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ABSTRACT

Background: Cardiovascular disease (CVD) is the leading cause of death globally.
Malnutrition, obesity, and physical inactivity are triggers for these diseases. Several
studies have shown the consumption of polyphenols like (-) —epicatechin (EC) (the
most abundant flavanol in cocoa (Theobroma cacao L), has a positive impact on
CVD attributed to its ability to regulate gene expression of antioxidant and anti-

inflammatory genes and attenuating the progression of endothelial dysfunction.

Objective: To evaluate the effect of (-) —epicatechin on the expression of genes

associated with the inflammatory response induced by LPS in HUVECSs.

Methodology: Cultured HUVECSs cells obtained from human umbilical cord were
used as a model of vascular endothelium. The cells were stimulated with
physiological doses of EC and then challenged to LPS-induced stress. The
expression of inflammatory response genes (IL-6, IL-8, eNOS, Sele-E, NF-kB p50
and SOD 2) was quantified by RT-gPCR. To analyze changes in gene expression,
a one-way ANOVA test was performed; data was analyzed using the SPSS Statistics

25 statistical analysis software.

Results: Our results indicate that a previous exposure to the LPS stimulus with EC
physiological doses in HUAVECs cell culture can attenuate the expression of IL-6,
IL-8, Sele-E, and SOD 2 at mRNA level. Through cytotoxicity tests it was found that

physiological doses of EC do not affect cell viability at 2 and 4 h of exposition.

Conclusions: Physiological doses of EC can attenuate the expression of IL-6, IL-8,
Sele-E, and SOD 2, genes involved in the LPS-induced inflammatory response in

HUVECSs cells. This study emphasizes the benefits of polyphenols such as EC on
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the development of endothelial dysfunction, an initial factor in the progression of

CVD in doses that can be achieved through diet.



RESUMEN

Antecedentes: Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la primera causa de
muerte a nivel global. La malnutricion, obesidad, e inactividad fisica son factores
desencadenantes de estas enfermedades. Diversos estudios han evidenciado que
el consumo de polifenoles como la (-) —epicatequina (polifenol mas abundante del
cacao) (Theobroma cacao L) tiene un impacto positivo en las ECV atribuido a su
capacidad de regular la expresion de genes de respuesta inflamatoria y

antioxidante, atenuando el desarrollo de la disfuncidon endotelial.

Objetivo: Evaluar el efecto de la (-) —epicatequina en la expresion de genes

asociados a la respuesta inflamatoria inducida por LPS en HUVECs.

Metodologia: Se utilizaron células HUVECs en cultivo obtenidas de cordon
umbilical humano como modelo de endotelio vascular. Las células fueron
estimuladas con dosis fisiolégicas de (-) epicatequina (EC) y luego sometidas a
estrés inducido por lipopolisacarido (LPS). Se cuantificé la expresién de genes de
respuesta inflamatoria (IL-6, IL-8, eNOS, Sele-E, NF-kB p50 y SOD 2) mediante RT-
gPCR. Para analizar los cambios en la expresion de los genes, se utilizd una prueba
ANOVA de una via, el andlisis estadistico se realizé en el software SPSS Statistics

25.

Resultados: Los resultados indican que una exposicién previa al estimulo de LPS
con dosis fisiologicamente alcanzables de EC en HUVECS, es capaz de atenuar la

expresion de mRNA de IL-6, IL-8, Sele-E y SOD 2. Mediante pruebas de



citotoxicidad se comprobd6 que dosis fisiolégicas de EC no afectan la viabilidad de

las células en tiempos de exposicion de 2y 4 h.

Conclusiones: Dosis fisiolégicamente alcanzables de EC son capaces atenuar la
expresion de IL-6, IL-8, Sele-E, y SOD 2, genes involucrados en la respuesta
inflamatoria inducida por LPS en células HUVEC. Este estudio permite enfatizar los
beneficios de polifenoles como la EC sobre el desarrollo de la disfuncién endotelial,
factor inicial en la progresion de ECV en dosis que pueden ser alcanzadas a través

de la dieta.



1. INTRODUCCION

Actualmente se considera que las enfermedades crénicas no transmisibles (ECNT)
como la diabetes, hipertensién y enfermedades cardiovasculares (ECV); son el
principal desafio de la salud publica a nivel global, pues representan 2/3 de todas
las muertes en el mundo. En el afio de 1990 representaba el 57% de todas las
muertes; para el afio 2008 ésta cifra habia aumentado al 63%. Las ECV acumulan
casi la mitad de todas las muertes en el mundo por ECNT(1,2). Al dia de hoy en
México segun datos del INEGI en 2017, las ECV son la primer causa de muerte en

nuestro pais (3).

A principios del siglo XX, México era un pais en vias de desarrollo al no contar con
total acceso a agua potable, los servicios de drenaje eran deficientes, existia una
subutilizacién de servicios de salud; ésta situacion impactaba directamente en el
comportamiento epidemiolégico de las enfermedades, siendo las infecciones la
principal causa de muerte (4). Sin embargo, a mitad del siglo XX, la urbanizacion y
el desarrollo lograron la disminucion de la mortalidad infantil y aumentar la
esperanza de vida, generando asi un fendmeno denominado “transicién de
riesgos”’(5) donde la exposicion al sedentarismo, el estrés, el consumo de tabaco y
la mala alimentacion, posicionaron a las enfermedades cronicas no transmisibles

como la principal causa de muerte.

Segun datos del INEGI, las enfermedades cardiovasculares son la principal causa
de muerte en México, junto con la diabetes y algunos tumores malignos (6) (Figura
1). Hoy en dia éste panorama representa uno de los mas grandes problemas de

salud publica en nuestro pais, pues el conjunto de ECNT la causa de



aproximadamente el 77% de las muertes en adultos en México, y tan solo las

enfermedades cardiovasculares (ECV) representan el 24% de ésta cifra (7).
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Figura 1. Principales causas de muerte en México. INEGI (2018) (3).

Se ha denominado como enfermedades cardiovasculares a aquellos “desérdenes
del corazén y de los vasos sanguineos”(5,8); entre las que pueden incluirse la
cardiopatia coronaria, enfermedades cerebrovasculares, arteriopatias periféricas,
trombosis venosas y embolias pulmonares. La mayoria de estas enfermedades
comparten un factor desencadenante comdn que es la ateroesclerosis. La
ateroesclerosis se define como una enfermedad que se caracteriza por la
disminucién de la luz en las arterias (9,10), éste fendmeno se genera por una lesiéon
en la capa intima donde se forma una placa ateromatosa compuesta por lipidos
(principalmente colesterol); y que a su vez es producto del proceso inflamatorio

derivado de una disfunciéon endotelial.



La alimentacion es pieza clave en la progresion de la ateroesclerosis, pues el
consumo elevado de grasas saturadas, grasas trans, colesterol, sodio y aztcar son
factores que desarrollan ésta enfermedad (10,11), pero por otro lado, la
alimentacion también puede ser el tratamiento preventivo de la aterosclerosis y
ECV. Una dieta rica en frutas, vegetales, fibra, pescados y nueces disminuye el
riesgo de padecer ECV (11), y una de las moléculas responsables de brindar éste
factor protector, son los polifenoles (12), compuestos antioxidantes presentes en

grandes cantidades en frutas y algunos vegetales.

2. MARCO TEORICO

Polifenoles

Los polifenoles han llamado la atencion en los ultimos afios por tener propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias principalmente. Son metabolitos secundarios de
algunos vegetales (13) como frutos en su mayoria; aunque también pueden
encontrarse en algas, cereales y semillas. En las plantas brindan proteccién contra
el estrés fotosintético y la radiacion ultravioleta, especies reactivas de oxigeno,
desarrollo de agentes patdégenos y algunos herbivoros (14), ademas, en los
alimentos confieren algunas propiedades organolépticas (color, sabor, olor), y

ayudan a mantener la estabilidad de los mismos alimentos (13).

Los polifenoles se caracterizan por tener en su estructura, la union de uno o varios
grupos hidroxilo al anillo aroméatico; y esto es lo que los distingue de otros

compuestos quimicos (15).



Los polifenoles pueden clasificarse de acuerdo a su estructura quimica. Los
estilbenos, lignanos, flavonoides, acido elagico y acidos fenélicos son los grupos de
polifenoles que se conocen actualmente; los flavonoides a su vez abarcan muchos

mas compuestos (Figura 2).

Polifenoles

[ \ chdos fenolicos
Estilbenos (Acido fertilico)
(Resveratrol) Lignanos 2 cH %
\g\/@/’ (Pinoresinol)

Acido elagico / elagitaninos

-

]
O
“' Flavonoides

Antocianidinas Flavonoles (Quercetina) Flavanoles Flavonas (Luteolina)
- Ny &’-E #
. (Genisteina)
Catequinas Proantocianidinas 5 o O
(+- Catequina) (Procianidina B2) ™

Havanonas & . &
- L ﬁm

OH

Figura 2. Clasificacion de los polifenoles y algunas fuentes en los alimentos. Adaptado de: Dietary polyphenols in the

prevention and treatment of allergic diseases. A. Singh (2011)(15).

Flavonoides

Los flavonoides son el grupo de polifenoles que abundan mas en las plantas,
ademas de ser los mas estudiados y de los cuéales se tiene mayor informacion

actualmente.



Se caracterizan por ser compuestos de bajo peso molecular. Comparten una
estructura comun que se compone de difenilpiranos (C6, C3, C6) formados por dos
anillos fenilos A y B; unidos por un anillo C heterociclico (16) (Figura 3). Esta
estructura es lo que les concede propiedades antioxidantes que derivan de las

propiedades redox de los grupos hidroxifendlicos.

Figura 3. Estructura béasica de los flavonoides. Tomado de: Molecular structure, biological functions, and metabolic regulation
of flavonoids. S. Dwivedi (2017)(16)

Las variaciones en el anillo C de la estructura basica de los flavonoides, condiciona

su clasificacién en antocianidinas, flavanonas, flavanoles, flavonas e isoflavonas.

Los flavanoles en conjunto con las antocianinas constituyen la principal fuente de
consumo de compuestos fendlicos en nuestra alimentacion; diversos estudios
muestran evidencia de sus efectos antiinflamatorios, anticarcindégenos; incluso

como coadyuvantes en el tratamiento contra el cancer (17-19).

La epicatequina y la catequina son algunos de los flavanoles que se encuentran de
manera comun en los alimentos; principalmente en café, chocolate, vino y té verde
(20). El chocolate, producto derivado del cacao llama la atencion por su alto

contenido de éstos compuestos fendlicos (Tabla 1).



Tabla 1. Contenido de (-) —Epicatequina en distintos alimentos. (*) Alimentos derivados de Theobroma cacao L. Adaptado de
la base de datos Phenol Explorer (2013) (21).

Cantidad de (-) - EC

Alimento mg/100 g
*Cacao en polvo 158.30
*Chocolate amargo 70.36
*Chocolate, leche 14.58
Sidra 28.67
Zarzamora 11.48

Aspectos generales del cacao y composicion

El cacao (Theobroma cacao L.) es un arbol de clima tropical, endémico de la region
de centro y sud-américa, actualmente también es cultivado en Africa, Asia y
comercializado en todo el mundo (22). Todos los productos consumidos derivan del
grano del cacao, por lo que se considera la materia prima; el licor se obtiene a partir
de la trituracién de los granos fermentados de cacao; por otro lado, la manteca de
cacao se obtiene a partir del prensado de licor de cacao representando hasta el
50% del peso total y es utilizada para la elaboracion de algunos chocolates y demas
productos alimenticios. El otro producto que resulta del prensado del licor es la “torta

de cacao” que al ser pulverizada se obtiene la cocoa (23).

Se tiene registro de que el consumo del cacao data desde hace mas de 34 siglos
gracias a vasijas de ceramica halladas en las zonas arqueolégicas de Paso de la
Amada en Chiapas (24) y en el Manati en Veracruz; Powis y colaboradores en
2011(25) muestran evidencia de que su consumo se mantuvo desde el afio 1800 y

1000 A.C. en la que fuese la capital Olmeca, San Lorenzo, en Veracruz. Segun



documentos encontrados en la zona Arqueoldgica de San Lorenzo, el cacao era
utilizado como parte de rituales mortuorios en sacrificios (26), como ofrenda y como
moneda de cambio; en culturas andinas, se tiene registro de que era utilizado en

brebajes y empleado con fines terapéuticos (27).

La composicién del cacao es compleja, contiene acidos grasos saturados (acido
palmitico y esteéarico) y monoinsaturados (acido oléico); el contenido de acido oleico
es similar al del aceite de oliva (28,29) (Tabla 2). Aminoacidos derivados de la
pirazina; triptamina y tiramina; polifenoles, principalmente epicatequina y catequina;

vitaminas del complejo B, vitaminas E 'y C.

Tabla 2. Perfil de compuestos de Theobroma Cacao. Recuperado de Council of Scientific and Industrial Research (CSIR)
(2019) (29).

Composicién de Theobroma
cacao L.
Cantidad por cada 100g

Proteina 12 g
Lipidos 46.3 g
Carbohidratos 34.7¢g

Fibra 8.64¢
Ca 106 mg
P 537 mg
Fe 3.6 mg

% de acidos grasos

Acido palmitico 26.20%
Acido esteérico 34.40%
Acido oléico 37.30%

Acido linoléico 2.30%




Polifenoles y biodisponibilidad

Aproximadamente entre el 6-8% del peso seco del cacao son polifenoles,
principalmente catequinas (30); antocianinas y proantocianidinas en menor
proporcioén. Estos flavanoles se encuentran en forma de monémeros (+) — catequina
e isémeros (-) —epicatequina (Figura 4), siendo éste el que se encuentra en mayor
proporcion (35% del total del contenido fendlico). De los alimentos derivados del
Theobroma cacao L. el cacao es el alimento que mayor contenido de (-) —
epicatequina tiene, aportando 158.30 mg/100 g, seguido del chocolate oscuro con

70.36 mg/100 g y finalmente el chocolate con leche, con 14.58 mg/100 g (21).
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Figura 4. Estructura de las catequinas, principales compuestos fendlicos del cacao. Adaptado de: Polyphenols from Cocoa
and Vascular Health—A Critical Review. Rimbach G (2009) (30).



Los efectos fisiolégicos que induce la (-) —epicatequina dependen de su
biodisponibilidad en el organismo, ésta puede estar condicionada por la matriz del

alimento y la dosis; incluso por la microbiota y las enzimas digestivas (31).

Se han realizado diversos estudios para evaluar la biodisponibilidad de los
polifenoles del cacao en humanos, se tiene registro de la concentracién en plasma
de los metabolitos de (-) —epicatequina, pudiendo ir desde los 0.011 uM (32) hasta
los 5.92 uM (33); condicionado por su consumo a través de la dieta; en una revision
Borges et al, reportan que los indigenas Kuna, (pertenecientes a la costa del caribe
de Panama) tienen el mayor consumo de flavanoles y proantocianidinas,
alcanzando hasta 1.888 g/dia, en contraste con habitantes de Republica Checa, que

tienen una ingesta de aproximadamente 225 mg/dia (34).

Rein y colaboradores (35), en 2000 determinaron que el pico de concentracion de
(-) —epicatequina en plasma tras el consumo de chocolate se da entre las 2y 3 h.
En 2012, Ottaviani et al (36) registra en el primer estudio de biodisponibilidad de
polifenoles de cocoa en humanos, una concentracion maxima de metabolitos de (-)
—epicatequina a las 2 h, reafirmando los hallazgos de Rein en el afio 2000, con una
concentracion de 589 nmol/L. de (-) —epicatequina-3’-O-glucurénido, siendo éste el

metabolito encontrado en mayor concentracion.

Actis Goretta y colaboradores (37) en 2012 también cuantificaron la concentracion
de metabolitos de (-) —epicatequina, posterior a una ingesta de 100 g de chocolate
oscuro que contenia 241umol de (-) —epicatequina en sujetos sanos; encontrando
una concentracion de 290 nmol/L de (-) —epicatequina-3’-O-glucuronido, reportado

como el metabolito en mayor concentracion al igual que Ottaviani. Sin embargo, el
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pico de concentracion fue aproximadamente a las 3 h. Esta diferencia podria
atribuirse a los efectos de la matriz alimentaria del chocolate utilizado por Actis
Goretta y la bebida de cocoa de Ottaviani; concluyendo que el alimento per se

también podria condicionar la biodisponibilidad de la (-) —epicatequina.

En reportes de estancia en el laboratorio de nutrigenética y nutrigendmica del
Instituto Nacional de Medicina Gendmica, Ponce de Leon (38) en 2008 y Gonzalez
(39) en 2017 determinaron que estimulos de (-) —epicatequina en tiempos de 2y 4
h son capaces de inducir cambios en la expresion de genes de respuesta

inflamatoria como IL-6, NF-kB y eNOS en HUVECSs.

Metabolismo de (-) -epicatequina

El metabolismo de la (-) —epicatequina y los polifenoles en general comienza con la
digestion en la boca por accion de la amilasa, generando una reduccion de las
particulas de entre 100 uM y 1000 pM; el impacto de las enzimas sobre la (-) —
epicatequina per se no es relevante, pues el tiempo de exposicién es minimo (40).
Posteriormente, en la fase intestinal se absorbe la mayor cantidad de metabolitos
de la (-) —epicatequina; se generan particulas de menor tamafio (<500 um) a causa
de la pepsina, del movimiento peristaltico y el pH del estobmago. El pH acido del
estdbmago favorece la presencia de la forma no disociada de los polifenoles, lo que
ayudaria a la difusion de éstos a través de la matriz alimentaria (31). Es importante
mencionar que hasta éste momento, la mayoria de los polifenoles generalmente se

encuentran acoplados a un azucar, y son denominados glicésidos.
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Algunas enzimas presentes en el borde en cepillo de la pared intestinal como la
lactasa-florizina hidrolasa (LPH) y carboxilesterasas se encargan de separar a los
polifenoles de ésta porcion de azlicar mediante una hidrolisis, generando de ésta

manera compuestos denominados agliconas (Figura 5).

Posteriormente, éstas agliconas son conjugadas por UDP-glucoronosiltransferasas,
formando glucorénidos, por sulfotransferasas formando sulfatos, y por catecol-
metiltransferasa creando grupos metilados; éstos compuestos son absorbidos en el
intestino delgado y en el higado principalmente (41). Después de ello, sélo una
pequefia porcién de la catequina pasa al colon con la bilis secretada en el proceso
de recirculacion enterohepatica; éstos compuestos seran degradados en diferentes
anillos flavonoides por la accion de la flora intestinal. Los é&cidos fendlicos
catabolizados pueden ser reabsorbidos en la circulacion siendo distribuidos a
distintos 6rganos y tejidos para realizar sus distintas funciones bioldgicas, o

excretados en orina (42).

No se han encontrado receptores especificos en la superficie de las células
epiteliales del intestino, por lo que el mecanismo de transporte de la (-) —

epicatequina en el epitelio es a través de difusion pasiva (43).
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Figura 5. Esquema del metabolismo de epicatequinas. Adaptado de: Bioavailability of tea catechins and its improvement. Cai
Z.(2018) (43).

Disfuncién endotelial

El endotelio es la capa que recubre la parte interna de todos los vasos sanguineos,
esta formado por células endoteliales que se encuentran en contacto directo con la
sangre. Su principal funciébn es la regulacion del tono vascular, mediante la
secrecion de sustancias vasodilatadoras (6xido nitrico, prostaciclina, factor
hiperpolarizante) y vasoconstrictoras (endotelina I, tromboxano A 1l y angiotensina
I1)(34) ademas de regular la proliferacion de células vasculares del musculo liso,

activacion plaguetaria y adhesion leucocitaria.

Bernatova y colaboradores (44) definen la disfuncién endotelial como un
desequilibrio en el proceso fisiolégico normal mediado por el endotelio, que resulta

en la disminucion de las propiedades anticoagulantes y antitrombaticas, crecimiento
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acelerado de tejido vascular y del musculo liso, asi como la alteracion en la
vasodilatacion mediada por el endotelio. Factores como la predisposicién genética,
sedentarismo, tabaquismo, dislipidemias, y el estrés promueven el desarrollo de la

disfuncién endotelial (Figura 6).

Dislipidemias

Tabaquismo

Factores genéticos

\ ¥

Disfuncion endotelial

PR

[ I 7 ] l

Lesion vasu!l'ar ¥ Inflamacion Vasoconstriccién Trombosis Ruptura de
remodelacion la placa

Figura 6. Factores que promueven la disfuncién endotelial y consecuencias. Adaptado de: Endothelial dysfunction:
cardiovascular risk factors, therapy, and outcome. Hadi H. (2005) (45).

Los principales mecanismos que participan en la disfuncién endotelial son la
reduccion en la produccién de 6xido nitrico, aumento en estrés oxidante y reduccion
en la produccién de factor hiperpolarizante (46). La disfunciébn endotelial esta
asociada con el desarrollo de hipertension arterial, cardiopatia coronaria,
enfermedad cerebrovascular, insuficiencia cardiaca; y es el primer paso para la

progresion de aterosclerosis (considerandose como un marcador de riesgo
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cardiovascular). En este proceso de aterogénesis se aumenta la expresion de
moléculas de adhesion, entre las que mas destaca la Selectina endotelial (Sele-E)

(44).

El estrés oxidante es una de las principales causas de la disfuncion endotelial, esta
generado por un desbalance entre la produccion y eliminacion de especies reactivas
de oxigeno (ROS) mediado por antioxidantes; éstas moléculas (ROS) fungen como
segundos mensajeros en la activacion y regulacion de factores de transcripcion de
cinasas involucradas en crecimiento celular, inflamacién, apoptosis y diferenciacion
celular. El estrés oxidante se asocia con dafos y alteraciones en proteinas, lipidos
y &cidos nucleicos, sefializacion celular, mutaciones genéticas y activacion

inmunitaria (47).

La proteccion contra las ROS mediada por los flavonoides puede originarse de
cuatro maneras: captacion de ROS y/o inhibicibn de su produccién enzimatica,
quelacion de cationes divalentes, terminacion de reacciones en cadena e

interaccion con otros iniciadores (34).

Células HUVEC

Como se ha mencionado antes, las células endoteliales son metabdlicamente
activas, por lo que estan involucradas en distintos procesos patolégicos como
angiogénesis, inflamacion y neoplasia. Distintas patologias comparten éstos
procesos fisiologicos, por lo que hace que las células endoteliales sean un modelo

ideal para estudios de diagndstico y de tratamiento.
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Las células endoteliales pueden obtenerse de la vena del cordén umbilical; que
resulta ser una excelente fuente para su extraccion tratdndose de un “tejido vivo” y
de facil acceso (Figura 7). Estas células son denominadas HUVEC (Human

umbilical vein endotelial cells).

Placenta

Arterias

Figura 7. Imagen ilustrativa de la anatomia del cordén umbilical. Las células HUVEC se extraen de la vena umbilical.
Adaptada de Fetal development: The umbilical cord.(48).

Actualmente las células HUVEC son utilizadas para el estudio de procesos
fisiol6gicos mediados por las células endoteliales, tratandose de un modelo
estandarizado en analisis de funcion de células endoteliales humanas en general,
desarrollo de aterosclerosis, metastasis, adhesién de leucocitos al endotelio y

procesos inflamatorios en general (49).
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Como se ha descrito anteriormente, las células endoteliales mantienen un estado
de homeostasis vascular, que es alterado durante la disfuncién endotelial
desencadenando un proceso inflamatorio donde se ven involucradas algunas
interleucinas (IL-6, IL-8) y factores de adhesion (Sele-E) mediados por la activaciéon
de NF-kB; asi como la alteracion en la funcion de enzimas como SOD 2 y eNOS; a
continuacion, se abordaré a detalle de qué manera se involucran éstas moléculas

en el proceso inflamatorio.

Interleucina 6 (IL-6)

Se considera que la IL-6 es una interleucina con efectos proinflamatorios. Es
producida por diversos tipos celulares, tales como monocitos, macréfagos, linfocitos
T y B, fibroblastos, células endoteliales, etc; y esta regulada principalmente por la
IL-1 y TNF-a, pero también pueden ser activadas por receptores tipo Toll (TLR),
prostaglandinas y adipocinas (50). La IL-6 genera sus efectos a través de la unién
a su receptor de membrana compuesto por dos subunidades (IL-6 R y gp130),
ambas subunidades se solubilizan una vez unida la IL-6; el IL-6 R actia como

agonista de la IL-6, mientras que el gp130 actlia como antagonista (51).

Entre sus principales funciones esta la regulacion en la maduracion y diferenciacion
de células B, la activacion de células T y la induccion de fiebre ante algunas
infecciones virales y bacterianas, por lo que se considera que es parte de la
respuesta inflamatoria aguda (52). Sin embargo, también responde a inflamacion
cronica (Figura 9), mediada por estrés oxidante y angiotensina Il (ANG Il), siendo

asi un marcador de inflamacion vascular, cardiopatias y sindrome metabdlico (53).
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En la disfuncion endotelial, la IL-6 juega un papel importante promoviendo el
aumento de moléculas de adhesion intercelular como ICAM-1 y VCAM-1 mediante

la activacion de la expresion de Sele-E (46).

La produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) también contribuye al
desarrollo de la disfuncion endotelial, la IL-6 modula la expresion de receptores AT
1R, lo que podria elevar la produccion de ROS y vasoconstriccion mediada por ANG
[1(54) y finalmente, todos los multiples inductores de IL-6 (IL-1, LPS, TNF-a e IL-4)
promueven interacciones entre las células endoteliales, leucocitos y plaquetas,

generando una activacion y dafio del endotelio (53).

IL-6Ro
sIL6-Ra

Monocito

Trombina

Células endoteliales
| 1 | |

Inflamacion Aguda Inflamacion Crénica

Figura 8. Representacion de la inflamacion aguda y crénica del endotelio mediada por el complejo IL-6/IL-6Ra. Los efectos
mediados por IL-6/IL-6Ra se observan con la linea de guiones. Durante la inflamacién aguda IL-6 promueve lel aumento de
moléculas de adhesion como ICAM-1, durante la inflamacién crénica promueve el aumento de VCAM-1 Adaptado de: The IL-
6-Soluble IL-6Ra Autocrine Loop of Endothelial Activation as an Intermediate Between Acute and Chronic Inflammation: an

Experimental Model Involving Thrombin. Marin, (2001) (52).
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Interleucina 8 (IL-8)

La interleucina 8 es una citocina perteneciente al grupo de las quimiocinas y se
caracteriza por tener efectos proinflamatorios; es codificada por el gen CXCL8. Es
un importante agente de quimiotaxis de neutrofilos como los leucocitos

(principalmente), algunos basofilos y células T (55).

Existen dos isoformas de la IL-8, la derivada de macréfagos y monocitos que cuenta
con 72 aminoacidos, y la derivada de células endoteliales y fibroblastos que cuenta
con 77 aminoacidos. Esta interleucina es ligando de dos receptores de membrana:
CXCR1 y CXCR2, ambos acoplados a proteinas G (56). Se considera una
interleucina activadora de neutrdfilos (Figura 9), ya que favorece su degranulacién

y estimula la fagocitosis.

@ Inflamacién Infeccion
Isquemia, dafio celular, oxLDL Bacterias, hongos (sepsis)
v v
= Reclutamiento de neutroéfilos inducido por CXCR2 = ~ °
L
° . . ° 2 ® .

~ ~ * ® L o Kl . . ® o) ~
CXCL8 . B CXCL8

CXCR2

l

Articulaciones, cerebro, intestino, piel, ‘
higado, corazén, pulmones, venas y arterias

Inflamacién/tejido Heridas/dolor

Organo/tejido infectado

Figura 9. Panorama de la activacién de neutréfilos inducido por CXCR2 en el proceso inflamatorio. Durante la inflamacion,
diversos estimulos pueden generar la produccién de ligandos del receptor CXCR2, induciendo la migracién de neutrdfilos al
tejido que se encargan de combatir a los agentes patdgenos causantes de la infeccion. Algunos mediadores inflamatorios
(como IL-8) también contribuyen al dafio tisular a nivel crénico; incrementando la inflamacion y causando dolor. Adaptado de:

The CXCL8/IL-8 chemokine family and its receptors in inflammatory diseases. Russo. (2014) (57).

Breland y colaboradores (58) encontraron un aumento en la expresion de

guimiocinas ligando del receptor CXCR2 en células mononucleares periféricas y
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dentro de la placa ateroesclerética, lo cual evidencia su participacion en el desarrollo

de la disfunciéon endotelial.

Una vez que entran contacto con las LDL oxidadas, los monocitos aumentan la
expresion de CXCR2 en su superficie, desencadenando un proceso de adhesion y
quimiotaxis derivado de la CXCL8; los macréfagos derivados de monocitos también
juegan un papel importante en angiogénesis, al ser capaces de formar células
espumosas y al entrar en contacto con LDL oxidadas, migrando a la capa intima de
las venas y arterias (57) pudiendo ser éstos los principales mecanismos en la

progresion de la aterosclerosis desencadenados por la CXCLS.

En algunos estudios con modelos de animales también se ha evidenciado el papel
de la CXCL8 en el desarrollo de aterosclerosis; Qin y colaboradores en 2013 (59)
utilizaron una proteina recombinante modificada de CXCL8 (G31P) como
tratamiento para aterosclerosis inducida por una dieta alta en grasas en ratones;
ésta proteina actuaba como antagonista de los receptores CXCR1/CXCR2. Como
resultado de este tratamiento se redujo la expresion de citocinas proinflamatorias,
disminucién en la produccion de metaloproteinasas en la aorta y una reduccién

significante de los niveles de colesterol en sangre.
Oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS)

La enzima 6xido nitrico sintasa endotelial, como su nombre lo dice, se encarga de
producir 6xido nitrico. El 6xido nitrico participa en la relajacion del masculo liso,
modula el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) inducido en la

angiogénesis y regula la coagulacién a través de la activacién de plaquetas (60),
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por lo que se considera que tiene un papel protector en el desarrollo de

aterosclerosis.

Existen tres isoformas de la NOS, NOS neuronal (nNOS), NOS inducible (iNOS) y
NOS endotelial (eNOS, también conocida como NOS 3). En placas ateroscleroticas,
se ha visualizado la expresion de las tres isoformas de NOS, sin embargo, en

arterias normales, predomina la expresion de eNOS (61).

El 6xido nitrico se sintetiza en las células endoteliales en una accion catalizada por

la NOS (dependiente de NADPH), formando L-citrulina a partir de L-arginina (62).

Selectina-E (Sele-E)

La Sele-E es una glicoproteina que se encuentra en la superficie de las células
endoteliales activas, tiene un rol importante en la inmunoadhesion. Se encarga de
mediar la adhesion de neutréfilos en el endotelio activado por citoquinas a través de
la interaccion con PSGL1/CD44 (principales ligandos de Sele-E) y de modular la
extravasacion de leucocitos del torrente sanguineo hacia sitios donde ocurre la

inflamacion (63).

La activacion de Sele-E puede ser inducida por mediadores inflamatorios como IL-
1By TNF-a (64) (Figura 10). La Sele-E juega un rol muy importante en el desarrollo
de placas ateroscleréticas siendo el primer punto para el desarrollo de éstas; todo
inicia con la movilizacion de leucocitos hacia la superficie de las células endoteliales,
donde posteriormente, monocitos proinflamatorios comienzan a filtrarse en la pared
vascular, diferenciandose en macrofagos para agravar el proceso inflamatorio

generando una progresion hacia la aterosclerosis (65,66).
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Figura 10. Activacion de Sele-E y mecanismo de accion. La Sele-E se encuentra en la superficie de las células endoteliales
y puede ser activada por citosinas proinflamatorias como IL-1B y mediadores inflamatorios como TNF-a; una vez activada la
Sele-E es capaz de promover la extravasacién de leucocitos a sitios de inflamacién y la produccién de otros mediadores pro
inflamatorios. Adaptado de: E-selectin targeted immunoliposomes for rapamycin delivery to activated endothelial cells.
Gholizadeh S. (2018) (66).

Mientras que la Sele-E se encarga de activar la migracion de leucocitos, otras
moléculas de adhesion como VCAM-1 promueven una interaccion mas fuerte entre

leucocitos y células endoteliales en la transmigracion hacia el masculo liso (67).

Superoxido dismutasa 2 (SOD 2)

Las especies reactivas de oxigeno tienen un importante rol en la patogénesis de
enfermedades cardiovasculares como la HTA y aterosclerosis; las superéxido
dismutasas (SODs) son la principal defensa de nuestro organismo ante éstas
moléculas. Existen 3 isoformas de SOD; SOD 1 se ubica en el citoplasma, SOD 2
en la mitocondria, y SOD 3 se ubica en el espacio extracelular (68). Las SODs son

capaces de destruir los radicales aniones superéxido, producidos regularmente en
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las mismas células mediante la dismutacion de Oz a H202y su posterior reduccion

a H20 por accion de la catalasa (69) (Figura 11).
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Figura 11. Esquema general de la produccion de ROS y su metabolismo mediado por SODs. El superéxido (O;) es producido
por la NADPH oxidasa, xantina oxidasa y 6xido nitrico sintasa y por algunas enzimas mitocondriales. Por accion de SOD, es
convertido a H,O;; posteriormente es reducido a H,O por algunas peroxidasas y peroxiredoxinas. Adaptado de Superoxide

dismutases: Role in redox signaling, vascular function, and diseases. T. Fukai (2011) (68).

SOD 2 se encarga de regular la funcion mitocondrial mediante la captacion de ROS
y lainhibicion de ONOO-, esto ocurriendo en la matriz mitocondrial, donde se genera

gran cantidad de ROS por la via de fosforilacion oxidativa (68).
Factor nuclear kappa-B (NF-kB)

El factor nuclear kapa-B es un factor de transcripcion pleiotrépico presente en casi
todas las células del organismo, es el punto final de distintos eventos de sefiales de
transduccion iniciados por procesos como la inflamacion, inmunidad, diferenciacion,
crecimiento celular, tumorigensis y apoptosis (60). Se considera que NF-kB es un

potente factor pro aterogénico por su capacidad de regular la expresion de genes
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de respuesta inmune e inflamatoria tales como citoquinas, quimiocinas, moléculas

de adhesion, etc (70).

NF-kB es un complejo heterodimérico formado por proteinas de la familia Rel,
conteniendo RELA/p65, RELB, NF-kB1/p105, NF-kB1/p50 y NF-kB2/p52. Los
distintos dimeros pueden actuar como activadores transcripcionales o represores.
El complejo NF-kB se encuentra en el citoplasma en un estado inactivo acoplado a
inhibidores IkB (60,71), siendo IkBa el predominante y mas conocido. Los IkBs son
degradados por el proteosoma 26S en respuesta a estimulos con agonistas;
liberando asi los dimeros de NF-kB para su translocacion al nucleo y modular la

expresion génica (72).

La activacion clasica o candnica de NF-kB es inducida por estimulos extracelulares
como la activacién de citocinas, TNF-a e IL-1 y por agentes externos como
productos virales, bacterianos y de levaduras a través de distintos receptores tipo
Toll (TLRs). Todos éstos agentes generan la activacion del complejo kB cinasa
(IKK). La ubiquitinacién de factores asociados con el receptor de TNF (TRAF) y
NEMO (modulador esencial IKKyY) facilita la activacion del catalizador KK},
promoviendo la fosforilacion y degradacion de 1kB dejando el dimero de NF-kB libre
para la translocacion al nucleo y poder activar genes blanco. En ésta ruta, NF-kB
regula la transcripcion de quimiocinas, citoquinas y moléculas de adhesion (71,73)

(Figura 12).

La ruta alternativa o no canodnica independiente de NEMO es inducida en respuesta
al factor activador de células B (BAFF), linfotoxina B y RNA viral. La principal

diferencia en ésta ruta es el procesamiento inducible del precursor p100 de NF-kB2
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en su forma madura y la liberacion de los complejos de NF-kB secuestrados. El

procesamiento de p100 es mediado por la fosforilacion inducida de IKKa (74).
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Figura 12. Activacién de la ruta canénica de NF-kB. Adaptado de: Primate Lentiviruses Modulate NF-«B Activity by Multiple

Mechanisms to Fine-Tune Viral and Cellular Gene Expression. E. Heusinger (2017)(73).

Lipopolisacarido (LPS)

Los lipopolisacéridos son un importante componente de la membrana de bacterias

gram negativas; son glicoconjugados que consisten en un dominio lipidico unido a

un oligosacarido central y un polisacarido distal (75). El lipido A (dominio

hidrofébico) es una endotoxina y principal agente de virulencia, el antigeno O- es el

polisacarido distal repetitivo y el “core” u oligosacarido central (Figura 13).
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Figura 13. Estructura del lipopolisacéarido (LPS). Tomado de: Fisiopatologia de la sepsis por bacterias gram negativas:
bases moleculares. Méndez Y. (2015) (76).

Diversos estudios muestran evidencia de que el LPS induce la expresion de
quimiocinas e interleucinas en macréfagos y células del musculo liso. En HUVECs,
es reconocido por receptores toll-like 4 (TLR 4), promoviendo la activacion de NF-

kB desencadenando asi la expresion de citoquinas como TNF-aq, IL-1, IL-6 e IL-8

(77,78).
Antecedentes en el uso de (-) —epicatequina y HUVECs

Diversos estudios se han centrado en demostrar el potencial efecto de los

polifenoles del cacao y el chocolate oscuro como agentes antioxidantes,
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antiinflamatorios, derivando asi beneficios en la salud cardiovascular tanto de

manera preventiva como regresiva como a continuacion son descritos:

Como se ha descrito anteriormente, la biodisponibilidad de los polifenoles depende
en primera instancia de la cantidad que puede aportar el alimento asi como su
propia matriz, del consumo de cada individuo y del efecto de enzimas digestivas y
la microbiota en el metabolismo (31). Se tiene registro de que la concentracion de
metabolitos en plasma puede ir desde los 0.011 puM/L (32) hasta los 5.92 uM/L (33),

siendo consideradas como dosis fisiolégicamente alcanzables.

Noratto y colaboradores en 2011(79) evaluaron el potencial efecto protector de
polifenoles de acai y de uva muscadine en HUVECs bajo estrés inflamatorio
inducido por LPS y glucosa. Como parte de sus resultados encontraron que los
tratamientos con agai y uva muscadine lograron disminuir la expresion de mRNAs
de NF-kB, IL-6, IL-8 y de moléculas de adhesién como Sele-E, VCAM-1 e ICAM-1.
A pesar de que ambos tratamientos mostraron efectos positivos, la uva muscadine

pareciera ser mas eficaz en la regulacién de moléculas proinflamatorias.

Chen-Wei y colaboradores (80) en 2017 analizaron los efectos de resveratrol sobre
la expresion de ICAM-1 inducido por TNF-a en HUVECs. El resveratrol logré
contrarrestar la reduccion en la expresion de miR-221/222, de p38 MAPK y NF-kB
inducidas por TNF-a. También logré atenuar la expresion de ICAM-1 y la adhesién

de monocitos.

Gonzalez-Garrido y colaboradores en 2013 (81) analizaron el efecto de (-) —

epicatequina sobre la via de L-arginina-NO alterada en mujeres con preeclampsia,
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usando HUVECs como modelo de estudio. Tratamientos con (-) —epicatequina 1 uM
y 5 uM lograron disminuir la actividad de NADPH y arginasa; sugiriendo que la
inhibicion de éstas dos enzimas promoveria la disminucion de niveles de superéxido

y el incremento en la sintesis y biodisponibilidad de NO.

Si bien el efecto protector de los polifenoles en la salud vascular ha sido evidenciado
en diversos estudios, aun se desconocen puntualmente los mecanismos a nivel
molecular y de accion a nivel endotelial. Milenkovic y colaboradores en 2018 (82) a
través de analisis de transcriptoma, miRNoma y epigenoma de células endoteliales
expuestas a (-) —epicatequina pudieron demostrar que a éstos niveles de regulacion,
los metabolitos afectan distintas vias celulares involucradas en la permeabilidad
celular y de interacciébn con células del sistema inmune. Con estudios in-vitro
comprobaron que los metabolitos de (-) —epicatequina reducen la adhesion de

monocitos y su translocacién al endotelio.
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3. JUSTIFICACION

Segun datos del INEGI 2017, las ECV representan la principal causa de muerte y
morbilidad en nuestro pais, abarcando el 24% de todas las defunciones registradas
en México. La OMS manifiesta que las principales causas para el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares son la mala alimentacion y la inactividad fisica; por
lo que si se busca disminuir ésta epidemia global, la alimentacién es un punto de

enfoque para lograrlo.

Actualmente existen diversos estudios que muestran evidencia del efecto potencial
de los polifenoles sobre el desarrollo de inflamacion y estrés oxidante, (factores
clave en la evolucion de ECV). Sin embargo, no todos los polifenoles se encuentran
en la misma proporcion en los alimentos, y no todos los alimentos estan disponibles
para toda la poblacion. Es por ello que para éste estudio resulta importante indagar
sobre los efectos que generan dosis fisiolégicamente alcanzables de EC,
(compuesto fenodlico que se encuentra en mayor proporcion en el cacao) en la
expresion de genes de respuesta inflamatoria generada en el proceso de disfuncion
endotelial como parte de la fisiopatologia de las ECV. El cacao es un producto de
facil acceso en nuestro pais, y en algunas regiones forma parte de la dieta de sus
habitantes. Indagar sobre el potencial efecto de dosis de EC que pueden obtenerse
a través de la dieta podria ayudar a desarrollar nuevas estrategias para la
prevencion y tratamiento de enfermedades cardiovasculares; a través de modelos
estandarizados (como los son las HUVECS) para el analisis de la funcion de células
endoteliales y comprender la fisiologia de la aterosclerosis, la disfuncién endotelial

y procesos inflamatorios a nivel de expresion de genes.
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4. HIPOTESIS

La estimulacibn con dosis fisioldgicamente alcanzables de (-) -epicatequina
promovera la disminucién de la expresion de los genes IL-6, IL-8, eNOS y Sele-E,

NF-kB p50 y SOD 2 en el proceso inflamatorio inducido por LPS en HUVECs.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la (-) -epicatequina en la expresion de genes de respuesta
inflamatoria inducida por LPS sobre células endoteliales en cultivo primario

(HUVECS).

5.2 Objetivos especificos

e Analizar el grado de pureza de los cultivos primarios de HUVECs mediante
ensayos de citometria de flujo.

e Analizar la expresion de IL-6, IL-8, Sele-E, eNOS, NF-kB p50 y SOD 2
mediante g-PCR posterior a la estimulacién en HUVECSs con diferentes dosis
fisiol6gicamente alcanzables de (-) -epicatequina, luego de generar una
respuesta inflamatoria inducida por LPS.

e Comparar el efecto de la (-) -epicatequina posterior a la estimulacion con
diferentes dosis fisiol6gicamente alcanzables en la expresiéon de IL-6, IL-8,
Sele-E, eNOS, NF-kB p50 y SOD 2 vs 3-Actina como gen de referencia sobre

HUVECSs luego de generar una respuesta inflamatoria inducida por LPS.
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e Demostrar la ausencia de un efecto citotoxico generado por los tratamientos
de (-) —epicatequina mediante un ensayo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-

difenil tetrazol 6 MTT.

6. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

Este estudio se genero a partir del proyecto "Comparacion del efecto de un extracto
de cocoa vs polifenoles biotransformados sobre la expresion génica en células
mononucleares y endoteliales" con el numero de registro 204 en el INMEGEN. Los
fondos fueron otorgados por la Catedra de Nutrigenémica Nestlé-INMEGEN vy el
INMEGEN. Dicho proyecto tiene aprobacion de los comités de investigacion, ética

en investigacion y bioseguridad del INMEGEN.

6.1Disefno del estudio

Estudio experimental de laboratorio, utilizando como modelo un cultivo primario de

HUVECs.

6.2 Muestra

Se usaron células endoteliales de cordon umbilical humano (HUVECS) en cultivo
primario. Se asegur6 una reproducibilidad de la muestra realizando cada
experimento por triplicado; todo esto a partir de la extraccién de las células de los

cordones umbilicales.

Para realizar los experimentos de expresiéon de mRNA se realizaron duplicados de

las muestras obtenidas de la extraccion celular (para gPCR).
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Se utilizaron las muestras de RNA para hacer los experimentos por triplicado; se
utilizaron muestras correspondientes a experimentos previos realizados en el
laboratorio de Nutrigenética y nutrigenémica bajo las mismas condiciones por
Gonzalez, M en 2017 (39) lo que permiti6 comparar el fendmeno en dos cordones

umbilicales distintos.
Criterios de inclusion y de exclusion
Criterios de inclusion:

e Mujeres embarazadas mayores de edad sin comorbilidades y que aceptaron

firmar el consentimiento informado.
Criterios de exclusion:

e Mujeres embarazadas menores de edad o con comorbilidades.

6.3 Instrumento de investigacién

Al tratarse de un estudio experimental en laboratorio se utilizaron diversos

instrumentos de investigacion:

e QuantStudio 7 Real Time PCR System — Sistema para andlisis de PCR en
tiempo real, que permite detectar la abundancia de transcritos.

e BD FACSAria lll — Citometro de flujo, mediante marcadores especificos
permite evaluar la pureza de los cultivos celulares.

e FilterMax F5 — Espectrofotometro para cuantificar la absorbancia de distintas

muestras que permite interpretar datos de citotoxicidad.
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6.4 Desarrollo del proyecto
Diagrama de flujo

Para el desarrollo del proyecto se realizaron distintas actividades, partiendo desde
un entrenamiento previo en técnicas de cultivo celular. En la Figura 14 se observan

las actividades desarrolladas.

A continuacion se explican a detalle todas las actividades.

Entrenamientoen Recepcion de CU y Cultivo celular; Analisis de pureza

técnicas de cultivo > extraccion de »  mantenimiento hasta » mediante citometria
celular HUVECS 4to pase de flujo
Elaboracion de | Extracciones de | | Ensayo de Tratamightis
cDNA RNA citotoxicidad (MTT)

Elaboracién curvas R RT-PCR ) Analisis de
estandar (RT-PCR) tratamientos resultados

Figura 14. Diagrama de flujo. Desarrollo de las actividades realizadas en el estudio.

Entrenamiento en técnicas de cultivo celular

Previo a la recepcion y manejo de los cordones umbilicales se realizé un
entrenamiento en técnicas de cultivo celular, asi como se revisaron las buenas
practicas del cuarto de cultivo celular y todos sus equipos (campana de flujo laminar,

centrifugas, contador de células, estufas e incubadoras).
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Recepcién de cordones umbilicales y extraccién de HUVECs.

En el presente estudio se utilizaron células HUVECs obtenidas de cordones
umbilicales donados por mujeres sanas que fueron sometidas a cirugia de parto y
gue previamente habian firmado el consentimiento informado (Anexo 1). Los
cordones fueron transportados desde el hospital de procedencia hasta el INMEGEN

en Medio de transporte (M199) para su inmediata manipulacién (Anexo 3).

La extraccion de HUVECS se llevo a cabo de acuerdo con el protocolo de B. Baudin
y con algunas adaptaciones y modificaciones de acuerdo al laboratorio con el que

se cuenta en el INMEGEN, como a continuacion se describe:

Se utlizaron aproximadamente 15 ml de colagenasa 0.05% (Gibco Life

Technologies #1797321), dejandose incubar 30 minutos a 37°C.

Para inactivar la colagenasa se utilizé la misma cantidad de M199 de inactivacion
(15 ml), posteriormente se centrifugd la muestra a 1200 RPM durante 7 minutos. El
pellet formado en el fondo del tubo se resuspendié en 1 ml de M199 completo +
20% SFB + GF. Posteriormente se sembraron las células en frascos para cultivo
Corning y fueron incubadas a 37°C y 5% CO2. El protocolo completo para la

extraccion de HUVECSs se encuentra en el Anexo 4 de éste documento.

Cultivos celulares y mantenimiento hasta 4to pase.

Las células se mantuvieron en condiciones estandar (a 37°C y 5% CO2) se les
realiz6 cambio de medio cada 48 h para asegurar su integridad. El medio utilizado
hasta el primer pase fue M199 completo, con SFB 20% + Suplemento de Factor de

crecimiento endotelial de pituitaria bovina (GF) (Sigma-Aldrich E0760). Después del
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primer pase se utiliz6 M199 completo, con SFB 10% + GF, manteniéndose asi hasta

el 4to pase.

Para realizar los pases fue necesaria una confluencia celular de aproximadamente
80%-90%. Primero se retird el medio, luego se hicieron 1 6 2 lavados con 2 ml de
PBS 1X (Gibco Life Technologies #1139904) a 37°C; se agregaron 3-4 ml de
Tripsina-EDTA #25300-062 y la muestra se dejo incubar por aproximadamente 3-4
min a 37°C y 5% CO:2 hasta que se observaron en el microscopio las células
despegadas. Para inactivar la tripsina se utilizé la misma cantidad de M199 (3-4 ml).
La muestra se centrifugd a 1200 RPM por 7 min para obtener el pellet. El pellet fue
resuspendido en 1 ml de M199 completo + SFB 10% para poder sembrar las células
en otros frascos; dependiendo de la cantidad de células obtenidas se decidié en

cuantos frascos se distribuian (Figura 15).

— (sl _> 4 Eoo

1. Verificar 2. Retirar medio y 3. Agregar 3-4 mL 4. Incubar durante 3-4
confluencia (80% - hacer 1-2 lavados de tripsina EDTA min a 37°C y 5%C0,
90%) con PBS 1X 0.05%
[
ﬂ M199
— rPeIY

8. Sembrar las 7. Resuspender el 6. Centrifugar a 5. Inactivar la
células pellet con Medio 199 1200 RPM por 7 min tripsina con 3-4 mL
y SFB 10% de Medio 199

Figura 15. Procedimiento para realizar los pases celulares. Se realizaron 4 pases previos al tratamiento.
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Se realiz6 el mismo procedimiento hasta alcanzar el 4to pase, donde se realizaron

los tratamientos.

El protocolo para la realizacion de pases se encuentra en el Anexo 5. Los protocolos

para congelacion y descongelacion de células se encuentran en los Anexos 6y 7.
Analisis de pureza mediante citometria de flujo

Se realizé un andlisis de citometria de flujo para evaluar la pureza de los cultivos
celulares utilizados para este estudio, un promedio de 1X10°8 de células fue utilizado

para éste analisis.

Se utilizaron 2 anticuerpos a una dilucion 1:50 en SFB 2%. El primer anticuerpo fue
CD31(PECAM-1) Mouse anti-human monoclonal (#CBL468F) (Chemicon) acoplado
a isotiocianato de fluoresceina (FITC) con un espectro de luz de 516-525 nm y el
anticuerpo Anti-CD62E de Selectina endotelial (#ab82531) (ABCAM) acoplado a

ficoeritrina con un espectro de luz de 480-580 nm.

Para realizar el ensayo, primero se lavaron las células 2-3 veces con PBS 1X para
eliminar residuos del medio, posteriormente se realiz6 un bloqueo con SFB al 5%
durante 10 min; se lavaron nuevamente 2-3 veces con PBS 1X. La muestra se
incubo con el respectivo anticuerpo 1 h y después se lavo nuevamente con PBS 1X.
Se realiz6 una fijacion con paraformaldehido 4% (PFA) durante 10 min a 4°C. La
muestra finalmente fue resuspendida en 1 ml de PBS 1X para realizar la prueba. El
analisis de citometria de flujo se realizé con el citbmetro FACSAria Il en la Unidad
de Citometria de Flujo del INMEGEN. EI protocolo completo (Protocolo A) para

realizar el analisis de citometria de flujo se encuentra en el Anexo 8.
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Tratamientos

Los tratamientos se realizaron una vez que las células llegaron al 4to pase y al

alcanzar una confluencia del 90%.

Para realizar los tratamientos, se utilizaron placas de cultivo de 6 pozos Corning.
Previo a la estimulacion se retird el medio, se lavo con PBS 1X. Cada tratamiento

se realizo por triplicado. Los tiempos a evaluar en éste estudio fueron 2y 4 h.

Tratamiento 1 — Estimulo con distintas dosis de (-) —epicatequina (EC).

Se seleccionaron 3 dosis fisioldgicamente alcanzables, calculando diluciones
seriales; una dosis baja (0.001 uM), una dosis media (0.01 uM) y una dosis alta (0.1

uM) de (-) —epicatequina (SIGMA #E4018-5 mg).

El tiempo de estimulo fue de 2 h; como se ha revisado en la literatura (35,36), es el
tiempo donde se ha registrado el mayor pico de concentracién de (-) —epicatequina
en plasma. De la misma manera, estos tiempos de estimulo han sido
estandarizados en experimentos previos realizados en el laboratorio de
nutrigenética y nutrigendémica del Instituto Nacional de Medicina Genomica,

reportados por Ponce de Leodn, S en 2008 (38) y Gonzalez M en 2017 (39).

Para lograr la concentracion deseada de las dosis utilizadas, se parti6 de una
solucion madre 10 mM diluida en DMSO. A continuacién se muestra un diagrama

de como se realizaron las diluciones (Figura 16 y Tabla 3).
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Solucién Madre Solucién Dosis Alta Dosis Media Dosis Baja
10 mM 10 uM 0.1 uM 0.01uM 0.001puM

Figura 16. Diluciones de (-) —epicatequina para tratamientos de HUVECs.

Tabla 3. Esquema de diluciones de (-) —epicatequina para tratamientos con HUVECs.

Concentracion Vol. Necesario Vol. Necesario M199 Volumen final
dilucion + Antibidtico uL pL
10 uM 2 pL Sol. Madre 1,998 2,000
0.1 pM 40 pL Sol. 10 uM 3,960 4,000
0.01 pM 700 pL Sol. 0.1 pM 6,300 7,000
0.001 pMm 600 pL Sol. 0.01 pMm 5,400 6,000

Tratamiento 2 — Estimulos con LPS

Para realizar este tratamiento se utilizé LPS bacteriano, proveniente de Escherichia
coli O55:B5 de Sigma Aldrich (#297-473-0). A partir de una solucién madre (1 mg
de LPS en 1 ml de PBS 1X) se realiz6 una dilucién para obtener la concentracion
deseada en cada pozo; tomando 2 pL de la solucion madre y colocandolos en 798

uL de medio de estimulacién, logrando una concentracién de 1 pg/ml.

Este estimulo sélo con LPS se hizo para los tratamientos de 2 y 4 h. Todos los

tratamientos se hicieron por triplicado.
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Tratamiento 3 — Estimulos previos con (-) —epicatequinay LPS.

Para éste tratamiento se utilizaron las mismas diluciones de (-) —epicatequina y de
LPS descritas anteriormente. Primero se realizd el estimulo con dosis 0.001 pM,
0.01 pM y 0.1 uM de EC, utilizando 200 pL de las dosis correspondientes (Tabla 3)

y posteriormente el estimulo con LPS.

Para el tratamiento de 2 h, el estimulo con (-) —epicatequina se mantuvo 1 h y
posteriormente se afiadié el LPS 1 h. En el tratamiento de 4 h, el estimulo con (-) —
epicatequina se mantuvo durante 2 h y posteriormente se afiadié el LPS y se

mantuvo durante 2 h.

Todos los tratamientos se realizaron por triplicado. A continuacion se muestran los

esquemas de los tratamientos completos de 2 h (Figura 17) y 4 h (Figura 18).

LPS Estimulo -
(2h) oh| con LPS 2h
Tratamientos EC Eséacn;uloooion >
de2h (2h) Oh| 0.01y0.1uM 2h
EC + LPS Estimulo con Estimulo
EC0.001, LPS >
(2 h) Oh | 0.01yo.1pm 1h | N 2h

Figura 17. Esquema del tratamiento de 2 h. Cada tratamiento se hizo por triplicado. (-) —epicatequina (EC).
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LPS Estimulo -

(4 h) oh con LPS ah

Tratamientos
dedh
Estimulo con ,

EC +LPS Estimulo -
h) EC0.001, on LPS >

(4 0.01y0.1puM 2h 4h

Figura 18. Esquema del tratamiento de 4 h. Cada tratamiento se hizo por triplicado. (-) —epicatequina (EC).

Extracciones de RNA

Se agregaron 500 uL de TRIzol (Invitrogen # de catalogo 98903) en cada pozo. Se
agregaron 100 pL de cloroformo y las muestras se centrifugaron a 12,000 RPM por
15 min. Se separ0 la parte acuosa y se le agregaron 250 uL de isopropanol.
Nuevamente se centrifugd la muestra a 12,000 RPM durante 10 min; con cuidado
de no dafiar el pellet, se retir6 el sobrenadante. Se realizaron 3 lavados con 500 pL
de etanol al 75%. Finalmente el pellet se resuspendié en 22 uL de H20 grado

molecular, libre de RNAsas.

Al terminar la extraccion del RNA se cuantificé su pureza y concentracion mediante
medidas de absorbancia 260/280 y 260/230 nm en un espectrofotometro Nanodrop
ND-1000 de Thermo Fisher Scientific. EI RNA se almacend a -80°C. La extraccion
se realizd de acuerdo a las especificaciones del proveedor, el protocolo completo

se encuentra en el Anexo 9.

Sintesis de cDNAs

Una vez obtenido el RNA, se utilizd6 para sintetizar cDNAs mediante RT-PCR

usando el kit First Strand cDNA Synthesis Kit (#K1612).



40

Primero se ajustd la concentracion de todas las muestras de RNA a analizar, con
una concentracion de entre 500-1000 ng, utilizando H20 grado molecular ajustando
a un volumen final de 20 pL. Se colocé 1 yl de Random Primer a cada tubo de la
dilucién. Para realizar la RT-PCR se siguio el protocolo del proveedor (Anexo 10),
siguiendo los célculos de la Tabla 4, esto se multiplicé por el nUmero de reacciones

gue se realizaron en el momento.

Tabla 4. Célculos para preparacion de Master Mix para rt-PCR

Reactivo Volumen (ul)

RNA 5

Agua Ajustar volumen a 11 pl
Reaction Buffer 5X 4
10 mM dNTPs 2
Mm Rev 2
Ribolock RNAsa 1
TOTAL 20

Curvas estandar

Una vez obtenidas las muestras de cDNA se realizaron las curvas estandar para
cada uno de los genes de estudio (IL-6, IL-8, Sele-E, eNOS, NF-kB p50 y SOD2),
asi como de B-Actina que fue utilizada como gen de referencia. Se realizaron
diluciones seriales 1:5, con concentraciones desde 1,000 ng hasta 0.3 ng. Se
utilizaron 2 uL de cada muestra para hacer la reaccion. Para cuantificar la expresion
se realiz6 una PCR en tiempo real haciendo uso de sondas Tagman de Applied

Byosistems especificas para cada gen de interés (Tabla 5).
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Tabla 5. Sondas utilizadas para PCR en Tiempo Real.

Gen de Interés Sonda
IL-6 HS00985639_m1
IL-8 HS00174103_m1
Sele-E HS00174057_m1
eNOS HS01574659 _m1
NF-kB (p50) Hs00765730_m1
SOD2 Hs00167309_m1

En la Tabla 6 se reportan los reactivos necesarios asi como su cantidad para llevar

a cabo la reaccion.

Tabla 6. Célculos de Master Mix para reaccion de PCR en tiempo real.

Reactivo Volumen (ul)
H20 2.5
MM Méxima Probe 5
Sonda 0.5
TOTAL 8

Al terminar el llenado de las placas, éstas se centrifugaron a 3,200 RPM durante 2-
3 min para asegurar la homogeneidad en la muestra y evitar burbujas que alteraran

la medicion.

El andlisis de las placas se llevd a cabo en la unidad de secuenciacién del
INMEGEN, en el equipo QuantStudio 7 de Applied Bio Systems; el andlisis y

visualizacion de los resultados se realizé en el Software QuantStudio 7.
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El protocolo completo para la realizacion de PCR en Tiempo real se encuentra en

el Anexo 11.

PCR en tiempo real RT-PCR

Para evaluar el efecto en la expresion de IL-6, IL-8, Sele-E, eNOS, NF-kB p50 y
SOD 2 se hizo un andlisis de PCR en tiempo real (Tabla 6). Se utilizé B-Actina como
gen de referencia para realizar la comparacion de cambios entre los grupos con su
respectivo tratamiento. Para éste andlisis se realizaron duplicados de cada
tratamiento realizado en éste estudio, pero también se utilizaron muestras de RNA
obtenidas bajo las mismas condiciones de tratamiento en experimentos previos
teniendo en total de 4 muestras para analizar, por cada tratamiento. El cambio en la

expresion se reportd en Fold Changes (Veces de cambio).

El protocolo completo para la realizacion de PCR en Tiempo real se encuentra en

el Anexo 11.

Ensayo de citotoxicidad (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil tetrazolio 6 MTT)

Se realiz6 una serie de ensayos de citotoxicidad de 1, 2 y 4 h para evaluar el posible

efecto citotoxico de las distintas dosis de (-) —epicatequina utilizadas en el estudio.

El componente principal del ensayo es (3- [4,5- dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil
tetrazolio) o MTT (SIGMA #M-5655); la solucion de MTT disuelta en soluciones
salinas (PBS) es de color amarillento y cambia de color cuando las células viables
escinden el anillo de tetrazolio formando cristales de formazan purpuras. Estos
cristales deben ser diluidos en soluciones acuosas (isopropanol) (#M-8910) para

poder cuantificar su concentracion mediante un espectrofotometro a una longitud de
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onda de 570 nanémetros (nm). El aumento o disminucion en el numero de células
resulta en la cantidad de cristales de formazan generados, indicando el grado de
citotoxicidad causado por el agente de prueba. En éste protocolo, la viabilidad de
las células es probada a través de su actividad metabdlica evidenciada por la

deshidrogenasa mitocondrial (succinato deshidrogenasa).

Para el primer ensayo se utilizaron dosis 0.01 uM, 0.1 uM, 1 pM, 5 uM y 10 uM de
(-) —epicatequina. En el segundo ensayo se utilizaron las mismas dosis de (-) —
epicatequina + LPS; la concentracion del LPS fue la misma utilizada para los
tratamientos anteriormente descritos. Ambos experimentos se realizaron en los
tiempos de 1, 2 y 4 h. Los resultados del analisis se expresaron en % de células

vivas.

Para la realizacién del ensayo de MTT se siguieron los pasos indicados por el

proveedor en el Anexo 12.

6.5 Disefo de analisis estadistico

Variables de estudio

e Cuantitativa continua (Variable dependiente)

Expresion de genes (IL-6, IL-8, Sele-E eNOS, NF-kB p50, SOD 2 y B-Actina)

Porcentaje (%) de células vivas (Ensayo de citotoxicidad)

¢ Nominal (Tratamiento) (Variable independiente)

Efecto de la estimulacion con diferentes dosis de (-) -epicatequina (0.1, 0.01y 0.001

MM) durante 2 h
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Efecto de la estimulacion con LPS durante 2y 4 h

Efecto de la estimulacidn con diferentes dosis de (-) -epicatequina (0.1, 0.01 y 0.001

UM + LPS) durante 2y 4 h

Efecto de la estimulacion con diferentes dosis de (-) -epicatequina (10, 5, 1, 0.1,

0.01y 0.001 uM + LPS) durante 1,2y 4 h.
Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se estimaron las medias y desviaciones estandar de la
expresion de los genes de estudio en cada tratamiento con el software SPSS Stata
25. Se realizaron pruebas de ANOVA de 1 viay la prueba POST HOC LSD para
comparar los diferentes tratamientos en cada experimento, con su respectivo blanco
no estimulado y con el LPS. Los resultados se reportaron en Fold Changes (Veces
de cambio). Para analizar el cambio en la expresion de los genes se utilizo el método
de cuantificacién relativa. Este método relaciona la expresion de transcritos de un

grupo tratado, con un gen de referencia (B-Actina) a través de la ecuacion 2-24CT,
2-4ACT= (CT Target - C Gende referencia)Tiempo X - (CT Target - C cende referencia)Tiempo 0.

RESULTADOS

Recoleccién y cultivo de las células.

Posterior a la recoleccion y extraccion de las muestras, los cultivos celulares se
mantuvieron en condiciones 6ptimas (37°C y 5% CO2). Las células HUVEC que
lograron proliferar adecuadamente mostraron una morfologia tipica de éste grupo

celular formando pequefios “adoquines” como comunmente se ha descrito su forma
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(Figura 19). Al llegar a una confluencia del 80-90% se realizaron los pases
correspondientes utilizando tripsina EDTA 0.05% para desprender las células; todos

los tratamientos se realizaron en el cuarto pase.

Figura 19. Imagen ilustrativa de HUVECs al microscopio. (A) HUVECs cordén umbilical (CU) 8, cuarto pase, (20X); (B)
HUVECs CU 8, cuarto pase, (40X) ambas muestras con confluencia de 60%. (C) HUVECs CU 7 cuarto pase (10X), con
confluencia del 60-70%. HUVECs CU 7, confluencia del 90%.

Andlisis de pureza mediante citometria de flujo

Se evaluo la pureza de los cultivos celulares mediante pruebas de citometria de
flujo. En la Figura 20 se observan los resultados obtenidos con el marcador CD31,
en el grafico (A) se observa el control negativo (sin marcar); en el grafico (B) se
visualizan los resultados de la muestra 1 (células extraidas del CU 1) donde se
obtuvo una pureza del 91.3%. En el grafico (C) (muestra 2, células extraidas del CU

2) se obtuvo una pureza de 89.3% (Figura 20).
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Complementando estos resultados se realiz6 una segunda prueba con células del
CU 2 (muestra 2) utilizando el anticuerpo CD62E anti Sele-E, por lo que la muestra
tuvo que ser estimulada previamente con LPS durante 4 h para poder activar la

Sele-E.

En el grafico (A) de la Figura 21 se observa en control negativo (sin marcar). En el
gréfico (B) se observa la muestra blanco (si estimular con LPS), en el gréfico (C)
se observa la muestra 2 estimulada previamente con LPS, donde se obtuvo una

pureza de 83.7%

A Specimen_001-SM B T ——
& [ &]
—ad ~ .
5383 l& 9 1 3=
SEE 3
= )’ 1 k
E!E | ]
3 ..n"-n n.\‘\n. . - L .
LA "I LA T Illll'l'l ‘lIIII'l T T |||F”|'}
2 ] ‘ $ ot
10 10 10 10 10
FITC-A FITC-A
C Specimen_001-BP1-C8

E_Z fi'f\‘m
S
Ny N

-*‘ﬂ'irﬁTl;a—v—rhﬁTr]‘—.kf““'ll'li'rll's L

TTTT Il'lﬂ
10° i) 10 1
FITC-A

Figura 20. Analisis de citometria de flujo en HUVECs. Anticuerpo CD31. (A) Control negativo. (B) Muestra 1 positiva con

una pureza de 91.3%. (C) Muestra 2 positiva con una pureza de 89.3%.
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Figura 21. Andlisis de citometria de flujo en HUVECs. Anticuerpo CD62E (Sele-E). (A) Control negativo. (B) Blanco,

muestra sin estimulo de LPS. (C) Muestra 3 estimulada con LPS 4 h, positiva; con una pureza de 83.7%

Cambios en la expresion de genes

Previo a la realizacion de los tratamientos, se realizaron pruebas con los transcritos
de los genes GAPDH y B-Actina, siendo ésta el gen constitutivo utilizado para éste
estudio ya que pg-Actina mantuvo su expresion constante sin importar los

tratamientos utilizados.
Cambios en la expresion de IL-6

En el grafico A (Figura 22) se observa un aumento en la expresion de IL-6 tras el
estimulo de las HUVECSs con LPS a las 2 h, aumentando casi 8 veces con respecto
al blanco. Posteriormente, al estimular 1 h con (-) -epicatequina 'y 1 h con LPS se
puede observar una atenuacion en la expresion de IL-6 con el tratamiento de EC
0.001 uM, aunque no son estadisticamente significativos con respecto al estimulo

con LPS Unicamente.



48

En el grafico B (Figura 22) se observa un aumento en la expresion de IL-6 en
HUVECSs posterior al estimulo de 4 h con LPS aumentando 22 veces con respecto
al blanco con una p<0.05. En los tratamientos con EC 2 h + LPS 2 h también se
observaron cambios en la expresion de IL-6. Las dosis 0.01 y 0.1 uM disminuyeron
18 y 13 veces respectivamente la expresion de IL-6 tras el estimulo con LPS con
una p<0.05. Esto podria sugerir que dosis 0.01 y 0.1 uM de EC son suficientes para

atenuar el efecto causado por LPS en células HUVECs.
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Figura 22. (A) Expresioén de IL-6 en HUVECSs al estimular con LPS, EC y distintos tratamientos de EC + LPS durante 2 h. (Los
tratamientos de 2 h comprenden el estimulo con EC 1 h + LPS 1 h obteniendo un tiempo total de 2 h). (B) Expresion de IL-6
en HUVECs al estimular con LPS y distintos tratamientos de EC + LPS durante 4 h. (Los tratamientos de 4 h comprenden el
estimulo con EC 2 h + LPS 2 h obteniendo un tiempo total de 4 h. a= p< 0.05 comparado contra BCO (con vehiculo). b=

p<0.05 comparado contra LPS. Prueba de ANOVA de una via y pruebas comparativas Post-Hoc.
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Cambios en la expresion de IL-8

En el gréafico A (Figura 23) se observa la expresion de IL-8 en HUVECSs posterior al
estimulo con LPS, distintas dosis de EC, y EC + LPS durante 2 h. La expresion de
IL-8 posterior al estimulo con LPS aument6 94 veces con respecto al blanco de 2 h
con una p<0.05. Al estimular con dosis 0.001, 0.01 y 0.1 uM de EC no se observaron
cambios significativos en la expresion de este transcrito. Para el tratamiento de EC
con las mismas dosis (1 h) y el posterior estimulo con LPS (1 h) se observaron
cambios significativos en la expresion de IL-8 con respecto al estimulo con LPS, lo
gue podria sugerir que dosis desde 0.001 uM hasta 0.1 uM de EC serian suficientes
para atenuar la expresion de IL-8 generada por estimulos con LPS en un tiempo de

2 h.

Por otro lado, en el grafico B (Figura 23) se observa la misma tendencia, al comparar
con el estimulo de LPS, la expresion de IL-8 disminuyd con todos los tratamientos
de EC, sin embargo, el estimulo con una dosis de 0.1 uM de EC atenud la expresion
de IL-8 significativamente, disminuyendo hasta 60 veces su expresioén con respecto

a la expresion observada en el tratamiento con LPS.
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Figura 23. (A) Expresion de IL-8 en HUVECSs al estimular con LPS, EC y distintos tratamientos de EC + LPS durante 2 h. (Los
tratamientos de 2 h comprenden el estimulo con EC 1 h + LPS 1 h obteniendo un tiempo total de 2 h). (B) Expresion de IL-8
en HUVECs al estimular con LPS y distintos tratamientos de EC + LPS durante 4 h. (Los tratamientos de 4 h comprenden el
estimulo con EC 2 h + LPS 2 h obteniendo un tiempo total de 4 h). a= p< 0.05 comparado contra BCO (con vehiculo). b=
p<0.05 comparado contra LPS. Prueba de ANOVA de una via y pruebas comparativas Post-Hoc.



51

Cambios en la expresion de Sele-E

En el grafico A (Figura 24) se observan los cambios en la expresion de Sele-E en
estimulos con LPS, EC y EC + LPS durante 2 h con respecto al blanco, aunque
estos cambios no son estadisticamente significativos. Por otro lado, como es de
esperarse, los tratamientos solos con EC no generaron cambios en la expresion de
Sele-E. En los tratamientos con distintas dosis de EC (1 h) y LPS (1 h) no se
observaron cambios significativos en la expresion de Sele-E con respecto al blanco;
en comparacion con el estimulo de LPS si se observé una disminucion en la
expresion, sin embargo éstos cambios tampoco fueron estadisticamente

significativos.

En el grafico B (Figura 24) se observan cambios evidentes en la expresion de Sele-
E. Un estimulo con LPS durante 4 h aumentd la expresion de Sele-E en
comparacion con un banco similar 1056 veces. Al comparar el efecto de EC en dosis
0.001, 0.01 y 0.1 uM previo al tratamiento con LPS se observé una disminucién en
la expresion de Sele-E de hasta 800 veces con dosis 0.001 y 0.01 uM alcanzando
una p<0.05, lo que sugeriria que dosis desde 0.001 y 0.01 uM son suficientes para

atenuar expresion de Sele-E generada por un estimulo con LPS.
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Figura 24. (A) Expresion de Sele-E en HUVECSs al estimular con LPS, EC y distintos tratamientos de EC + LPS durante 2 h.
(Los tratamientos de 2 h comprenden el estimulo con EC 1 h + LPS 1 h obteniendo un tiempo total de 2 h). (B) Expresién de
Sele-E en HUVECs al estimular con LPS y distintos tratamientos de EC + LPS durante 4 h. (Los tratamientos de 4 h
comprenden el estimulo con EC 2 h + LPS 2 h obteniendo un tiempo total de 4 h). a= p< 0.05 comparado contra BCO (con

vehiculo). b= p<0.05 comparado contra LPS. Prueba de ANOVA de una via y pruebas comparativas Post-Hoc.
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Cambios en la expresion de eNOS

En el grafico A (Figura 25) se observa la expresion de eNOS ante el estimulo con
tratamientos de EC, LPS y EC + LPS durante 2 h. Ninguno de los estimulos generé
algun cambio significativo en la expresion de eNOS. Si bien se observé un aumento
en la expresion de eNOS al estimular con dosis 0.01 uM de EC, éste no es
significativo y probablemente se deba a algun error metodoldgico al momento de

realizar los tratamientos, o a la variacion del método de medicion.

En el grafico B (Figura 25) no se observan cambios significativos en la expresion de
eNOS ante el estimulo con LPS de 4 h, lo que sugeriria que probablemente se
necesite mas tiempo de exposicion de las HUVECs a estimulos con LPS para
generar cambios en la expresion. Por otro lado, se observé una tendencia a
aumentar la expresion de eNOS al tratar las HUVECs con distintas dosis de EC
previas al estimulo con LPS durante 4 h sélo una dosis 0.1 uM de EC alcanzé un

cambio significativo con una p < 0.05.
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Figura 25. (A) Expresion de eNOS en HUVECS al estimular con LPS, EC y distintos tratamientos de EC + LPS durante 2 h.
(Los tratamientos de 2 h comprenden el estimulo con EC 1 h + LPS 1 h obteniendo un tiempo total de 2 h). (B) Expresién de
eNOS en HUVECs al estimular con LPS vy distintos tratamientos de EC + LPS durante 4 h. (Los tratamientos de 4 h
comprenden el estimulo con EC 2 h + LPS 2 h obteniendo un tiempo total de 4 h). a= p< 0.05 comparado contra BCO (con

vehiculo). Prueba de ANOVA de una via y pruebas comparativas Post-Hoc.
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Cambios en la expresion de NF-kB p50

En el grafico A (Figura 26) se observa la expresion de NF-kB p50 al estimular con
LPS, EC en distintas dosis y distintos tratamientos de EC + LPS durante 2 h. Una
exposicion a LPS durante 2 h fue suficiente para generar un aumento en la
expresion de NF-kB p50 de hasta 4 veces con respecto al blanco sin estimular,
aunque no alcanzo6 una p<0.05. Distintas dosis de EC no parecen haber generado
cambios en la expresion de NF-kB p50 al igual que tratamientos de EC en distintas

dosis + LPS durante 2 h.

En el grafico B (Figura 26) se observan los cambios en la expresion de NF-kB p50
ante un estimulo con LPS de 4 h y tratamientos de EC + LPS de 4 h. Un estimulo
con LPS sugiere aumentar la expresion de NF-kB p50 al igual que un estimulo de
LPS (2 h) pues aumento 4 veces con respecto al blanco sin estimular, éstos cambios
no son estadisticamente significativos. Al realizar tratamientos de EC + LPS durante
4 h tampoco se observaron cambios significativos en la expresién de NF-kB p50
ante un estimulo con LPS. Por otro lado, una dosis 0.1 uM parece haber aumentado
la expresion de NF-kB p50 de manera significativa con respecto al blanco sin

estimular y al estimulo con LPS de 4 h.
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Figura 26. (A) Expresion de NF-kB p50 en HUVECSs al estimular con LPS, EC y distintos tratamientos de EC + LPS durante
2 h. (Los tratamientos de 2 h comprenden el estimulo con EC 1 h + LPS 1 h obteniendo un tiempo total de 2 h). (B) Expresién
de NF-kB p50 en HUVECs al estimular con LPS y distintos tratamientos de EC + LPS durante 4 h. (Los tratamientos de 4 h
comprenden el estimulo con EC 2 h + LPS 2 h obteniendo un tiempo total de 4 h). a= p< 0.05 comparado contra blanco sin

estimular b= p<0.05 comparado contra LPS. Prueba de ANOVA de una via y pruebas comparativas Post-Hoc.
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Cambios en la expresion de SOD 2

En el grafico A (Figura 27) se observan los cambios en la expresion de SOD 2 ante
un estimulo con LPS, EC y tratamientos de EC + LPS durante 2 h. Un estimulo con
LPS 2 h gener6 cambios en la expresion de SOD 2 de aproximadamente 3 veces
con respecto al blanco sin estimular aunque no alcanz6 una p<0.05. Dosis distintas
de EC no parecen inducir cambios en la expresion de SOD 2 al igual que los

tratamientos de EC + LPS durante 2 h.

En el grafico B (Figura 27) se observa un aumento en la expresién de SOD 2 ante
un estimulo con LPS durante 4 h; lo que podria sugerir que 2 h no fueron suficientes
para inducir cambios en la expresion de este gen. En cuanto a los tratamientos de
EC + LPS durante 4 h se observo una tendencia a disminuir la expresion de SOD 2
en comparacion con un estimulo de LPS. Con esto podria sugerirse que dosis desde
0.001 uM de EC serian suficientes para atenuar de manera significativa el aumento

en la expresién de SOD 2 generado por un estimulo con LPS.
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Figura 27. (A) Expresion de SOD 2 en HUVECS al estimular con LPS, EC y distintos tratamientos de EC + LPS durante 2 h.
(Los tratamientos de 2 h comprenden el estimulo con EC 1 h + LPS 1 h obteniendo un tiempo total de 2 h). (B) Expresién de
SOD 2 en HUVECs al estimular con LPS vy distintos tratamientos de EC + LPS durante 4 h. (Los tratamientos de 4 h
comprenden el estimulo con EC 2 h + LPS 2 h obteniendo un tiempo total de 4 h). a= p< 0.05 comparado contra BCO (con

vehiculo). b= p<0.05 comparado contra LPS. Prueba de ANOVA de una via y pruebas comparativas Post-Hoc.
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Pruebas de citotoxicidad de EC mediante ensayo de MTT.

Se realizaron pruebas de citotoxicidad de EC en tiempos de 1, y 4 h.

En el tratamiento de 1 h de estimulo se observé que dosis fisioldégicas de EC (0.01
— 0.1 uM) no generan ningun efecto citotdxico, pues los porcentajes de células vivas
se mantuvieron dentro del 90% - 100% (Tabla 7), una disminucién en el porcentaje
de células vivas se observé hasta dosis 10 uM.

Por otro lado, en los tratamientos de EC + LPS tampoco se observo un efecto
citotéxico en el uso de dosis fisioldgicas, ya que el porcentaje de células vivas se

mantuvo en rangos de 90% - 100%. A partir de dosis 5 UM se observd una

disminucién en el porcentaje de células vivas.

Tabla 7. Prueba de MTT 1 h en células HUVECSs. Viabilidad de las células representada en % de células vivas.

EC + LPS EC
TX % Células Vivas % Células vivas
CTRL + 88.44 82.15
CTRL - 100.00 100
0.01 pum 104.29 119.93
0.1 uM 96.05 160.08
1pM 106.99 115.47
5uM 70.48 96.63
10 uM 73.88 80.21

En los tratamientos realizados durante 4 h no se observaron alteraciones en la
viabilidad de las células al utilizar dosis fisiolégicas de EC, el porcentaje de células
vivas se mantuvo por arriba del 90%. Una ligera disminucion en el porcentaje de

células vivas se observo a partir de dosis 10 uM (Tabla 8).
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En los tratamientos de EC + LPS se observa el mismo fendmeno, no parece existir
un efecto citotoxico, el porcentaje de células vivas se mantuvo por arriba del 90%,
y al igual que en el tratamiento de so6lo EC, se registré una ligera disminucion en el

porcentaje de células vivas a partir de dosis 10 uM.

Tabla 8. Prueba de MTT 4 h en células HUVECs. Para el ensayo de EC + LPS se realizaron los estimulos 2hcon ECy 2 h
con LPS. Para el ensayo de EC se realiz6 un solo estimulo de 4 h. La viabilidad de las células esta representada en % de

células vivas.

EC +LPS EC
Tx % Células vivas % Células Vivas
CTRL+ 95.76 95.76
CTRL - 100 100
0.01 pM 102.00 104.43
0.1 uM 106.39 104.90
1uM 101.26 103.00
5 uM 91.74 90.21

10 pM 89.91 89.15
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

A través de las pruebas de citometria de flujo se determin6é que la pureza de los
cultivos celulares utilizados en el estudio era la adecuada. Esto permitié asegurar
que el cultivo primario utilizado como modelo de estudio fue el correcto y que los
efectos en la expresion de genes observados (inducidos por los tratamientos con

EC y LPS) son propios de las células endoteliales.

Algunos autores como Hu (83) y Zeron (84) han realizado evaluaciones de pureza
similares en cultivos primarios de HUVECs. Este analisis, resultan de gran
importancia para asegurar que se esta trabajando con el modelo deseado, pues
debido al proceso de extraccion de las HUVECs es probable el arrastre de otras
células como fibroblastos y eritrocitos; lo que podria resultar en un sesgo dentro del
estudio si se evaluara la expresion de genes de éstos grupos celulares, y no del

modelo esperado.

Cambios en la expresion inducidos por el estimulo con LPS.

Se observo una tendencia clara en la activacion de IL-6 e IL-8, asi como de Sele-E
como parte de una respuesta inflamatoria inducida por LPS en HUVECS; es de
esperarse que éstas moléculas se activen ante éste estimulo inflamatorio
tratandose de citoquinas pro inflamatorias (IL-6), quimiocinas (IL-8) y factores de
adhesion (Sele-E) caracteristicos de una respuesta inflamatoria aguda (50,55,63),
y que se ha podido corroborar encontrando su pico de accion a las 4 h. Este modelo
ha sido utilizado previamente por otros autores como Noratto (85) en 2011 y Zhang

(86) en 2019 para inducir una respuesta inflamatoria en HUVECs donde también se
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ha observado la expresion de TLR4, PECAM-1 e ICAM-1 inducida por LPS. Por otro
lado NF-kB p50 también es activada por el LPS, pero en éste estudio sélo se
observo un aumento discreto en su expresion. Este efecto podria atribuirse al hecho
de que la proteina ya se encuentra formada, por lo que la expresion del mRNA
podria hacerse mas evidente tiempo después, tal como se observa en los ensayos
de Noratto (85) cuyos tiempos de estimulacion con LPS de hasta 24 h lograron

inducir una expresion evidente de NF-kB p65 en HUVECs.

Se evaluo también el cambio en la expresién de SOD 2 y eNOS inducido por LPS;
si bien éstas enzimas participan en el proceso inflamatorio, no lo hacen de manera
conjunta en la via que involucra las IL-6 e IL-8, asi como la Sele-E, pues SOD 2y
eNOS actuan como agentes antioxidantes (11,68), lo que explicaria la ausencia en

los cambios de expresion inducidos por LPS.

La EC es capaz de atenuar la expresion de IL-6, IL-8, y Sele-E inducida por LPS.

Si bien en la literatura se reportan los efectos antioxidantes de algunos flavanoles,
flavonoles, antocianinas y otros polifenoles, su rol como agentes moduladores en el
proceso inflamatorio de la disfuncién endotelial también llama la atencion, por lo que
se les ha considerado agentes protectores de la salud cardiovascular. En éste
estudio se encontré que dosis fisiolégicamente alcanzables de EC fueron capaces
de atenuar la expresién de IL-6, IL-8, y Sele-E inducida por LPS en HUVECs desde
las 2 h y con dosis 0.001 uM de EC, sin embargo los cambios fueron aun mas
evidentes con dosis medias (0.01 puM) en tiempos de 4 h. Este hallazgo se asimila
con resultados presentados por Noratto (85) donde se demostrd que polifenoles de

uva muscadine y acai fueron capaces de “proteger” a las células HUVECs ante un
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estrés inflamatorio inducido por LPS y glucosa, atenuando la expresion de IL-6, IL-
8 y NF-kB p65, incluso con tiempos de estimulo con tratamientos con polifenoles

de 30 min.

Comparando éste estudio con la evidencia mostrada por Zhang (86) también se
encontré similitud ante el efecto antiinflamatorio generado por algunos polifenoles
como el resveratrol, siendo capaz de atenuar la expresion de TLR4, MMP3, y MMP9

HUVECSs tratadas con LPS y ox-LDL con dosis de polifenoles desde 1 pM.

No obstante, como se ha revisado en la literatura, pocos (0 nulos) son los estudios
que han empleado dosis fisiolégicas de polifenoles para evaluar su potencial efecto
antiinflamatorio; éste aspecto resulta de gran importancia para el presente estudio
demostrando que incluso dosis fisioldgicas podrian inducir efectos antiinflamatorios
y que impactan directamente la salud cardiovascular. Sin embargo, algunos
estudios en humanos han sido realizados en torno a la EC y podrian apoyar el hecho
de que el consumo de éste polifenol via oral muestra evidencia similar a estudios in
vitro (como los realizados en HUVECS); Barrera-Reyes (87) en un ensayo clinico
aleatorizado, demostr6 que el consumo de un suplemento de cocoa rico en
polifenoles fue capaz de modificar la expresion de algunos genes incluyendo
citoquinas proinflamatorias (como IL-8) y otras moléculas involucradas en el
balance redox en células mononucleares periféricas, sugiriendo efectos
antiinflamatorios inducidos por el consumo de la cocoa a las 2 h, hallazgo que se
compara con los resultados del presente estudio, donde también se observaron
dichos efectos antiinflamatorios a partir de las 2 h (que incluso fue mas evidente a

las 4 h).
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La respuesta de SOD 2 también fue evidente ante los tratamientos con EC y LPS
comportandose de manera similar que IL-6, IL-8, y Sele-E, actuando como agente
antioxidante. Pocos estudios se han realizado en torno a los cambios en la
expresion de SOD 2 y su relacion con polifenoles; evidencia similar fue presentada
por Zhu (88) en 2016, donde demostr6 que dosis 1 uM de salidrosida (compuesto
antioxidante de Rhodiola rosea) logré6 modificar la expresion de SOD 2 ante un
estimulo pro oxidante generado por H202 en HUVECS, de la misma manera que lo
hizo la EC. Por otro lado, Curti (89) en 2019, utilizdé un extracto de propéleo rico en
polifenoles (galangina y crisina) en un modelo murino, donde la ingesta de dicho
extracto fue de hasta 500 mg/kg; ésta dosis logré aumentar la produccién de SOD
1 y otras enzimas antioxidantes en 30 dias, reforzando asi la evidencia del poder

antioxidante de algunos compuestos fenélicos como la EC.

Por otro lado, en éste estudio se encontraron cambios discretos en la expresion de
NF-kB p50 que no fueron significativos tras el estimulo con EC y LPS. Sin embargo
algunos autores como Xia (90) han evidenciado el efecto antiinflamatorio de
polifenoles y catequinas a través de mecanismos dependientes de NF-kB;
inhibiendo directamente la activacion de NF-kB p50 y que resultaria en la
disminucién de moléculas de adhesion, quimiocinas y algunas interleucinas; ésta
evidencia se compara con la disminucion de IL-6, IL-8 y Sele-E reportada en el

presente estudio.

Se sugiere que el no encontrar cambios significativos en la expresion de mRNA de
NF-kB p50 se debe a que el complejo proteico ya se encuentra conformado; por lo

gue la expresion de mRNA podria ser evidente en un tiempo mayor de tratamiento.
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Los cambios en la expresion de IL-6, IL-8 y Sele-E demuestran que efectivamente
existe una activacion de NF-kB, que podria explicarse por la activaciéon rio abajo,
producto de la translocacion del heterodimero p50/p65 al niicleo. Estos hallazgos
podrian compararse con el estudio de Noratto (85) cuyos tratamientos fueron de 24
h con LPS y las dosis de polifenoles utilizadas fueron de entre 5 — 40 mg de
equivalentes de &cido galico/L, tiempo y dosis suficientes para hacer evidente

cambios en la expresion de MRNA NF-kB p65.

Un hallazgo no esperado dentro del experimento fue el aumento en la expresion de
NF-kB p50 en el tratamiento de 4 h al estimular con EC 0.1 uM, sugiriendo que esta
dosis es capaz de promover la expresion de NF-kB p50. Este efecto también fue
observado en el reporte de investigacion de Gonzalez M en 2017 (39) donde se
utilizé el mismo modelo celular y las mismas dosis tanto de EC como de LPS,
encontrando que una dosis 0.1 uM fue capaz de aumentar la expresion de NF-kB
p50 con respecto al blanco. Resulta limitante poder hacer una comparacion
especifica de éste efecto con otros hallazgos en la literatura, pues los estudios
actuales en torno a la EC y su efecto sobre la expresion de genes de respuesta
inflamatoria (especificamente NF-kB p50) tienen mucha variacion entre si (dosis,
tiempos, modelos) lo que representa una limitante para poder comparar éste

fenébmeno.

Por otro lado, existe evidencia de que los polifenoles inducen un aumento en la
expresion de eNOS ante un proceso inflamatorio en el endotelio. En éste estudio no
se observaron cambios relevantes en su expresion. Wallerath (91) reporté en 2002

un aumento en la expresion de eNOS promovido por tratamientos con dosis desde
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10 uM de resveratrol; a pesar de que se trata de un polifenol distinto, esto podria
sugerir que las dosis utilizadas en el presente estudio, no son suficientes para
promover cambios en la expresion de eNOS, o bien, que se necesita mas tiempo

para hacer evidentes los cambios en su expresion.

Ensayo de citotoxicidad MTT

Los datos de los tratamientos de 1 y 4 h son consistentes entre si, sugiriendo que
dosis fisiologicas de EC no generan efectos citotoxicos en las células HUVEC, tal
como otros autores lo han evidenciado con dosis similares como Posadino (92), y

dosis hasta 30 uM de polifenoles similares como la epigalocatequin galato; Liu (93).

8. CONCLUSIONES

Existe evidencia del efecto protector en la salud cardiovascular otorgado por
algunos polifenoles como la EC; éste estudio complementa la evidencia
demostrando su potencial efecto como agente antioxidante al regular la expresion
de SOD 2, y como agente antiinflamatorio, regulando la expresién de citoquinas
proinflamatorias como IL-6, quimiocinas como IL-8 y factores de adhesion como

Sele-E, todas mediadas por la activacién del complejo NF-kB.

El uso de dosis fisiolégicas de EC es un aspecto relevante dentro del estudio, pues
sugiere que podrian ser suficientes para atenuar la expresion de dichos genes de
respuesta inflamatoria inducida en el endotelio. Al obtenerse a través de la dieta
tendrian un impacto positivo al evitar el desarrollo de la disfuncion endotelial, factor

inicial en el desarrollo de aterosclerosis y ECV. Se necesitan mas estudios en
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humanos para poder respaldar éstos beneficios en la salud cardiovascular y

determinar su importancia clinica.

10. PERSPECTIVAS Y/O RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar ensayos de citotoxicidad (MTT) con duracién de 6 h para

evaluar el efecto de dosis fisiolégicas de EC sobre HUVECSs.

Una recomendacion es realizar los experimentos de manera inversa, es decir,
estimular previamente con LPS y luego realizar los estimulos de EC para evaluar
de ésta manera el posible efecto terapéutico de dosis fisiolégicas de EC y su
influencia en la reversion en la expresion de genes de respuesta inflamatoria; esto

responderia a otra hipotesis.
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12. ANEXOS

Anexo 1

o
Instituto Nacional de
=~} Medicina Gendmica

!

=) “* CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO V2

HOSPITAL MATERNO INFANTIL INGUARAN E
INSTITUTO NACIONAL DE MEDICINA GENOMICA.

Num. ID:

Por favor, lea completamente esta carta antes de decidir si desea ingresar al estudio. De
antemano, le informamos que usted puede o no dar su consentimiento para participar en él
sin ninguna consecuencia. Tome todo el tiempo que sea necesario para leer este formato,
pregunte y hable de este proyecto a familiares y amigos.

Esta carta tiene como objetivo explicarle en qué consistira su participacion en el protocolo.

Investigacion: “Comparacion del efecto de un extracto de cocoa versus polifenoles
biotransformados sobre la expresidn génica en células mononucleares y endoteliales ”

Responsable: Dra. Maria Elizabeth Tejero Barrera
Teléfono: 5350-1145

Correo electroénico: etejero@inmegen.gob.mx

INVITACION DE PARTICIPACION: Se le invita a participar en un estudio de investigacion
realizado por el Instituto Nacional de Medicina Genomica (INMEGEN) y con participacion
del Hospital Materno Infantil Inguaran (HMII) de la Secretaria de Salud del Gobierno del
D.F., que tiene por objeto conocer el efecto que tienen los polifenoles de cocoa sobre las
de células del cordon umbilical. Los polifenoles son substancias antioxidantes encontradas
en frutas y verduras, y su consumo se ha relacionado con beneficios a la salud. La cocoa
tiene una alta concentracién de polifenoles activos y sus beneficios se han asociado a la
proteccion en contra de sustancias oxidativas, por ejemplo las originarias por el consumo
de tabaco, alcohol y estrés. Ademés de polifenoles, la cocoa contiene otras substancias
como cafeina y teobromina. Los mecanismos a través de los cuales la cocoa actua en el
organismo aun estan siendo investigados. También se desconoce si es el conjunto de
componentes de cocoa, 0 Unicamente sus polifenoles, los que confieren beneficios a la
salud.
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Propdésito: Este estudio propone estudiar durante los préximos dos afios, muestras de
cordones umbilicales de mujeres embarazadas que acudan para la atencion de su trabajo
de parto en el HMII. El objetivo es estudiar como responden las células de cordén umbilical
al ser estimuladas con todos los componentes de la cocoa; y si esta respuesta es diferente
cuando se estimulan Gnicamente con los polifenoles. Esta carta de consentimiento le dara
informacion importante acerca del proyecto de investigacion mencionado y de manera
adicional, un miembro de nuestro equipo de investigacion le hablara acerca de su
participacion en este proyecto. Si usted decide formar parte de este proyecto de
investigacion, deberd firmar esta carta de consentimiento y recibira una copia de la misma.

¢Por qué se esta haciendo esta investigacion?. Este proyecto de investigacidén se esta
llevando a cabo para entender si los benéficos asociados a la cocoa se deben al efecto
aditivo de todos sus componentes, o si son ocasionados Unicamente por los polifenoles. Se
pretende utilizar células de cordén umbilical como un modelo reflejo del efecto que tiene la
cocoa y sus polifenoles sobre el sistema endotelial.

¢Por cuanto tiempo voy a participar en este estudio de investigacién? Su participacion
en éste estudio se limita a otorgarnos permiso para disponer de su placenta y cordén
umbilical una vez que hayan sido expulsada durante el parto. La placenta y sus anexos
son normalmente desechados e incinerados.

¢, Qué pasara en este estudio de investigacion? Si usted acepta participar en este
estudio, se le pedira que nos firme ésta carta, autorizandonos a utilizar la placenta y sus
anexos, una vez que hayan sido expulsados. Nosotros procesaremos estos tejidos en el
laboratorio, para obtener células y analizar cémo responden al estimulo con cocoa y con
polifenoles de cocoa aislados. Para esto se analizara el ADN (acido desoxirribonucleico),
el ARN (acido ribonucleico) y se identificaran otras moléculas en plasma. Los resultados de
estos analisis podran ser utilizados en estudio similares a este.

¢, Cudles son los riesgos o posibles molestias por participar en este estudio?

No existe ningun riesgo extra para usted o para su hijo. Toda la informacion recopilada
durante el estudio serd manejada con estricta confidencialidad hasta donde es permitido
por las leyes federales, estatales y locales. Solo las personas que estan directamente
relacionadas con el estudio tendran la informacién que permite identificarlo, esta
informacién no sera otorgada a nadie mas y estara protegida bajo llave y por una
contrasefia. La informacién y los expedientes pueden ser revisados por el Comité de Etica
y probablemente por otras Autoridades Regulatorias. Consecuentemente, usted debera
autorizarnos a entregar sus registros médicos a las Autoridades de Salud Regulatorias
Nacionales y y al Comité de Etica en caso de ser requerido. Estos registros seran utilizados
por ellos Gnicamente en relacion al cumplimiento de las obligaciones concernientes a este
estudio.
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¢,Cudles son los posibles beneficios de participar en este estudio?

Dado el tipo de estudio de que se trata, no esperamos que usted se beneficie de forma
directa con los estudios que haremos, pero la informacion que obtendremos puede resultar
en el futuro de gran utilidad para otras personas.

¢ Se me pagara por participar en este estudio?

No habra ningun pago en efectivo por su participacion en este estudio.

¢ Tendré que pagar por mi participacion en este estudio?

Todos los estudios se haran sin costo alguno para usted. Usted debera pagar los demas
procedimientos relacionados con la resolucion de su embarazo en el HMII, como cualquier
otra paciente perteneciente al mismo.

¢, Sitengo preguntas o preocupaciones acerca de este estudio, a quién puedo llamar?

Si usted quiere informarse sobre sus derechos como participante de este proyecto de
investigacion, o tiene alguna queja concerniente a este estudio, puede contactar a la Mtra.
Garbifie Saruwatari Zavala en el tel. 5350-1900 ext. 1157. Ella es la Presidente del Comité
de Etica Investigacion, establecida para ayudar a proteger los derechos de los participantes
en proyectos de investigacion.

Para informacion relacionada a la investigacion, se puede contactar a la Investigadora
Principal del estudio en el INMEGEN, la Dra. Maria Elizabeth Tejero Barrera en el teléfono
y correo que se encuentran al inicio de esta carta.

Restricciones Regulatorias

El estudio se ha estructurado en concordancia con la Declaracion de
Helsinki.

FORMA DE CONSENTIMIENTO

Titulo del estudio: “Comparacion del efecto de un extracto de cocoa versus
polifenoles biotransformados sobre la expresién génica en células mononucleares
y endoteliales ”

Investigador Responsable: Dra. Maria Elizabeth Tejero Barrera
Institucion: INMEGEN, México DF.
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Apellidos:
Nombre (s):
Fecha de nacimiento:
Direccion:

En este documento yo confirmo que (favor de seleccionar en caso de ser verdadero)

O He leido el consentimiento informado de este estudio.

O Se me ha explicado la naturaleza, propésito, duracion, efecto y riesgos relacionados

con el estudio. Se me ha informado qué hacer durante el estudio.

O Todas mis preguntas relacionadas con el estudio han sido satisfactoriamente

contestadas.

O Estoy de acuerdo en participar en este estudio. Cooperaré con los investigadores y

los contactaré en caso de ser necesario.

O Entiendo que mi participacion en este estudio es voluntaria y que puedo rehusar a

participar en él.

O Comprendo que si durante el estudio se dispusiera de alguna informacién que
pudiera influir en mi voluntad de proseguir mi participacién, me seria revelada lo

antes posible.

O Estoy de acuerdo en que se revelaran los resultados del estudio, no obstante, mi

nombre y direccion seran siempre confidenciales.

O Estoy de acuerdo en que el material genético (ADN) que se obtenga de mi sangre

pueda ser almacenado y utilizado para investigaciones similares a esta.

O Estoy de acuerdo en que los investigadores principales conserven mis datos para

invitarme a participar en futuros proyectos de investigacion.

Yo, he leido

la

hoja de informacion. Se me ha explicado el procedimiento del estudio, he podido

hacer preguntas al respecto, y he comprendido el contenido del estudio.

Acepto voluntariamente participar en este estudio.
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FIRMA:
Nombre del participante Firma y fecha de la participante
Nombre y direccién del testigo y relacion con la paciente Firma y fecha del testigo

Nombre y direccion del testigo 2 y relacion con la paciente  Firma y fecha del testigo

Declaracion del investigador o persona que obtiene el consentimiento/asentimiento:

He explicado la investigacion al participante del estudio y he respondido lo mejor que he
podido a todas las preguntas acerca de esta investigacion.

Investigador que obtiene el Consentimiento (Letra de Molde) Fecha/Hora

Firma del Investigador que obtiene el Consentimiento Fecha/Hora
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Reactivo Denominacion Marca No. Cat
Antibiotico - Anti-Anti (100x) (100 mL) GIBCO 15240-062
Antimicdtico
Colagenasa Collagenase Type Il (1 g) GIBCO 17101-015
Epicatequina (-) — Epicatechin (5 mg) SIGMA E4018-5mg

Factor de crecimiento | ¢ eial cell growth (15 mg) SIGMA E0760-15 MG
endotelial
M199 Medium 199 powder (9.5 g) GIBCO 31100-035
PBS Phosphate Buffered Saline GIBCO 70013-032
Suero fetal bovino Fetal Bovine Serum (500 mL) BIOWEST S1650-500
Tripsina Trypsin EDTA Solution 10x SIGMA T4174
Tripsina 0.05% TrypS";T']EL)DTA (1X) (500 GIBCO 25300-062
Water Cell Culture Wati;g{iccililocriglture BioThittaker 17-724F
Penicilina-Streptomicina Penicillin-Streptomycin SIGMA P4333-100ml
LPS Lipopolisacarido SIGMA 297-473-0
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Anexo 3. Composicién de medios de cultivo

Nombre del medio

Composicién

Medio Basal (M199)

Medio 199 1L — GIBCO #31100-035
2.2 g NaHCO43
5.5 g HEPES

Medio de transporte

M199 (Basal)
1% Antibidtico Antimicotico — GIBCO #15240-062

Medio completo

M199 (Basal)
1% Antibiético Antimicético — GIBCO #15240-062
20% SFB — BIOWEST #S1650-500
500 pL x 100 ml M199 de Factor de crecimiento endotelial
— SIGMA #E0760-15 MG

Medio de estimulacién
Medio para inactivar

M199 (Basal)
1% Antibiético Antimicotico — GIBCO #15240-062
10% SFB — BIOWEST #S1650-500

Medio de congelacién

40% M199 (Basal)
50% SFB — BIOWEST #S1650-500
10% DMSO

NOTA. El SFB tuvo que inactivarse para ser utilizado en los experimentos, sometiéndolo a

56°C durante 30 min.
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Anexo 4. Protocolo para la extracciéon de HUVECs

Adaptado de B. Baudin

10.

11.

Previo a la recepcién del corddn, colocar en la campana de flujo laminar todo el material
a utilizar expuesto a luz UV durante 15 min. (Verificar que el cordén no se encuentre
expuesto en lo mas minimo alaluz UV.)

Una vez que se cuente con el corddn y el material esterilizado, se retira el cordén del
medio de transporte y se coloca sobre una cama de gasas y papel aluminio.

Se limpia el corddn con las gasas, se retiran restos de medio, sangre y coagulos.

Con ayuda de las pinzas de diseccién, buscar la vena en uno de los extremos del
cordon; puede distinguirse por debajo de las arterias, siendo el orificio mas grande
(puede sentirse mas blando, las arterias se perciben un poco mas rigidas). En caso de
no distinguir la vena, puede hacerse un pequefio corte con el bisturi.

Una vez que se encuentra la vena, colocar un adaptador dentro. Con ayuda de las
pinzas, subir el cordon de manera que la parte inferior del adaptador quede totalmente
cubierta (evitara que se generen fugas).

Realizar un primer nudo con el hilo estéril; se le da una vuelta al cordén y al adaptador;
puede anudarse nuevamente para dar mas seguridad. Este nudo evita fugas.

Realizar un segundo nudo en forma de “mariposa” cruzandolo en la parte superior del
adaptador y bajandolo por la parte trasera cruzandolo nuevamente. Amarrar a la misma
altura del nudo anterior. Este nudo evitara que se resbale el cordon del adaptador. Hacer
otro nudo sencillo para asegurar.

Colocar en ese extremo una jeringa con aproximadamente 15 ml de PBS 1X. De esta
manera se enjuaga la vena de manera interna, retirando coagulos y restos de sangre.
Procurar que los restos de sangre caigan en el vaso de precipitados con cloro y benzal
(para desinfectar). Repetir el proceso 3 veces 0 hasta que no salgan restos de sangre.
Colocar el segundo adaptador en el otro extremo del cordédn, realizar el primer y
segundo nudo como se describié en los dos puntos anteriores.

Colocar la otra jeringa cargada con aproximadamente 15 ml de PBS 1X y pasarla hasta
que “se bote” el émbolo de la otra jeringa. Esto servira para verificar que no haya fugas
en ningan extremo y que el corddn no esté picado. Retirar el PBS y desechar.

Una vez que se haya asegurado la ausencia de fugas, colocar en la jeringa

aproximadamente 10 ml de colagenasa 0.02% (la cantidad de colagenasa debe variar



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.
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dependiendo del tamafio y longitud del corddn) o hasta que “se bote” el émbolo del otro
extremo y el corddn se vea ligeramente hinchado.

Envolver el corddn, retirando la gasa y que sélo quede el aluminio. Debe hacerse una
especie de “tamal’; posteriormente se incuba a 37°C durante 15 min.

Al minuto 15, se revisa que no haya fugas y se da un ligero masaje al cordén. Si quedod
un poco de colagenasa en la jeringa, se intenta meterla. Se regresa a la incubadora
otros 15 min.

Mientras el corddn se incuba, colocar en un tubo Falcon de 15 ml la misma cantidad de
M199 para inactivar, que de colagenasa utilizada.

Transcurrida la media hora en total, el cordén se retira de la incubadora, se absorbe
toda la colagenasa en una sola jeringa y se deposita en el tubo Falcon con M199 para
inactivar.

Centrifugar 7 min a 1200 RPM.

Decantar sobrenadante, resuspender el pellet con 1 ml de M199 completo 20% SFB.
Tomar 10 ul para contabilizar en BioRad-Cell Counter.

Sembrar el pellet directo en una botella Corning de 25 cm?y agregar el medio restante
para que sean 5 6 6 ml, dependiendo la cantidad de células recuperadas.

Incubar a 37°C, 5% CO.. El medio debe ser cambiado 24 hrs después de que haya sido

realizada la extraccion.
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Anexo 5. Protocolo para larealizacion de pases de HUVECs

1. Realizar los pases cuando exista una confluencia celular de aproximadamente 80%-
90%.

2. Retirar el medio en el que se encuentran las células y realizar 1 6 2 lavados con 2 ml
de PBS 1X a 37°C.

3. Agregar 3-4 ml de Tripsina-EDTA 0.05%, dejar incubar la muestra por aproximadamente
3-4 min a 37°C y 5% CO; hasta que se observen en el microscopio las células
despegadas.

4. Inactivar la tripsina afiadiendo la misma cantidad de M199 para inactivar que de tripsina
utilizada (3-4 ml).

Centrifugar la muestra a 1200 RPM por 5 min para obtener el pellet.
Resuspender el pellet en 1 ml de M199 completo + SFB 10% para poder sembrar las
células en otros frascos.

7. Sembrar las células en los nuevos frascos y ajustar con la cantidad suficiente de M199
completo + SFB.

8. Incubar las células a 37°C y 5% CO..
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Anexo 6. Protocolo para la congelacién de HUVECs

Retirar el medio en el que se encuentran las células y realizar 1 6 2 lavados con 2 ml
de PBS 1X a 37°C.

Agregar 3-4 ml de Tripsina-EDTA 0.05%, dejar incubar la muestra por aproximadamente
3-4 min a 37°C y 5% CO; hasta que se observen en el microscopio las células
despegadas.

Inactivar la tripsina afiadiendo la misma cantidad de M199 para inactivar que de tripsina
utilizada (3-4 ml).

Centrifugar la muestra a 1200 RPM por 5 min para obtener el pellet.

Resuspender el pellet en 1 ml de M199 completo + SFB 10% para poder cuantificar.
Repartir la cantidad requerida en tubos especiales para congelar; se recomienda 1x10°8

células en 1 — 1.5 ml de medio de congelacion.

Anexo 7. Protocolo para la descongelacion de HUVECs

o gk~ w N e

Mantener las muestras durante 5 min en hielo.

Posteriormente mantener las muestras durante 5 min a temperatura ambiente.
Mantener la temperatura de las células a 37°C durante 5 min.

Centrifugar de 1,000 a 2,000 RPM, retirar el medio de congelacion.

Realizar 3 lavados con PBS 1X para retirar restos del medio.

Resuspender en 1 ml de M199 + SFB 10%. Se pueden volver a contar en caso de ser

necesario para verificar el nimero de células vivas.
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Anexo 8. Protocolo para ensayo de citometria de flujo.
Adaptado de Biotechnology Santa Cruz
Preparacion de muestra

Lavar la muestra 2 veces con PBS 1X

Agregar 3-4 tripsina EDTA 0.05%, esperar 4 min a que las células se despeguen.
Inactivar la accion de la tripsina con 5 ml de M199 para inactivar.

Centrifugar la muestra a 1200 RPM por 2 min; decantar el sobrenadante.

a > wnh e

Resuspender el pellet en 1 ml de PBS 1X y cuantificar la muestra.
Fijacion
(Protocolo A)

Agregar 1 ml de PFA 4% e incubar a 4°C 10 min.
Lavar 3 veces con PBS frio y centrifugar por 5 min.
Bloguear con SFB al 5% en PBS por 10 min.

Lavar 3 veces con PBS frio y centrifugar por 5 min.

a > w e

Incubar con anticuerpo 2.5 ul disuelto en 250 ul de SFB al 2% en PBS frio cubierto
de la luz durante toda la noche. (desde 1 6 2 h es suficiente).
6. Lavar 2 veces con PBS y resuspender en 1 ml de PBS frio, mantenerse a 4°C hasta

su lectura en el citbmetro.
(Protocolo B)

1. Bloquear con SFB al 5% durante 10 min a 4°C.
2. Lavar 3 veces con PBS y centrifugar por 5 min.

w

Incubar con anticuerpo 2.5 ul disuelto en 250 ul de SFB 2% en PBS frio, cubrir de la
luz por 30 mina 1 h.

Lavar 2 veces con PBS y centrifugar por 5 min.

Fijar con PFA 4% por 10 min a 4°C

Lavar 3 veces con PBS y centrifugar por 5 min.

N o o &

Resuspender n 1 ml de PBS y mantener a 4°C hasta su lectura en el citémetro.
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Anexo 9. Protocolo para la Extraccién de RNA Método de TRIzol

Células cultivadas o adheridas en monocapa

Retirar el medio de cultivo
Agregar 1 ml del reactivo de trizol por cada 10 cm? de caja de cultivo.
Desprender y Lisar las células mediante pipeteo; transferir a un tubo Eppendorf de

1.5 ml. (Las muestras pueden almacenarse en TRIzol por meses a -80°C.

Separacion de fases

4. Mantener la muestra a temperatura ambiente por 5 min, colocar en hielo para evitar
la degradacion.

5. Agregar 0.2 ml de cloroformo por cada ml de TRIzol utilizado.Tapar y agitar durante
15 segundos.

6. Incubar 2-3 min a temperatura ambiente.

7. Centrifugar a 12,000 Xg durante 15 min a 4°C, (se observaran 3 fases, la fase
acuosa donde se encuentra el RNA, una interfase y la fase fendlica.

8. Separar delicadamente la fase acuosa con una pipeta y depositarla en otro tubo.

Purificacién

9. Agregar 0.5 ml de isopropanol al 100% a la fase acuosa por cada 1 ml de TRIzol
utilizado, agitar.Incubar 10 min a temperatura ambiente.

10. Centrifugar a 12,000 Xg durante 10 min a 4°C, al término de la centrifugacion se
observara un botén 6 pellet blanquecino.

11. Realizar lavados de etanol; de 2 a 5 con etanol 75% por cada ml de TRIzol utlizado.
(Se puede almacenar en ésta fase hasta 1 afio a -20°C)

12. Agitar en vortex 5 segundos, centrifugar a 7500 Xg durante 5 min. Eliminar el

13.
14.

15.

sobrante.

Repetir los lavados de 2 a 5 veces. Secar al aire libre de 5 a 10 min.

Resuspender el pellet en 30 agua libre de nucleasas/RNAsas.Cuantificar la
concentracion en espectrofotometro Nanodrop.

Almacenar a -80°C hasta su uso.
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Anexo 10. Protocolo para retrotranscripcion (RT-PCR)
First Strand cDNA Synthesis Kit (#K1612)

1. Cuantificar muestra de RNA (90 ng/ul -100 ng/pul)

2. Colocar en un tubo:

e 5 plde RNA (500 ng/pl)

e 1l de Random Primers
Ajustar volumen a 11 z con H>O

e 1 ul de Ribolock RNAsa

e 4 ul Buffer 5X

e 2 ul dNTPS Mix

e 2 ul MMulv transcriptasa R

3. Termociclar a las siguientes condiciones:
e 25°C—-5min

e 37°C-60 min

e 70°C-5min

e 4°C—«
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Anexo 11. Protocolo para PCR en tiempo real

Para realizar los ensayos de expresion de genes se utilizaron las siguientes sondas:

Gen de Interés Sonda
IL-6 HS00985639_m1
IL-8 HS00174103_m1
Sele-E HS00174057_m1
eNOS HS01574659 _m1
NF-kB (p50) Hs00765730_m1
SOD2 Hs00167309_m1

1. Colocar en un pozo (placas de 96 pozos):
e 2 pulcDNA

e 25ulH0O

e 5 ul MM Maxima Probe

e 0.5pl Sonda

NOTA: Realizar los célculos necesarios para el nUmero de muestras que se necesite.

2. Sellar las placas y centrifugar a 3,200 RPM durante 2-3 min. Asegurarse de que las

muestras no tengan burbujas.

3. Termociclar a las siguientes condiciones:
e 50°C-2min

e 95°C-10min

e 95°C-15seg

e 60°C-1min
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Anexo 12. Protocolo para ensayo de citotoxicidad (SIGMA KIT)
(3-[4,5- dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) 6 MTT

Llevar los cultivos a un area estéril como la campana de flujo laminar.

2. Reconstituir cada vial de MTT [M-5655] a usar con 3 ml de solucién salina sin rojo fenol
ni SFB. (PBS 1X).

3. Agregar el MTT reconstituido en una proporcion equivalente al 10% del volumen del
medio de cultivo.

4. Regresar los cultivos a la incubadora de 2-4 h, dependiendo del cultivo celular y su
densidad.

5. Luego del periodo de incubacion, disolver los cristales de formazano formados
agregando solucion solubilizante de MTT [M-8910] en la misma cantidad original de
medio de cultivo.

6. Agitar durante 10-15 min en un shaker; en caso de que exista una gran densidad de
cristales de formazano, se puede pipetear para diluir mejor los cristales.

7. Medir la absorbancia en un espectrofotometro a una longitud de onda de 570 nm



