrés oxidativo
(Kalyanaraman, 2013). Ademas, el estrés nitrosativo también ha sido documentado en la
preeclampsia, esté se debe a la modificacidn covalente y a la nitrosilacion de las proteinas
y el DNA por peroxinitritos. Este suceso se da en la placenta preeclamptica por la
liberacion de ERO, tal como el superdéxido, el cual interactua con el éxido nitrico (NO) para
formar peroxinitritos (Myatt, 2010).

El estrés oxidativo se ha propuesto como uno de los factores humorales clave generados
por la defectuosa perfusién placentaria (Roberts and Hubel, 1999). Ya que puede inducir la
adhesién de leucocitos y plaguetas al endotelio asi como la liberacién de diferentes
citocinas y factores anti-angiogénicos. La adhesion de células sanguineas y endoteliales es
critico en el proceso inflamatorio involucrado en la patogénesis de la preeclampsia. Como
consecuencia de la inflamacién, una vasoconstriccién generalizada y el incremento de la
resistencia en la circulacion placentaria pueden ser causadas por la reduccién del flujo
sanguineo Utero-placentario seguido por disfuncion placentaria (Harrington et al., 1997).
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2.8. Especies reactivas del nitrégeno

Las especies reactivas del nitrégeno (ERN) incluyen al dxido nitrico (NO) y al diéxido
nitrico, ademads de las especies no reactivas tal como los peroxinitritos (ONOO’), y
nitrosaminas (Rosselli et al., 1998). En los mamiferos, las ERN se derivan principalmente
del NO, el cual se forma a partir de O, y L-arginina y su reaccidn con el anién superoéxido,
lo cual forma peroxinitritos (Burton and Jauniaux, 2011). Los peroxinitritos tienen la
capacidad de inducir peroxidacion lipidica y nitrosilacion de abundantes moléculas de
tirosina, las cuales, normalmente cumplen la funcién como mediadores en la funcién
enzimatica y la transduccién de sefnales (Rosselli et al., 1998).

EI NO, es un radical libre con propiedades vasodilatadoras ademas de ser una importante
molécula de sefalizacion celular involucrada en muchos procesos tanto fisiolégicos como
patoldgicos. A pesar de que los efectos vasodilatadores del NO pueden ser terapéuticos, la
produccién excesiva de ERN podrian afectar la estructura y funcién de las proteinas, lo
cual, podria originar cambios en la actividad de catalisis enzimatica, alterar la organizacién
del citoesqueleto, ademas de comprometer la transduccién de sefiales (Fujii et al., 2005,
Chandra et al., 2009). En ausencia de L-arginina (Rosselli et al., 1998) y en un ambiente
donde persiste un estado antioxidante deficiente (Visioli and Hagen, 2011), la produccion
de anién superdxido se ve incrementada. Este aumento en los niveles de aniéon SO
promueve la reaccidén entre este mismo y el NO para asi generar peroxinitritos, mismos
gue exacerban la citotoxicidad. En la literatura se ha reportado que, la biodisponibilidad
comprometida de NO es una factor clave que lleva a la interrupcién de la funcion vascular,
lo cual ha sido relacionado con estados infértiles (Visioli and Hagen, 2011). Esto significa
que, la supervivencia celular es intimamente dependiente de los niveles fisioldgicos de NO
(Agarwal et al., 2005).

Dentro de la célula, las funciones del NO son dependientes de sus niveles, el estado redox
de la célula, y la cantidad de metales, proteinas y tioles, entre otros factores. Ya que los
efectos del NO son dependientes de su concentracién, el Monofosfato de Guanosina
ciclico (cGMP) se piensa que media la transduccién de sefiales asociada con el NO como
un segundo mensajero a bajas concentraciones de NO (<1uM) (Rosselli et al., 1998,
Hanafy et al., 2001).

2.9. Las Oxido Nitrico Sintetasas (NOS)

El sistema de enzimas de las éxido nitrico sintetasas (NOS) catalizan la formacion de NO a
partir de O y L-arginina utilizando NADPH como donador de electrones (Ignarro, 2002) y
estas comprenden las siguientes isoformas: oxido nitrico sintetasa neuronal (nNOS o NOS
[), 6xido nitrico sintetasa inducible (iNOS o NOS Il), y la 6xido nitrico sintetasa endotelial
(eNOS o NOS Ill). Por lo general el NO producido por eNOS y nNOS parece que regula las
funciones fisioldgicas, mientras que la produccion de NO por iNOS es mas activa en
situaciones fisiopatoldgicas. La isoforma nNOS funciona como un neurotransmisor e iNOS
es expresada principalmente por macroéfagos después de ser estimulados por citocinas. La
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actividad de eNOS se ve aumentada en respuesta a un incremento de la hormona
luteinizante y la gonadotropina coridnica humana (hCG) (Fuijii et al., 2005).

La modulacion de la actividad de eNOS por el aumento de la concentracidn intracelular de
calcio ([Ca%*]i), el cual puede aparecer de forma aguda en respuesta a agonistas,
incluyendo el estradiol (Goetz et al., 1999) y el factor de crecimiento endotelio vascular
(VEGF) (Papapetropoulos et al., 1997). Sin embargo la continua entrada de Ca®* a través
de la membrana plasmatica se traduce en mayores [Ca?*];, esto se conoce como entrada
capacitiva de calcio (ECC), y esta es esencial para mantener la actividad de eNOS (Lin et al.,
2000) vy regular el tono vascular. En condiciones normales a largo plazo tal como un
embarazo saludable, la vasodilatacién es particularmente importante en las vasos
sanguineos uterinos (Sladek et al., 1997, Bird et al., 2003).

3. Antecedentes

3.1. El estrés oxidativo y preeclampsia

En la preeclampsia, la evidencia de estrés oxidativo se puede observar tanto en el torrente
de circulacion materna como en la placenta. Las placentas de mujeres con preeclampsia
tienen una capacidad antioxidante reducida en comparacién con las de embarazos
fisiolégicos. Ademas, las concentraciones de antioxidantes en la sangre de mujeres con
preeclampsia se ha demostrado que son reducidos, asi como las modificaciones oxidativas
de proteinas y lipoproteinas (Hubel, 1999, Raijmakers et al., 2004).

El trofoblasto placentario y las células endoteliales constituyen una barrera placentaria, la
cual separa eficazmente la circulacion materna y fetal. El estrés oxidante es capaz de
actuar en contra de esta barrera dafidndola y por consecuencia existe una liberacién de
factores derivados de la placenta y el feto dentro del torrente circulatorio materno. En la
segunda fase de la enfermedad la filtracién de residuos placentarios puede ocasionar
dafio al endotelio materno, estrés oxidante elevado, e inflamacion sistémica. Una causa
adicional a la inflamacién y dafio vascular es la liberacién de microparticulas de la
placenta, inducida por anormalidades placentarias e isquemia Utero-placentaria. El
contenido de esas microparticulas, tal como lo es la hemoglobina libre (Hb) y miRNA
pueden ademas agravar el estrés oxidante sistémico (Tannetta et al., 2013, Crongvist et
al., 2014, Rudov et al., 2014).

3.2. Mecanismos de defensa antioxidante

Los antioxidantes son moléculas que detoxifica los excesos de ERO, lo cual ayuda al
mantenimiento del delicado balance del cuerpo entre oxidante/antioxidante. Para esto
existen dos tipos: los enzimaticos y no enzimaticos (Agarwal et al., 2012).

17



Aarén Galindo Vega

Antioxidantes enzimaticos

Estos poseen un centro metalico, que les provee la capacidad de tomar diferentes
valencias, ya que estos transfieren electrones para balancear moléculas en los procesos de
destoxificacién. Estos neutralizan el exceso de ERO y previenen el dafio a las estructuras
celulares. Las enzimas antioxidantes enddgenas incluyen a la superdxido dismutasa (SOD),
la catalasa, la glutation peroxidasa (GPx) y la glutatién oxidasa. La dismutacién del anién
SO a H0; por la SOD es fundamental para las reacciones anti-oxidativas. La enzima SOD
se le puede encontrar como 3 isoenzimas (Fujii et al., 2005): SOD 1, SOD 2 y SOD 3.S0OD 1
contiene Cu y Zinc (Zn) como cofactores metalicos y estd localizada en el citoplasma. SOD
2 es una isoforma mitocondrial que contiene manganeso (Mn), y SOD 3 codifica para una
forma extracelular. SOD 3 es similar estructuralmente a SOD 1, ya que al igual que esta
contiene Cu y Zn como cofactores metalicos (Agarwal et al., 2012).

Dentro de la familia de enzimas glutatidon (GSH) se encuentran GST y GSH reductasa. GPx
utiliza la forma reducida de GSH como un donador de H* para degradar perodxidos. La
disminucion de GSH se ve traducido en dafio a DNA y en el incremento de las
concentraciones de H;0;; es por esto que, GSH resulta ser un antioxidante esencial.
Durante la reduccion de H.0; a H,O y O,, GSH es oxidado a GSSG por la GPx (Perkins,
2006).

Existen cinco isoformas de GPx en el organismo: GPx1, GPx2, GPx3, GPx4 (Fujii et al., 2005)
y GPx5 (Perkins, 2006). GPx1 es una isoforma citoplasmatica que se encuentra
ampliamente distribuida en los tejidos, mientras que GPx2 es una forma gastrointestinal
sin funciones especificas; GPx 3 estd presente en el plasma. GPx4 detoxifica
especificamente hidroperdxidos de fosfolipidos dentro de las membranas biolégicas. GPx5
se le encuentra en el epididimo (Perkins, 2006). El glutation es el principal buffer tiol en las
células, y es formado en el citoplasma a partir de cisteina, glutamato y glicina. Sus niveles
son regulados mediante su formacién de novo, misma que es catalizada por las enzimas y-
glutamilcisteina sintetasa y glutation sintetasa (Ruder et al., 2009). En las células, GSH
tiene multiples funciones, desde el mantenimiento de la célula en un estado reducido
hasta la formacion de conjugados con algunos compuestos enddgenos y
xenobiodticos(Agarwal et al., 2012).

Antioxidantes no enzimaticos

Estos consisten de suplementos dietéticos y sintéticos tales como la vitamina C, GSH,
taurina, hipotaurina, vitamina E, Zn, selenio (Se), beta-carotenos, y carotenos.

La vitamina C (acido ascorbico) es un conocido catalizador redox el cual reduce vy
neutraliza las ERO. Su forma reducida es mantenida mediante reacciones con el GSH vy
puede ser catalizada por proteinas disulfuro isomerasas y glutarredoxinas. El glutation es
un péptido encontrado en la mayoria de las formas de vida aerébica ya que se sintetiza en
el citosol a partir de cisteina, glutamato y glicina; por otro lado es el mayormente
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encontrado en ovocitos y embriones. Sus propiedades antioxidantes provienen del grupo
tiol en su componente de cisteina, el cual es un agente reductor que le permite ser
oxidado reversiblemente y reducido nuevamente a su forma estable (Behrman et al.,,
2001).

Las concentraciones de muchos aminoacidos incluyendo Ila taurina, fluctdan
considerablemente durante la foliculogénesis. Taurina e hipotaurina son moléculas que
ayudan al mantenimiento de la homeostasis redox en los gametos. Ambas neutralizan los
productos de la lipoperoxidacion lipidica, la hipotaurina ademds neutraliza los radicales
hidroxilo (Orsi et al., 2005).

De manera similar al GSH, el sistema de Thiorredoxinas (Trx) regula las funciones génicas y
coordina diversas actividades enzimaticas. Esté detoxifica H.O; y lo convierte a su estado
reducido mediante la Trx reductasa (Borchert et al., 2003).

La vitamina E (a-tocoferol) es una vitamina soluble en lipidos con propiedades
antioxidantes. Esta consiste de ocho tocoferoles y tocotrienoles. Aunado a esto, es de
suma importancia en las actividades antioxidantes debido a que reacciona con los
radicales lipidicos producidos durante la peroxidacién lipidica (Behrman et al., 2001). Esta
reaccion

Mds recientemente, un interés creciente se ha ido enfocando en los compuestos
antioxidantes naturales presentes en las plantas, animales, e incluso en los
microorganismos (Chen et al., 2012, Yu et al., 2016). Como un aminoacido semi-esencial,
la L-arginina se encuentra facilmente disponible en una variedad de alimentos y tiene
diferentes funciones en los organismos vivos asi como en diversas enfermedades
(Chaturvedi et al., 2012, Popolo et al., 2014). Puesto que la L-arginina es utilizada como un
precursor biosintético de oxido nitrico (NO) en los mamiferos, este ha sido
extensivamente estudiado y usado para desarrollar una variedad de compuestos
bioactivos. Aunque la suplementacidon crénica de L-arginina exdgena se piensa puede
afectar la produccién de NO, esto es conocido como “la paradoja de la arginina”, la
suplementacién aguda de L-arginina mejora la produccion de NO y es recomendada bajo
circunstancias especiales (Dioguardi, 2011).

3.3. L-Arginina

La L-arginina es un aminoacido semi-esencial precursor del NO por medio de la enzima
oxido nitrico sintetasa (NOS) (Neems and Christopher, 2016). Algunos autores han
propuesto que en el embarazo existe una deficiencia relativa de L-arginina debido al
aumento de la sintesis de NO (Xu et al.,, 2015). En pacientes que presentan patologias
como preeclampsia, hipertension gestacional y restriccidon del crecimiento intrauterino, se
sabe que presentan niveles disminuidos de L-arginina y NO, se cree que este déficit de L-
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arginina y/o NO juegan un papel importante en la fisiopatologia de estas enfermedades
(Alvin et al., 2015).

Es debido a esto que se han realizado estudios utilizando a este aminodcido, resultados
obtenidos con el uso del aminodcido L-Arginina muestran que en la clinica disminuye la
presidn sanguinea ya sea por una secrecion endotelial y/o biodisponibilidad de NO, por lo
gue se ha utilizado como una terapia antioxidante efectiva para mejorar la funcién del
endotelio. Sin embargo, los resultados obtenidos a partir de estudios clinicos en mujeres
con preeclampsia no son del todo contundentes.
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4. JUSTIFICACION

En México, de acuerdo con la Secretaria de Salud, la preeclampsia representa hasta un
34% del total de las muertes maternas, debidas a los efectos adversos de la patologia, es
una de las principales causas de parto prematuro, y si no se trata, puede dar lugar a
complicaciones fatales tanto para la madre como para el feto, generando asi un alto costo
del servicio médico enfocado a este tipo de pacientes. A pesar de conocer algunos
elementos claves de la fisiopatologia, la falla en la invasidn citotrofoblastica endovascular
de las arterias espirales y la disfuncién endotelial, se desconoce lo que da lugar a estos
eventos.

Se han explorado posibles terapias para la prevencion de la enfermedad pero que aun
muestran resultados controversiales, sin embargo, queda claro que existe la necesidad
fundamental de desarrollar e implementar acciones con el propdsito de disminuir la
incidencia y los resultados adversos que conlleva esta patologia. Recientemente, la
suplementacion oral con L-arginina en la prevencion de preeclampsia en mujeres de alto
riesgo han dado resultados prometedores, sin embargo es necesaria mayor aporte
cientifico que soporte dicho uso en la clinica. Es debido a esto que se planted realizar este
estudio, para asi esclarecer las vias y los posibles mecanismos que conllevan la utilizacién
de dicha molécula.
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5. HIPOTESIS

Se han documentado resultados prometedores respecto a la suplementacién con L-
Arginina en mujeres embarazadas que presentan la patologia. Por lo que este aminoacido
protegerd a las células endoteliales contra el dafio oxidativo inducido por la presencia de
neutrdéfilos activos en el modelo in vitro de disfuncién endotelial y podra ser documentado
por niveles de expresion en genes relacionados con la defensa antioxidante humana.
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6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo General
Determinar el perfil de expresion de genes relacionados con la defensa
antioxidante en un modelo de disfuncién endotelial in vitro relacionado con
preeclampsia y suplementado con L-Arginina

6.2. Objetivos Particulares
e Estandarizacion y caracterizacidon del cultivo primario de células endoteliales de

vena de cordén umbilical humano (HUVEC)

e Generar el modelo de disfuncidén endotelial in vitro similar a lo sucedido durante la
preeclampsia mediante la exposicion a neutréfilos activos.

e Analizar los niveles de expresion de genes relacionados con defensa antioxidante
en el modelo de disfuncién endotelial

e Comparar los niveles de expresién de genes antioxidantes en el modelo de
disfuncién endotelial suplementado con L-Arginina.

e Validar los genes con mayor expresion diferencial mediante la determinacién de

las proteinas traducidas por el gen.
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7. Material y Métodos

Representacion gréafica de la metodologia general seguida en este trabajo para cumplir
con los objetivos planteados.
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7.1.1 Criterios de Inclusion

Cordones umbilicales (n=5): provenientes de partos clinicamente sanos, sin infecciones o
procesos inflamatorios aparentes, obesidad, diabetes, hipertension arterial o alguna otra
enfermedad que involucre la funcidén endotelial. Con resolucién del embarazo en el
Instituto Nacional de Perinatologia y previa firma de la carta de consentimiento informado
para que sus muestras sean incluidas en el proyecto.

Neutréfilos: Mujer donante no embarazada, sana, sin infecciones o procesos inflamatorios
aparentes, sin obesidad, diabetes o hipertensién arterial.

7.1.2. Cultivo primario de células HUVEC

Una vez resuelto el embarazo, se obtuvo un fragmento de cordén umbilical de
aproximadamente 15 cm de largo transportandose inmediatamente al laboratorio bajo
condiciones de esterilidad, para realizar el cultivo primario de células HUVEC.

Se cuantifico el porcentaje de viabilidad del paquete celular, mediante el conteo con azul
tripano de las células vivas y muertas.

Se elimind el exceso de sangre del corddn umbilical y se realizé la digestiéon enzimatica del
endotelio venoso con tripsina-EDTA 1X durante 30 minutos a 37°C. El paquete celular
primario obtenido se resuspendié en medio de cultivo EndoGRO-LS (Millipore), el cual es
un medio selectivo para células endoteliales. Las condiciones de cultivo fueron: botellas
de cultivo T25 en 5% de CO; a 37°C con 95% de humedad, hasta alcanzar el 95-98% de
confluencia, y con cambio de medio cada 48 hrs.

Una vez confluente, se expandid el cultivo y se realizd la caracterizacién del cultivo
mediante inmunocitoquimica y citometria de flujo a través de la deteccién del factor VI
anti-Von Willebrand, el cual es un marcador expresado por estas células.
En este primer pase, el cultivo se dividié en dos grupos:
1) Cultivo control: células HUVEC sin suplemento de L-Arginina
2) Cultivo suplementado: células HUVEC con medio de cultivo suplementado con 200
UM/L de L-Arginina. Esta concentraciéon fue elegida porque aunque la
concentraciéon plasmatica de este aminoacido en humanos es de 60-70 uM/L, se ha
reportado que la actividad maxima de la éxido nitrico sintasa inducible (iNOS) se
presenta cuando los niveles de L-Arginina alcanzan el rango de 200 uM/L.

7.1.3. Inmunocitoquimica

Se realizé la caracterizacién del cultivo primario mediante la deteccién inmunocitoquimica
del Factor VIII de la coagulacion (Von Willerbrand), y fueron analizadas por microscopia
confocal (Apéndice 1).
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7.1.4. Citometria de flujo
Un total de 1 X 108 células por mL, se fijaron y se procesaron para su deteccidon por

citometria de flujo (BeckmanCoulter), utilizando un Anti-Factor VIII. Se analizaron un total
de 10, 000 eventos (Apéndice 2).

7.1.5. Obtencién de neutrdfilos a partir de sangre de circulacidn periférica

Se tomd una muestra de 5 mL de sangre periférica en tubos con anticoagulante EDTA e
inmediatamente se separaron los neutréfilos, utilizando el gradiente de densidad
osmotica comercial Polymorphoprep (Axis-Shield), el cual se basa en una barrera osmatica
con densidad de 1.077 g / mL (Figura 5), que contiene metrizoato y un polisacarido
permitiendo la separacion al mismo tiempo de células mononucleares,
polimorfonucleares (PMNs) y eritrocitos.

500 g, for 30 min |~

12 » 12
at 18-22°C —
[—10
Blood -
(undiluted) —8
PBMCs [_
PMNs [~6

Polymorphoprep™

Figura 4. Representacion grafica del proceso de aislamiento de neutrofilos (flecha amarilla),
por gradiente de densidad osmotica (Polymorphoprep); en el cual podemos observar que se
forman dos bandas de células, en la mas préxima a la superficie encontramos a los linfocitos,
en la segunda a los leucocitos polimofonucleares (flecha amarilla), esta misma banda es la que
se toma para extraer los neutrdfilos.
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7.1.6. Activacion de neutrdfilos

1,000 neutrdfilos por cm? (25,000 células para la superficie de cultivo T-25), se activaron
por la adiciéon de dacido araquidénico 50 uM (Sigma Aldrich, cat. A3925), durante 30
minutos a temperatura ambiente. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, los
neutrdéfilos fueron lavados con PBS para eliminar el acido araquiddnico y se emplearon en
el modelo de estrés oxidativo in vitro.

7.1.7. Modelo de disfuncidn endotelial in vitro

A los cultivos con un 95% de confluencia se les incubd durante 24 horas en presencia de
los neutrdfilos activados, en una proporcion 1:16 neutroéfilos/célula.

Al final del periodo de incubacion, se aspird el medio de cultivo, se centrifugd a 3500 rpm
durante 10 minutos a 4°C para eliminar los neutréfilos y restos celulares. Los
sobrenadantes fueron preservados a -70°C hasta su posterior procesamiento.

7.1.8. Extraccidon de RNA total a partir de cultivos primarios de células HUVEC

Una vez que se removid todo el medio de cultivo, las células HUVEC adheridas fueron
lavadas con PBS 1X para eliminar restos de medio de cultivo, suero fetal y neutrdéfilos. Se
purificé el RNA total a partir de estas células con el kit RiboPure de Ambion. Esta
metodologia esta disefiada para la purificacién de RNA de alta calidad en el menor tiempo
puesto que combina el paso de lisis y desnaturalizacion en el reactivo TRl (Ambion) vy el
método de purificacion por columna.

Se basa en la homogenizacion de las células o tejido en el reactivo TRI, el cual es una
solucién monofasica que contiene fenol y tiocianato de guanidina, para lisar las células y al
mismo tiempo inactivar a las nucleasas. La adicién de bromocloropropano (BCP) produce
la separacion del homogenado en fase acuosa y orgdnica. El RNA permanece en la fase
acuosa, mientras que el DNA y las proteinas se encuentran en la interfase y en la fase
organica (Apéndice 4).

7.1.9. Andlisis de la integridad del RNA

Se analizd la concentracion del RNA obtenido mediante la lectura espectrofotémetrica a
260 nm en el Nanodrop (Thermo Scientific) y se analizé la integridad del mismo con el
microchip de Bioanalyzer (Agilent Technologies). Ambos pasos son indispensables para
asegurar el resultado de los microarreglos, ya que un indice de integridad mayor a 7 es
indicador de que el RNA es adecuado para someterse a este tipo de ensayos (Apéndice 5)
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7.2.1. Andlisis de la expresion de genes participantes en la respuesta a estrés oxidativo y
defensa antioxidante.

Se utilizé un arreglo comercial de qRT-PCR (RT2 Profiler PCR Array Human Oxidative Stress
and Antioxidant Defense, Sabiosciences QIAGEN, PAHS-065Z) el cual analiza la expresion
de 84 genes relacionados con la defensa antioxidante. En este se incluyen genes
codificantes para peroxidasas como son las glutatién peroxidasas (GPx), peroxirredoxinas
(TPx). También incluye genes involucrados en el metabolismo de las especies reactivas del
oxigeno (ERO), genes de respuesta a estrés oxidativo e involucrados en el metabolismo del
superoxido como son las super éxido dismutasas (SOD).

7.2.2. Agrupacion funcional de los genes
Antioxidantes:

Glutation peroxidasas (GPx): GPx1, GPx2, GPx3, GPx4, GPx5, GPx6, GPx7, GSTP1, GSTZ1.
Peroxirredoxinas (TPx): PRDX1, PRDX2, PRDX3, PRDX4, PRDX5, PRDX6.

Otras peroxidasas: CAT, CYBB, CYGB, DUOX1, DUOX2, EPX, LPO, MGST3, MPO, PTGS1
(COX2), PXDN, TPO, TTN.

Otros antioxidantes: ALB, APOE, GSR, MT3, SELS, SOD1, SOD3, SRXN1, TXNRD1, TXNDR2.
Genes invlucrados en el metabolismo de las especies reactivas del oxigeno (ERO):
Superoéxido dismutasas (SOD): SOD1, SOD2, SOD3.

Otros genes involucrados en el metabolismo superdoxido: ALOX12, CCS, DUOX1, DUOX2,
GTF2l, MT3, NCF1, NCF2, NOS2 (iNOS), NOX4, NOX5, PREX1, UPC2.

Otros genes involucrados en el metabolismo de las ERO: AOX1, BNIP3, EPHX2, MPV17,
SFTPD.

Genes de respuesta a estrés oxidativo: APOE, ATOX1, CAT, CCL5 (RANTES), CYGB,
DHXR24, DUOX1, DUOX2, DUSP1 (PTPN16), EPX, FOXM1, FTH1, GCLC, GCLM, GPX1, GPX2,
GPX3, GPX4, GPX5, GPX6, GPX7, GSR, GSS, HMOX1, HSPA1A, KRT1, LPO, MLB2, MPO,
MSRA, NQO1, NUDT1, OXSR1, PDLIM1, PNKP, PRDX2, PRDX5, PRDX6 (AOP2), PRNP, RNF7,
SCARA3, SELS, SEPP1, SIRT2, SOD1, SOD2, SQSTM1, SRXN1, STK25, TPO, TTN, TXN,
TXNRD1, TXNRD2.

Este tipo de microarreglo contiene ademads cinco genes constitutivos los cuales son
indispensables para la normalizaciéon de los datos, un control para analizar la
contaminacién con DNA gendmico en la muestra, tres controles positivos de la
transcriptasa reversa y tres controles positivos de la PCR.
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El andlisis de las diferencias en expresién fueron calculadas utilizando el software RT?
Profiler PCR Array Data Analysis Template v3.5 de la plataforma de Qiagen
(http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php) que se basa en el
método de AACt con una normalizacion de los datos crudos con los genes constitutivos.

Se generaron listas de valores de Ct para cada grupo, los cuales fueron comparados entre
ellos. El resultado muestra los cambios en los perfiles de expresion de los genes entre los
diferentes grupos analizados de la siguiente manera.

1) Células HUVEC control Vs células HUVEC + Neutrofilos

2) Células HUVEC control Vs células HUVEC + L-Arginina

3) Células HUVEC + Neutrdfilos Vs células HUVEC + Neutrdéfilos + suplemento de L-
Arginina

7.2.3 Cuantificacion de la glutamato ciestein ligasa subunidad catalitica (GCLC) mediante
ELISA.

Se utilizé un kit comercial de ELISA (Mybiosource) para la detecciéon de GCLC siguiendo las
indicaciones del fabricante (Apéndice 6)

7.2.4 Cuantificacién de peroxirredoxina 3 (PRDX 3) mediante ELISA.

Se utilizé un kit comercial de ELISA (Mybiosurce) para la determinaciéon de PRDX 3 tanto
en los medios de cultivo como en los lisados proteicos siguiendo las instrucciones del
fabricante (Apéndice 7).

7.2.5 Analisis estadistico

El analisis estadistico fue realizado utilizando GraphPad Prism 6.01 para Windows
(GraphPad Software, La Jolla California, USA, www.graphpad.com). Se usé una prueba de
ANOVA para realizar la comparacién de las medias entre los cuatro diferentes grupos
respecto a los niveles de proteinas.
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8. RESULTADOS

8.1. Estandarizacion y caracterizacion del cultivo de células endoteliales de la vena de corddn
umbilical humano (HUVEC).

Se obtuvo una adecuada cantidad y viabilidad de las células a partir de cordén umbilical
humano mediante digestién con tripsina-EDTA, con un rendimiento y porcentaje mayor al
90% de células viables. En cuanto al tiempo necesario para la propagacion desde la
obtencién del cultivo primario y el primer pase de propagacién fue de 1 semana
aproximadamente, dependiendo de la cantidad de células sembradas, a mayor cantidad
menor tiempo de cultivo para llegar a confluencia. El tiempo total de cultivo entre los
pasos de divisién para obtener la cantidad de células suficientes para los grupos
experimentales fue alrededor de 3 semanas.

Como primer paso para la identificacién y caracterizacién del cultivo se realizé la tincidon
con hematoxilina-eosina (Figura 6), en donde se observa a las células con las
caracteristicas de la linea celular: morfologia coblestone y nucleos multilobulados.

Figura 5. Tincion hematoxilina-eosina, muestra las caracteristicas
morfoldgicas tipicas de las células HUVEC.

Posterior a esto se realizd la caracterizacion de las células utilizando el anticuerpo anti-
Factor VIII Von Willerbrand marcado con FITC, el andlisis por microscopia confocal (Carl
Zeiss) mostrd que mas del 99% de las células en el cultivo primario expresan este Factor
VI, marcador especifico de células endoteliales (Figura 7).
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Figura 6. Caracterizacion de cultivo de células endoteliales de la vena de
corddn umbilical humano (HUVEC). Las células (A) Factor Von-Willerbrand-FITC
(verde). (B) Tincidon de nucleos con DAPI (azul). (C) Contraste de fases. (D)
Imagen sobre puesta del factor Von-Willerbrand y DAPI (D).
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8.2. Estandarizacion del Modelo de disfuncién endotelial

8.2.1. Aislamiento y activacion de neutrdfilos.

Posterior al aislamiento de células polimorfonucleares de sangre periférica se realizd el
conteo celular con el equipo Beckman Coulter para analizar el porcentaje de purificacion
por linea celular obtenido en cada aislamiento (Figura 8). Con este método de separacién
de neutrdfilos se obtuvo alrededor del 89.3%, siendo la poblacién predominante. Con este
resultado podemos asegurar que el efecto inducido por la exposicién de estas células con
el cultivo primario es debido principalmente por neutréfilos.

Figura: 7. Resultados del conteo por linea celular de células polimorfonucleares
separadas mediante gradiente de densidad (Polymorphprep). La principal poblacién
celular obtenida corresponde a neutrdfilos con un 89.3%

A continuacidn se determind que efectivamente se realizara la activacion de neutrdfilos al
incubarse con el acido araquiddnico. Para este analisis se utilizaron 2 marcadores de
diferenciacién especificos para neutrdéfilos; el CD16b marcado con ficoeritrina (PE) que
diferencia a los neutréfilos de macrofagos y células NK, y el CD66b marcado con
isotiocinato de fluoresceina (FITC) que diferencia neutrdfilos activos de los no activos.

El analisis por citometria de tamafio contra complejidad de la muestra tal y como se
obtiene a partir del gradiente define a una poblacidon de aproximadamente el 87.9% que
corresponde a neutréfilos (Figura 9A). Al analizar la muestra de células que fueron
incubadas previamente con acido araquiddénico se observa la misma poblacién con el
mismo porcentaje pero con menor complejidad, es decir, menor cantidad de granulos
probablemente debido a la degranulaciéon en respuesta a la activaciéon con el acido
araquiddnico (Figura 9B).
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Figura 8 A y B. Gréfica de tamaifio contra complejidad de células polimorfonucleares
obtenidas de sangre periférica a través de un gradiente de densidad. A) células
polimorfonucleares control 87.9%; B) células incubadas con acido araquidénico 50 UM

86.4%.

Con respecto a la activacién de las células con acido araquidénico, se documenta una
ganancia de fluorescencia para el marcador de diferenciacion celular 66b (CD66b)
comparado con la muestra sin paso de activacién (Figura 10),

A B
CDEBh FIT... CD160h PE-A FITC-A FPE-A
Fopulation Mean Mean Fopulation mMean mMean
(<] cDER+ 9,166 303 (] cOBE+ 8,13 207
ECDEE+ o6+ 17,954 12,297 E CDBE+ CD16+ 50,262 11,884
B -- L et (=] -- 526 106
B chie+ e f## B coie+ e e
Células sin activacion Células activadas
Figura 9. Representacion grafica de ganancia de fluorescencia relativa en neutrdfilos activados con
acido araquiddnico,. (A) sin activacidn, (B) activadas.
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8.3. Analisis de la integridad del RNA

Previo a realizar los microarreglos de expresidn se analizd la integridad del RNA obtenido,
este paso es indispensable, para decidir si es utilizado en esta técnica. En este contexto es
necesario que el RNA extraido presente una integridad optima expresada con un RIN

mayor a 7 y para poder hacer los ajustes necesarios en cuanto a dilucién se requiere que
la concentracion sea mayor o igual a 70 ng/ulL.

Exp5-O1L
RIN:10

ExpS5-02
RIN: 9.50

Exp5-03
RIN: 8.90

ExpS5-04
RIN: 9.80

Exp4-01
RIN: 9.80
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Exp4d4-02
RIN: 9.70

Exp4-03

RIN: 9.60

Exp4-04

RIN: 9.70

Figura 10. Electroferogramas representativos de los microchips de Bioanalyzer (Agilent
Technologies. Exp 5-01: HUVEC Control; Exp 5-02: HUVEC Neutréfilos; Exp 5-03: HUVEC +L-
arginina; Exp 5-04: HUVEC +Nueutrdfilos+ L-arginina Exp 4-01: HUVEC+ Neutrdfilos; Exp 4-02:
HUVEC+ L-arginina; Exp 4-03: HUVEC Control; Exp 4-04: HUVEC+ L-arginina.

El electroferograma (Figura 11) muestra los 2 RNAs ribosomales eucariotas, 18S y 28S,
sobre los cuales es que se determina la integridad.Otro de los resultados que arroja esta
técnica son la representacién de corrimiento de electroforesis de las muestras (Figura 12).

Figura 11. Electroforésis capilar donde se muestran las bandas de los dos RNAs ribosomales
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8.4. Microarreglos de expresién

Se compard la expresion de genes de respuesta antioxidante y el microambiente de estrés
oxidativo del cultivo de células HUVEC+Neutrdfilos contra el cultivo control de células
HUVEC.

Sélo 4 de los 84 genes incluidos en el microarreglo mostraron sobreexpresién, siendo la
catalasa (CAT) la de mayor cambio (40.83 veces mas expresado que en el grupo control)
Tabla 1, los otros 3 genes sobre expresados son albimina, selenoproteina 1, y la NADPH
oxidasa 5. Todos de funcion antioxidante.

Tabla 1: Genes sobre expresados en HUVEC+Neutréfilos
comparado con HUVEC control

Simbolo del Gen Veces de cambio
CAT 40.8325
ALB 9.2002
SEPP1 7.1137
NOX5 4.7339

En este mismo analisis 24 de los genes se observan subexpresados, siendo el que codifica
para la subunidad catalitica de la glutamato cistein ligasa (GCLC) y el de la peroxirredoxina
3 (PRDX3), los que presentan mayor diferencia (166.48 y 51.61 veces menos expresados
respectivamente), genes importantes en la biosintesis del glutatiéon y en la eliminacién de
hidroperdxidos Tabla 2. Ademads, se presenta el grafico de dispersion (Figura 13), con los
genes sub-expresados (verde) y sobre-expresados (rojo), en lo que respecta a la
comparacion de HUVEC control contra HUVEC estimuladas con neutrdfilos.

Tabla 2: Genes Sub expresados en HUVEC+Neutroéfilos comparado
con HUVEC control

Simbolo del Gen Veces de cambio
GCLC -166.4875

PRDX3 -51.6115

DHCR24 -23.762

GSR -20.087

TTN -18.3639

TXNRD2 -16.0361

PRDX1 -15.4484

PRDX4 -11.6493

GSTP1 -10.3812

MSRA -9.487

GAPDH -7.6562

CCL5 -7.357

NOX4 -7.3081

GPX3 -6.4089

NUDT1 -6.3973
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B2M -5.5698
SIRT2 -4.9344
HSPA1A -4.8942
OXR1 -4.8764
NCF2 -4.8326
APOE -4.804

GPX1 -4.1399
PTGS1 -4.0515
BNIP3 -4.0188

Figura 12. Grafico de dispersion comparando la expresién normalizada de cada gen entre
Células HUVEC + Neutrdfilos comparada contra células HUVEC control, para visualizar
cambios en la expresidon génica. La linea central marcada en negro indica la expresidn
génica sin cambios tomando como limite de regulacion 4 veces de cambio. Los circulos en
rojo representan los genes con sobre expresién y los marcados en verde representan los
genes con subexpresion.

El siguiente anadlisis consistié en comparar la expresion del cultivo de células HUVEC +
Neutréfilos suplementado con L-Arginina contra el cultivo de HUVEC + Neutrdéfilos como
control, y de igual forma se observé que de los 84 genes que incluye el microarreglo 11 de
ellos presentan sobre expresion Tabla 3. Llamando la atencién que dos de los genes (GCLC
y PRDX 3) que en la comparaciéon anterior se ven sub expresados muestran un
comportamiento inverso, es decir, estan sobreexpresados.
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Tabla 3: Genes sobre expresados en HUVEC+Neutrdfilos
suplementado con L-Arginina comparado con HUVEC + Neutréfilos
Simbolo del Gen Veces de cambio
GCLC 37.9815
PRDX3 22.9294
MSRA 8.4294
TTN 7.9611
NCF1 7.948
NCF2 5.8199
DHCR24 5.6418
GSR 4.3851
CYBB 4,1595
MT3 4.0352
GCLM 4.0195

Tabla 4: Genes sub expresados en HUVEC+Neutrofilos
suplementado con L-Arginina comparado con HUVEC + Neutréfilos

Simbolo del Gen

Veces de cambio

DUOX1 -6.8049
GSS -5.9809
ACTB -5.7396
ALB -4.5245

En el grafico de dispersiéon (Figura 15), se observan los genes que muestran sobre-
expresion (rojo) y sub-expresién (verde). Quedando marcado que la mayoria de los genes
gue se ven subexpresados al comprar la expresion de HUVEC+ neutrdéfilos en este andlisis
se encuentran sobreexpresados en el cultivo que esta suplementado con la L-Arginina y en

presencia de los neutréfilos activados.
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Figura 13. Gréfico de dispersion comparando la expresiéon normalizada de cada gen entre
Células HUVEC + Neutrdfilos suplementada con L-Arginina comparada contra células
HUVEC + Neutréfilos como control, para visualizar cambios en la expresion génica. La
linea central marcada en negro indica la expresidon génica sin cambios tomando como
limite de regulaciéon 4 veces de cambio. Los circulos en rojo representan los genes con
sobre expresién y los marcados en verde representan los genes con subexpresion.

8.5 Validacién de los genes con mayor expresién diferencial.

Finalmente se realizé la validacién de los microarreglos determinando la concentracién de
dos de las proteinas con mayor cambio en expresion, esto con el fin de documentar si
también a nivel de proteina se observaba la misma tendencia. De tal forma, que se
determind GCLC, peroxirredoxina 3 y la sintasa de dxido nitrico endotelial (NOS 3), que si
bien no sufre cambios respecto a su expresidn, es una de las enzimas mas importantes
para el mantenimiento de un embarazo saludable. Esta determinacion se realizé tanto en
lisado proteico de las células, como en el medio de cultivo.

Respecto a la validacion de GCLC mediante ELISA (Figura 15), se documentd que existe
diferencia estadisticamente significativa (p<0.0001) entre las células HUVEC control, al
compararlo con las células HUVEC estimuladas con neutréfilos activos, de manera similar
observamos diferencia significativa (p<0.01), entre las células HUVEC estimuladas con
neutrdfilos y las células HUVEC con el estimulo de neutrdfilos y suplementadas con L-
arginina, todo esto en los lisados proteicos, en lo que respecta a las cuantificaciones en
medios de cultivo, si bien no se encontraron diferencias significativas entre ningln caso, si

39




Aarén Galindo Vega

se logra observar tendencia al incremento de esta proteina en los medios de cultivo de las
células HUVEC estimuladas con neutréfilos y suplementadas con L-arginina, lo cual
sugeriria que las células estarian secretandola al medio de cultivo, para tratar de
contrarrestar el estrés oxidativo. Con esto comprobamos que no solo observamos
cambios a nivel del mRNA de GCLC, sino que el proceso se mantiene hasta llegar a la
traduccién de la proteina. Cabe sefalar que estos resultados son consistentes con los
vistos a nivel de expresién de genes.

GCLC GCLC

GCLC pg/ug protein
GCLC pg/ug protein

Determinacion en lisado proteico Determinacién en medio de cultivo

Figura 14. Cuantificacion de GCLC en lisado proteico y medio de cultivo por ELISA. El
grafico representa la media + desviacidn estdndar en cada grupo de 3 experimentos. (*) =
p<0.002, (***) = p< 0.006

La medicién por ELISA de la sintasa de éxido nitrico endotelial (Figura 16), no muestra
diferencias estadisticamente significativas, en lo que respecta a los medios de cultivo asi
como en los lisados proteicos, mismo fendmeno que se presenta al evaluarlos a nivel de
expresiéon génica en los microarreglos, en donde tampoco se observa diferencias en
cuanto a las veces de cambio entre los grupos. Sin embargo, si se aprecia tendencia a
aumentar en el medio de cultivo de las células HUVEC estimuladas con los neutrdfilos
activados, por lo cual probablemente se deberia aumentar la n, para verificar que no
existan diferencias tanto a nivel génico como proteico.
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Determinacion en lisado proteico Determinacion en medio de cultivo

Figura 15. Cuantificacién de eNOS en lisado proteico y medio de cultivo por ELISA. El grafico
representa la media * desviacion estandar en cada grupo.

Por otro lado, al realizar la validacién de PRDX 3 por ELISA (Figura 17), no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en las determinaciones de los lisados proteicos,
sin embargo, en los medios de cultivo al comparar el de las células HUVEC estimuladas con
neutrdfilos activados versus el de las células HUVEC con el estimulo de los neutréfilos y
gue ademas fueron suplementadas con L-arginina presentd diferencia estadisticamente
significativa (p<0.0456), todo esto a pesar de que esta es una proteina intracelular, mas
especificamente mitocondrial.
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Determinacion en lisado proteico Determinacion en medio de cultivo

Figura 16. Cuantificacion de PRDX 3 en lisado proteico y medio de cultivo por ELISA. El
grafico representa la media * desviacion estandar en cada grupo. (*)=p<0.0456.
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9. Discusion

Con incidencia de entre el 2-8%, la preeclampsia es un trastorno frecuente del embarazo,
gue empieza en la placenta y finaliza en el endotelio materno. Uno de los principales
eventos en el sindrome de la preeclampsia es la disfuncién endotelial, postulandose
dentro de los mas importantes causantes de este evento la participacion de los neutréfilos
activos, los cuales se han detectado que aumentan en la circulaciéon de pacientes con
preeclampsia, generando un microambiente de estrés oxidativo, y exacerbando la
respuesta endotelial (Ramma et al., 2012).

Entre las limitantes para poder evaluar la disfuncion endotelial en el evento de
preeclampsia encontramos que todos los estudios en ciencia bdsica solo se pueden
realizar al final del embarazo y en la parte clinica solo se pueden hacer determinaciones
en sueros maternos o para la funcion endotelial se utilizan técnicas de andlisis un tanto
invasivas, es por ello que un modelo in vitro nos permite mayor control experimental y de
analisis.

Asi, en el modelo de disfuncion endotelial propuesto en el presente trabajo,
documentamos, que la exposicién de células endoteliales con neutrdfilos activos, se
genera un ambiente de estrés oxidativo el cual puede ser analizado a nivel de expresion
génica, debido a que encontramos que varios de los genes relacionados con la defensa
antioxidante se ven disminuidos en comparacién del cultivo control, este evento refuerza
la participacidon de los neutroéfilos en el evento.

En general el estrés oxidativo (EO), hace referencia a una alteraciéon en el fino balance
entre la generacién de especies reactivas del oxigeno (ERO) o especies reactivas del
nitrégeno (ERN) y los mecanismos de defensa antioxidante. Durante el periodo
gestacional estos mecanismos de defensa antioxidante toman una importancia aun mayor
(Ruder et al., 2009).

Debido a la magnitud de los eventos adversos a la preeclampsia, los estudios se enfoncan
en el tratamiento para disminuir la incidencia o el grado de severidad, asi, se ha logrado
documentar que dosis bajas de aspirina (<150 mg/dia) administrado antes de la semana
16 de gestacidn se observa reduccién significativa de la preeclampsia y de la restriccién de
crecimiento intrauterino en comparacion de los controles, esta reduccidén no se produce si
la administracion comienza después de las 16 semanas de gestacion. Institucionalmente
esta es la terapia que se prescribe cuando una paciente presenta elevado riesgo de
desarrollar la enfermedad.

Existen diversos trabajos en donde se ha documentado una falla en la biodisponibilidad
del 6xido nitrico (NO) y el aumento en los niveles de EO, lo cual conduce hacia la
busqueda de blancos terapéuticos que apoyen en el tratamiento de la enfermedad. En
este contexto, el aminodacido L-Arginina ha sido postulado como opcidn terapéutica en el
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tratamiento y prevencién de la preeclampsia, debido a que es el sustrato utilizado por la
sintasa de dxido nitrico para generar NO. Sin embargo, y a pesar de haber documentado
clinicamente una disminucién estadisticamente significativa (x’=19.41 P<0.001) en la
incidencia de la patologia en una poblacién de alto riesgo, aun se desconocen los
mecanismos moleculares, ni se tiene una propuesta de la via de accién de este
aminodcido (Vadillo-Ortega et al., 2011).

Asi, en el presente trabajo se documentd que al exponer un cultivo de células endoteliales
en presencia de neutrdfilos activos, se induce una baja en la expresién de genes
relacionados con defensa antioxidante, principalmente de GCLC y peroxirredoxina 3.

Se sabe que una de las principales lineas de defensa en contra del estrés oxidativo tiene
que ver con la actividad transcripcional del factor 2 relacionado a NF-E2 (Nrf2). Nrf2 estd
intimamente implicado en la biosintesis de glutatién (GSH), ya que regula la transcripcién
de la enzima de mayor importancia en su formacion, la glutamato cistein ligasa (GCL)
(Kensler et al., 2007, Lu, 2009). Esta enzima consta de dos subunidades; una grande y otra
de menor tamafo.

GCLC (la subunidad catalitica de la glutamato cisteina ligasa) es un gen que traduce para la
subunidad de mayor tamano del dimero de GCL, cuya funcidn estda mds directamente
involucrada en la biosintesis de novo del GSH; el cual es un tiol tripéptido sintetizado
enddégenamente (y-glutamilcisteinilglicina) con importantes propiedades bioquimicas y
antioxidantes (Franklin et al., 2009).

El promotor humano de GCLC tiene muchos elementos potenciales que actian en cis,
incluyendo sitios que reconocen secuencias consenso para la unién de Sp1 y el elemento
de respuesta antioxidante (ARE). Nrf2 puede estar regulando la expresion de GCLC
mediante su unidn con la regién ARE4, misma que presenta una muy marcada funcién de
activacion de la transcripcidn y que esta localizada ~4 kb “rio arriba” del sitio de inicio de
la transcripcion (Erickson et al., 2002, Mulcahy et al., 1997).

En un estudio (Kawasaki et al., 2015) reportaron que la expresidon de este gen, se ve
disminuida significativamente en placentas con preeclampsia, para esto se basaron en
comparar diferentes plataformas de microarreglos debido a la gran variedad en los
resultados. Los resultados en el presente trabajo muestran resultados similares a pesar de
haber sido realizados en células de origen distinto.

En lo que respecta a la familia de las sintasas de éxido nitrico (NOS) comprenden la sintasa
de d6xido nitrico neuronal (NnNQS), la sintasa de dxido nitrico inducible (iNOS), y la sintasa
de oxido nitrico endotelial (eNQOS). El éxido nitrico (NO), es un radical libre gaseoso
conocido por su amplio rango de actividades bioldgicas, y es sintetizado por las tres
isoformas NOS (Yadav et al., 2016).
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No es extrafo el hecho de que si bien no se encontraron diferencias significativas en
cuanto a la concentracién de eNOS en los medios de cultivo ni en los lisados proteicos, si
se observa mayor cuantificacién de esta proteina en los medios de cultivo de las células
HUVEC estimuladas con neutréfilos, ya que posiblemente sea una respuesta de las células
a consecuencia del EQ, ya que se sabe que la chaperona HSP90 no solo puede regular la
actividad de eNOS, sino que ademas le confiere una proteccién contra los productos del
EO, asi como del estrés por calor, entre otras, es por esto que probablemente bajo estas
condiciones, dicha chaperona protege esta enzima de ser susceptible a la degradacién
(Bharati et al., 2017).

En relacién a la peroxiredoxina 3, otro gen que también vimos disminuida su expresion,
codifica para una familia de enzimas que catalizan la reduccion del perdxido de hidrégeno
y los hidroperdxidos a agua y alcohol, respectivamente (Chae et al., 1994, Rhee et al,,
2005). Especificamente la PRDX3 se localiza en las mitocondrias.

De acuerdo a lo reportado por Liu et al., (2005) PRDX-3 es sintetizada en el citoplasma y
posteriormente transportada a la mitocondria por la esfingosina cinasa-1 unida a la
proteina RPK118 (Liu et al., 2005). Este mecanismo puede explicar el hecho de que
encontremos niveles tan bajos de esta proteina en los medios de cultivo bajo condiciones
fisiolégicas (HUVEC control), debido a que estd siendo transportada a la mitocondria,
donde de manera natural ejerce sus funciones. Esta proteina transportadora (esfingosina
cinasa-1), de igual manera estaria implicada en el transporte de la PRDX 3 pero hacia
afuera de la célula, motivo por el cual la encontramos en mayor cantidad en los medios de
cultivo una vez que las células son suplementadas con L-arginina y en presencia de los
neutrdfilos activados, ya que es aqui donde encontramos aumentados los niveles de
hidroperdxidos y perodxidos de hidrégeno, producto de la activacion de los neutrdfilos.
Debido a que cumple con la funcién de eliminar las ERO mitocondriales, PRXD3 es
esencial para mantener la funcidén normal de la mitocondria (Araki et al., 1999, Wonsey et
al.,, 2002). La forma en la que actua es porque posee dos cisteinas tipicas que son
oxidadas por el H,0,. Las cisteinas oxidadas son después reducidas por la Tiorredoxina
mitocondrial 2 (TRX2) o por la glutarredoxina 2 (Grx2) (Hanschmann et al., 2010). PRDX3,
TRX2, y TRX reductasa 2 (TrxR2) constituyen la primera linea respecto a la proteccion en
contra del estrés oxidante de la mitocondria.
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10. Conclusiones

El estimulo con neutrdfilos activados sobre nuestro modelo in vitro de células HUVEC,
simulando el microambiente de estrés oxidativo presentado en la preeclampsia, induce la
expresion génica a la baja de genes de respuesta antioxidante, esto no se detecta cuando
existe una suplementacion con L-arginina en el cultivo, previo a la exposicién con
neutrdéfilos, suponiendo una posible via o mecanismo molecular de defensa contra el
estrés oxidativo mediante el cual actua dicho aminodacido. Dos de las proteinas producidas
por los genes con mayor variacion en expresion (GCLC y PRDX 3), tienen funcidn de
revertir o brindar cierta proteccion a las células del dafio inducido por el estrés oxidativo.
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11. Apéndice de técnicas

11.1. Apéndice 1
Fijacion de células para inmunocitoquimica

1.- Se realiza un lavado con PBS 1X de 5 minutos cada uno.

2.- Se fijaron con metanol absoluto durante 15 minutos a -20 2C, posteriormente se
afiadid acetona durante 15 minutos a -202C. Como una opcién alternativa, se puede
realizar una diluciéon 1:1 de metanol-acetona, y fijar durante 20 minutos a -202C.Este
proceso también se puede realizar manteniendo las laminillas sobre hielo.

3.- Las células ya fijadas se incubaron con HCl al 0.05N durante 5 minutos sobre hielo.
4.- Las células se lavaron con PBS 1X 3 veces de 5 minutos cada lavado.

5.- Se incubaron con 250 pL de RNAsa de 100 pug/mL en NaCl 150 mM vy citrato de sodio 15
mM durante 1 hora a 37 °C.

6.- Las laminillas se lavaron de manera secuencial en PBS 1X, etanol al 35%, 50% y 75% de
3 minutos cada lavado.

7.- Se realizd la desnaturalizacién in situ del DNA, con 250 pL de NaOH al 0.15N en etanol
al 70%.

8.- Se lavaron 2 veces con PBS 1X.

9.- Se utilizaron 0.2pg/mL (250 pL) de colorante de Hoescht (32358) en PBS 1X durante 10
minutos para tefiir el DNA.

10.- Se realizaron lavados secuenciales con etanol al 70% con 4% v/v de formaldehido,
etanol al 50%, 35% y PBS 1X de 2 minutos cada lavado.

11.- Se incubaron con 250 pL de 5ug/mL de proteinasa K (1uL) en 200 mM de Tris, 1mM
de EDTA a pH de 7.5 durante 10 minutos a 372C.

12.- Se lavaron varias veces con PBS 1X.

13.- Se bloquearon las posibles uniones inespecificas con suero de cabra al 5% diluido en
PBS 1X durante 1 h a T2C ambiente.

14.- Se les dieron varios lavados con PBS 1X, y se incubaron con 250 ulL del anticuerpo
especifico a 4 2C o0 en cdmara himeda

15.- Lavaron varias veces con PBS 1X y Tween 20 al 0.05% de 5 minutos cada lavado.
16.- Se enjuagaron con agua desionizada.

17.- Las laminillas se montaron con medio de montaje (vectashield).
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11.2. Apéndice 2
Citometria de Flujo para identificar Neutrofilos y neutrofilos activos

1.-Se tomo el volumen necesario para tener un minimo de 1X10° células por mililitro.
2.- Se fijaron con 100 pL del reactivo 1 de intraprep.

3.- Cada tubo se agitd vigorosamente.

4.- Se incubaron por 15 minutos a temperatura ambiente (18-25 2C).

5.-Se agregaron 4 mL de PBS.

6.- Se centrifugaron durante 5 minutos a 300 x g a temperatura.

7.- El sobrenadante fue descartado por aspiracion.

8.- Se adicionaron 100 uL del reactivo 2 de IntraPrep a cada tubo. Se dejaron mezclar sin
agitarse.

9.- Se incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente (18-25 2C) sin agitar.

10.- Los tubos fueron agitados de manera “suave” (manualmente), durante 1 o 2
segundos.

11.- Se agregaron 20 pL (o 10 plL de acuerdo a las instrucciones del fabricante).

12.- Vortexear suavemente cada tubo.

13.- Se dejaron incubando durante a temperatura ambiente (18-25 2C) en obscuridad.
14.- Se agregaron 4 mL de PBS.

15.- Posteriormente se centrifugaron durante 5 minutos a 300 x g a temperatura
ambiente. El sobrenadante fue descartado por aspiracion.

16.- Finalmente las células fueron resuspendidas en 500 pL de PBS, conteniendo 0.5% de
formaldehido, y se procedié a la citometria de flujo.

11.3. Apéndice 3
Obtencion de neutrofilos por gradiente de densidad

1.-Se tomaron 5 mL de sangre periférica de una mujer no embarazada, clinicamente sana
y sin aparentes estados inflamatorios.

2.-La sangre obtenida se colocd sobre una cama de polymorphoprep, dicha cama es de un
volumen igual al de la sangre obtenida.

3.-Se centrifugd a 500 x(g) durante 30 minutos a 20 °Cy sin freno.

4.-Una vez finalizado el paso anterior se tomo el pellet que contiene a los PMCs.
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5.-Se les agrego buffer HEPPES para regresarles la osmolaridad a las células, en una
proporcién 1:1 en relacién al volumen obtenido al recuperar las células. Se centrifugaron
por 10 minutos a 400 x(g) y 20 °C.

6.-Dependiendo de la cantidad de hemoglobina observada en el pellet celular, se le dieron
los lavados necesarios con buffer de lisis hasta eliminarla por completo. Entre cada lavado
se centrifugaban a 400 x(g) durante 10 minutos a 20 °C.

7.-Se resuspendid el pellet en 1 mL de medio de cultivo, y se tomaron 10 pL para realizar
el conteo en el hemocitémetro.

8.-Se tomé el volumen necesario del stock para colocar 25, 000 neutréfilos en cada caja, y
se activaron con dcido araquiddénico durante 30 minutos.

9.- Se colocaron los 25, 000 neutrdfilos en las cajas correspondientes y se dejaron
incubando por 24 horas.

11.4. Apéndice 4
Extraccion de RNA

Se retird el medio de cultivo de las cajas de cultivo y fueron lavadas con PBS 1X, esto para
remover las posibles células muertas.

Fue adicionado 1 mL del reactivo de Trizol (TRI reagent) para las cajas T25.

Se dejaron incubando con este homogenizado durante 5 minutos, a temperatura
ambiente.

El sobrenadante se transfirié a tubos de microcentrifuga y se centrifugaron a 12, 000 x g
10 minutos a 4 2Cy los sobrenadantes se llevaron a tubos nuevos.

Extraccion del RNA

A los sobrenadantes se les agregaron 200 plL de cloroformo por cada mililitro del reactivo
de Trizol y se mezclaron vigorosamente.

Se dejaron incubando por 5 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente se centrifugaron a 12, 000 x g 10 minutos a 4 °C.

De esto se tomaron 400 puL de la fase acuosa y se llevaron a un tubo nuevo de
microcentrifuga.

Purificacion final del RNA

Se afiadieron 200 uL de etanol absoluto (se mezclé inmediatamente en un vortex a
maxima velocidad), para permitir la precipitacion del RNA.
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Las muestras fueron transferidas a una columna con filtro y centrifugada a 12, 000 x g por
30 segundos a temperatura ambiente.

Se lavé el filtro 2 veces con 500 pL de solucién de lavado.

Se centrifugaron a 12, 000 x g 30 segundos a temperatura ambiente para remover la
solucion de lavado. Se centrifugaron una vez mds sin solucién de lavado.

El RNA se eluyd en 200 uL de buffer de elucién y se dejaron incubando durante 2 minutos
a temperatura ambiente. Se centrifugaron a 12, 000 xg 30 segundos en un tubo de
colecta.

11.5. Apéndice 5
Analisis de concentracion e integridad del RNA

1.- Los reactivos se dejaron 30 minutos a temperatura ambiente para permitir que se
equilibraran antes de utilizarlos.

2.- El colorante concentrado RNA 6000 Nano se agito en el vortex durante 10 segundos y
se centrifugd para concentrar todos los componentes.

3.- Se agregdé 1 uL de este concentrado a una alicuota de 65 uL del gel previamente
filtrado.

4.- Se agité al maximo en el vortex, procurando que el gel y el colorante se mezclaran
perfectamente. El colorante concentrado se almacend a 4 2Cy en la oscuridad.

5.- Este tubo se centrifugd por 10 minutos a temperatura ambiente a 13,000 g (o 14,000
rpm). Esta preparacion es estable solo 1 dia.

6.- La mezcla del colorante con el gel se dejé 30 minutos a temperatura ambiente antes de
ser utilizado y durante este lapso se protegid de la luz.

7.-Se utilizé un Nano chip de RNA nuevo.
8.- El chip se colocé sobre la base para cargarlo.

9.- Se tomaron 9 pL de la mezcla de colorante con el gel y se dispensaron dentro del pozo
marcado con la letra G.

10. Se dejaron transcurrir 30 segundos, asegurandose que el émbolo estuviera
posicionado en 1 mL y entonces se cerrd la base del chip. Se debe de escuchar un “click”
cuando la base es cerrada adecuadamente.

11.- Presionar el émbolo de la jeringa hacia abajo hasta que este sea retenido por el clip.

12.- Se espero un tiempo exacto de 30 segundos y entonces se libera la jeringa, mediante
el mecanismo de liberacién del clip.
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13.- Visualmente se inspecciond que el émbolo se moviera hacia atras al menos hasta la
marca de 0.3 mL.

14.- 5 segundos después la jeringa se llevd nuevamente hasta la marca de 1 mL.

15.- Se abrid la base de chip.

16.- Se colocaron 9 uL mas de la mezcla de colorante y gel en los pozos marcados a
continuacion.

17.- Agregar 5 pL del marcadorRNA 6000 Nano (verde) dentro del pozo marcado con el
simbolo ladder & yen cadaunodelos 12 pozos para muestras.

18.- Antes de ser utilizadas, las alicuotas a descongelar se mantuvieron en hielo (para
evitar un calentamiento extensivo después del proceso de descongelacion.

19.- Se pipetearon 1 pL del RNA ladder dentro del pozo marcado con el simbolo &
ladder.

o000
oGO0
Coo00

000 ®
1 pl ladder
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20.- 1 pL de cada una de las muestras fue colocado en cada uno de los 12 pozos para
muestras.

21.- Se dejaron incubando durante 60 segundos.

22.- El chip fue colocado de manera horizontal sobre el adaptador del vortex IKA y se
mezcld, asegurandonos de no dafar la pieza que mantiene fijo al chip durante el proceso
de agitacion.

23.- Se agito en el vortex durante 60 segundos a 2400 rpm.

24.- Finalmente el chip fue leido en el bioanalyzer 2100 de Agilent.

11.6. Apéndice 6
Cuantificacién mediante ELISA de la Subunidad Catalitica de la Glutamato Cistein Ligasa
(GCLC).

Previo a comenzar la experimentaciéon los reactivos se dejaron a temperatura ambiente
durante 30 minutos.

1.-Se agregaron 100 uL de cada uno de los estandares (se agité el frasco de cada estandar
suavemente 3 veces antes de agregarlos) o de las muestras a los pozos apropiados. Se
adicionaron 100 pL de PBS (pH 7.0-7.2) en los pozos destinados para el blanco.

2.-Se agregaron 10 pL de la solucién de balanceo Unicamente en los pozos que contenian
las muestras, se mezclé debidamente.

3.-Se afiadieron 50 pL del conjugado a todos los pozos (excepto al pozo que contenia el
blanco). Se mezclé. Se cubrid y se incubo la placa durante 1 hora a 37 °C.

4.- La placa se lavé utilizando el método indicado abajo:

Lavado manual: Se removid la mezcla de incubacién aspirando el contenido de la placa en
un contenedor apropiado. Fueron llenados todos los pozos completamente con solucién
de lavado 1X, y entonces se aspird el contenido con una pipeta y se desechd en un
contenedor adecuado. Este procedimiento fue realizado 5 veces, para un total de 5
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lavados. Una vez finalizado el quinto lavado, se invirtié la placa y se dejé secar sobre papel
absorbente.

5.- 50 puL del substrato A y 50 uL del substrato B fueron agregados subsecuentemente a
todos los pozos incluyendo el blanco. Se cubrid y se incubd de 10-15 minutos a 37 °C.

6.- Pasado este tiempo se agregaron 50 pL de la solucion de paro a todos los pozos,
incluyendo al blanco.

7.- Se determind la Densidad Optica inmediatamente a 450 nm utilizando un lector de
microplacas.

11.7. Apéndice 7
Cuantificacién mediante ELISA de la peroxirredoxina 3 (PRDX 3).

1.-Se agregaron 50 uL de cada uno de los estandares a los pozos adecuados, asi como 50
ML de cada una de las muestras, y 50 plL del diluyente a los pozos destinados para el
blanco.

2.-Se adicionaron 100 puL del reactivo HRP-conjugado a cada uno de los pozos, se cubrié la
placay se incubé durante 60 minutos a 37 °C.

3.-Se le realizaron 4 lavados a la placa de la siguiente manera:

Se desechd el contenido de cada uno de los pozos en un contenedor apropiado.
Utilizando una pipeta o una piseta, se llenaron completamente todos los pozos con buffer
de lavado 1X, y se dejo sobre papel absorbente hasta no observar buffer de lavado en los
pozos, este procedimiento se repitid 4 veces.

4.-Se agregaron 50 pL de la solucion de cromdgeno A y 50 uL de la solucion de cromdgeno
B a cada uno de los pozos de manera sucesiva. Se incubé 15 minutos protegida de la luz a
37 °C.

5.-Transcurrido este tiempo, se le adicionaron 50 uL de la solucién de paro a cada pozo.

6.-Se determind la densidad éptica a 450 nm con un lector de microplacas.
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