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1. RESUMEN

La aterosclerosis es una enfermedad vascular que esta vinculada al aumento
de los niveles plasmaticos de lipoproteinas de baja densidad, LDL. Existe una
hipotesis que relaciona la oxidacion de esta particula como efecto gatillante de la
cadena de eventos que terminan en la inflamacién de la pared arterial y posterior
disminucién del diametro del lumen del vaso. Las lipoproteinas de alta densidad,
HDL, cumplen un rol protector de la enfermedad, debido a que retiran lipidos desde
la periferia para su metabolizacion en el higado. Sin embargo, HDL también se
puede oxidar y recientemente se ha encontrado HDL oxidada en ateromas. La
terapia antioxidante se vislumbra como una posible solucién al problema, donde
alimentos ricos en antioxidantes como frutas, verduras o vino tinto cobran interés de
estudio como suplemento dietario en humanos.

De acuerdo a lo anterior, estudiamos el efecto de LDL y HDL oxidadas en un
cultivo de células endoteliales humanas. En primera instancia, se caracterizé la
oxidacion in vitro de ambas particulas con cobre y luego se evalud la presencia de
marcadores de estrés oxidativo en las células tratadas con estas lipoproteinas. En el
mismo modelo, se estudid el efecto de un antioxidante polifendlico, &acido
protocatéquico (APC). Se selecciond este compuesto por haber sido detectado en el
plasma de individuos luego de una ingesta aguda de vino tinto, bebida rica en
antioxidantes polifendlicos.

Los estudios de oxidacidon de lipoproteinas mostraron que ambas se oxidan
de manera similar, modificando tanto sus componentes lipidicos como proteicos. Los
marcadores de estrés estudiados, niveles de especies reactivas de oxigeno e
induccion de hemoxigenasa-1, aumentaron significativamente con LDL oxidada;
aungue menor, el efecto de HDL oxidada también fue significativo. Las lipoproteinas
en su forma nativa no produjeron cambios. La adicion de APC logré disminuir a
niveles basales ambos marcadores en células tratadas con una u otra lipoproteina
oxidada.

Estos resultados nos entregan datos acerca de la proteccién otorgada por un
antioxidante exégeno de consumo habitual en el vino tinto como lo es el acido
protocatéquico y dan indicios de la participacién de HDL oxidada en alguna de las

etapas de la enfermedad.



SUMMARY

Atherosclerosis is a vascular disease related to the increment of plasmatic levels
of low density lipoprotein, LDL. The oxidative modifications of LDL trigger the initial
events of arterial wall inflammatory response in a so called “oxidative hypothesis of
atherosclerosis”. High density lipoprotein, HDL, levels have a protective role to vascular
diseases because they promote the retrograde transport of cholesterol from peripherical
tissues to liver for metabolization. However, HDL can undergo oxidation; moreover
oxidized HDL has been found in ateromathous plaques. The antioxidant therapy is a
possible solution to this problem through dietary supplementation with antioxidant rich
food.

In this study, we analized the effects of both, oxidized LDL and oxidized HDL, on
a human endothelial cell culture. In order to know the antioxidant properties of a
bioavailable phenolic compound, prothocatechuic acid (APC), we evaluate the
protection against oxidative injury by oxidized lipoproteins stimiuli.

The lipoprotein oxidation studies have shown a similar oxidation of both LDL and
HDL in them lipid and protein components. Two oxidative stress markers, reactive
oxygen species production and heme oxygenase-1 expression, were significatively
increased in oxidized LDL treatment. Although to a lesser extent, oxidized HDL
increased too the oxidative markers respect to the control cells. Additionally, APC added
to oxidized lipoproteins treatments did maintained the basal levels of the oxidative stress
markers like a control.

These results supports the role of endhothelial cells as a target of oxidized
lipoprotein in the indication for the participation of oxidized HDL in some of the steps in
disease and show information about the protection confered by an exogenous

antioxidant present in a habitual consume drink like red wine.



2. INTRODUCCION

Los lipidos son transportados en el torrente sanguineo por medio de las
lipoproteinas. Las lipoproteinas se han agrupado en sub-poblaciones; éstas son las de
alta densidad (HDL), densidad intermedia (IDL), baja densidad (LDL) y muy baja
densidad (VLDL). Las (LDL) poseen un alto contenido graso y participan en el
transporte de lipidos desde el torrente sanguineo hacia los tejidos periféricos. Las HDL
poseen una mayor proporcién de proteinas respecto a lipidos y cumple un rol esencial
en el transporte reverso de colesterol, es decir desde los tejidos periféricos hacia el
higado para su modificacion y posterior excrecion.

Por otra parte, la aterosclerosis se define como una enfermedad que afecta el
sistema vascular el cual trae como consecuencias el desarrollo de infartos cerebrales y
del miocardio, gangrena y pérdida de la funcion en las extremidades, siendo
responsable del 50 % de la mortalidad en paises desarrollados, tales como Estados
Unidos, Japdén y Europa (Ross, 1993). La relacion directa entre niveles plasmaticos de
lipoproteinas de baja densidad, LDL, y la ocurrencia de la enfermedad guio los estudios
gue llevaron a formular una hipétesis llamada “hipétesis oxidativa de la ateroesclerosis”
planteada por Daniel Steinberg en 1992. En ésta, la causa de la enfermedad seria la
acumulacion de LDL en el espacio subendotelial en sujetos con altos indices
plasmaticos de LDL. Asi, en ausencia de la gran capacidad antioxidante del plasma, las
lipoproteinas se oxidarian para crear una nueva particula llamada LDL oxidada (LDLox)
con propiedades fisicoquimicas diferentes (Henriksen y cols., 1981, 1983) al igual que
funciones biolégicas distintas como la unidon a receptores para LDLox (LOX-1) o
receptores de aseo (SR-BI), activacion de genes de respuesta inflamatoria y en general,
un aumento del estrés oxidativo en el entorno de la placa aterosclerotica,
produciéndose asi un efecto autocatalitico para la modificacion oxidativa de
componentes extracelulares e intracelulares. La deteccion de LDL oxidativamente
modificada (LDLox) en lesiones arteroscleréticas (Palinski y cols., 1989), entrega aun
mas evidencia para formular la hipoétesis oxidativa de la aterosclerosis.

El mecanismo de oxidacion in vivo de LDL aun no ha sido completamente

dilucidado, sin embargo se postulan diversas vias que conducirian a la oxidacién de la



lipoproteina (Heinecke y cols., 1998). Entre estos se encuentran la oxidacion a través
de metales como hierro y cobre (Heinecke y cols., 1984), actividad de la enzima
lipoxigenasa, capaz de peroxidar lipidos presentes en alta concentracion en
lipoproteinas (Yamamoto y cols., 1992) y la participacién directa de especies reactivas
del oxigeno y nitrogeno como moléculas capaces de modificar lipidos y residuos de
proteina de las apoproteinas (Halliwell, 1993; Steinbrecher, 1987). Estas vias de
modificacion de lipoproteinas actuarian lejos del plasma (Stocker y cols., 1988).

Las lipoproteinas se pueden oxidar in vitro con CuSQ,, obteniendo las mismas
modificaciones de la incubacion en células (Steinbrecher y cols. 1987, 1996). Diversos
autores han publicado trabajos acerca de LDL oxidada y los cambios que produce a
células en cultivo. En esta clase de modelos ex vivo, se ha evaluado el papel de
metales como cobre y hierro en el proceso de oxidacion de LDL, encontrando que son
necesarios para lograr oxidar la particula lipoproteica (Steinbrecher y cols., 1984).

Una de las dificultades del estudio de los mecanismos moleculares involucrados
en el desarrollo de la enfermedad y su vinculacién a lipoproteinas oxidadas, es el
amplio grado de oxidacion que se puede obtener para cada particula purificada. Esto
debido a la heterogeneidad, tanto en el contenido de moléculas liposolubles
antioxidantes que contienen, como la Vitamina E o la proporcion de lipidos con distinta
estructura y saturacion (acidos grasos monoinsaturados, poliinsaturados o insaturados,
colesterol, etc.) (Steinberg, 1997).

La evaluacion del grado de oxidacion de las lipoproteinas por ensayos que
determinan la formacion de malondialdehido (MDA) (Lee, 1980), cambios en la
movilidad electroforética (Noble, y cols., 1968), la formacion de dienos conjugados
(Dieber-Rotheneder y cols., 1991) o la determinacion de grupos amino en las
apoproteinas (Habeeb y cols., 1966), entregan informacidén acerca de la magnitud de la
modificacion sufrida por las lipoproteinas purificadas a partir de plasma humano y de
animales de estudio o en ensayos de oxidacion in vitro, ya sea por incubacién con
células endoteliales o macréfagos, o suspendidas en un tampdn conteniendo cobre o
hierro.

El término estrés oxidativo indica un desbalance de especies pro-oxidantes y

anti-oxidantes, predominando las primeras. LDLox es inductora de estrés oxidativo y se



han establecido algunos marcadores de esta condicién. Uno de ellos y probablemente
el mas directo es la determinacién de especies reactivas del oxigeno, EROs, las que
aumentan en células tratadas con la lipoproteina oxidada (Cominacini, 2000). Una
manera indirecta de detectar el incremento de estrés oxidativo es evaluando la
induccion de una proteina de estrés térmico HSP-32 o hemoxigenasa-1 (HO-1). El gen
gue codifica para esta proteina posee un sitio de union para un factor nuclear que esta
involucrado en procesos de aumento de estrés oxidativo (Siow y cols., 1995)

En numerosos estudios epidemiolégicos se ha documentado una relacion inversa
entre los niveles plasmaticos de HDL y la incidencia de enfermedad arterial coronaria
aterosclerotica (Gordon y cols., 1989). Esta proteccion podria ser mediada a través de
una inhibicion en la oxidacion de LDL por HDL (Parthasarathy y cols., 1990) o por el
denominado transporte reverso de colesterol, el cual traslada lipidos desde la periferia
hacia el higado para su metabolizacion. Este mecanismo también podria incluir el
traspaso de lipidos oxidados desde la LDLox, ayudando a la detoxificacion de estas
moléculas. Sin embargo, se ha descrito que HDL obtenida de individuos luego de un
infarto al miocardio, no sélo pierden la capacidad de proteger a LDL de la oxidacion,
sino que aumentaron la oxidacion de LDL (Hama y cols., 1992).

Recientemente se ha reportado la presencia de HDL oxidada (HDLox) en
lesiones ateroscleréticas (Nakajima y cols., 2000). Ademas existe evidencia previa que
sefiala que HDL es susceptible a la oxidacién in vitro al igual que la LDL (Gordon,
2000). El conocimiento sobre sus efectos sobre el endotelio, se limita a verificar la
pérdida de su capacidad ateroprotectora al disminuir la salida de colesterol de células
espumosas luego de ser tratadas con HDLox respecto al tratamiento con HDL nativa
(Nagano y cols., 1991). La relacién acerca de la posible participacién de HDLox en el
desarrollo de la aterosclerosis aun no se conoce, tampoco se sabe si estas
lipoproteinas oxidadas inducen estrés oxidativo en células relacionadas a la vasculatura
asi como lo hacen las LDLox.

En los sistemas bioldgicos existen una serie de enzimas encargadas de
transformar moléculas prooxidantes en otras con menor reactividad. Por otra parte
actuan de igual manera moléculas antioxidantes, ya sea de origen endégeno como

exdgeno, las cuales ayudan a mantener este equilibrio oxidativo.



Los polifenoles son moléculas antioxidantes que se encuentran en una gran
variedad de vegetales. Se dividen en dos grandes grupos: 1. Flavonoides (catequina,
quercetina, malvidina, genisteina, entre otros) 2. Acidos fenolicos (ac. galico, ac.
ferdlico, ac. protocatéquico, entre otros).

Una fuente importante de abundantes y diversos polifenoles lo constituye el vino
tinto. Estudios realizados en sujetos sometidos a una dieta con alto contenido lipidico,
demuestran una pérdida de la funcién endotelial. EI mismo estudio muestra que la
funcion endotelial se reestablece al suplementar esta dieta con vino o al administrar una
dieta rica en frutas y verduras, todas ellas fuentes de antioxidantes polifenélicos
(Cuevas y cols., 1998).

Es por este tipo de hallazgos que se considera la administracion de antioxidantes
se vislumbra como una herramienta de proteccion frente a enfermedades
cardiovasculares y otras, que involucran aumento de estrés oxidativo, como por ejemplo
la enfermedad de Alzheimer. Sin embargo, es necesario dilucidar los eventos
moleculares que conducen a la pérdida del equilibrio oxidativo en distintos sistemas
celulares para comprender asi el proceso de envejecimiento y las enfermedades
asociadas a éste.

Resulta de gran interés descubrir la relacion existente entre el grado de
modificacion oxidativa de la LDL y la secuencia de eventos en el proceso de
aterogénesis para asi comenzar a realizar ensayos clinicos con antioxidantes, lo cual
corresponderia a una de las ultimas fases de la puesta en el mercado de farmacos que
ayuden a evitar la aparicion de la enfermedad. Por otra parte, ain no se establece el
papel fisiolégico o fisiopatoldgico de las HDL oxidadas en este proceso, ni tampoco Si
sus nuevas propiedades estructurales le entregan o no caracteristicas proaterogénicas

tipicas de la LDLox.



2.1 HIPOTESIS

De acuerdo a antecedentes previos, en esta tesis se propone la siguiente hipotesis:

“Las Lipoproteinas humanas (LDL y HDL) oxidadas incrementan el estrés
oxidativo en células endoteliales humanas en cultivo. El acido protocatéquico
revierte tal efecto”.

2.3.1 OBJETIVO GENERAL

2.3.1.1 Evaluar marcadores de estrés oxidativo en un modelo de cultivo de células
endoteliales humanas tratadas con HDL y LDL en sus formas oxidadas.
2.3.1.2 Comprobar el efecto antioxidante del acido protocatéquico en células

tratadas con lipoproteinas oxidadas.

2.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.3.2.1 Purificar, oxidar y caracterizar lipoproteinas humanas de baja y alta
densidad, estableciendo parametros claros de identificacion tanto de LDL y HDL asi

como de sus formas oxidadas a nivel de componentes lipidicos y proteicos.

2.3.2.2 Cuantificar las especies reactivas del oxigeno y determinar el incremento
de la masa de hemoxigenasa-1 en cultivos de células endoteliales de vena de corddn
umbilical humano (HUVEC), tratadas con lipoproteinas nativas y oxidadas vy
antioxidante.

2.3.2.3 Evaluar y correlacionar la formacién de residuos de nitrotirosina como
modificacién oxidativa directa en proteinas totales del cultivo de células HUVEC,

tratadas con lipoproteinas oxidadas.



2.3.2.4 Establecer el efecto de un antioxidante polifendlico en los procesos de
estrés oxidativo estudiados. Nuestro laboratorio ya ha detectado acido protocatéquico
en vino y plasma de voluntarios con ingesta moderada de esta bebida. Por esto se
decidié evaluar este antioxidante frente a estimulos oxidativos directos en células del

endotelio.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

3.1.1 Reactivos quimicos

De SIGMA-Chemical

Medio de cultivo M199, medio M199 sin rojo fenol, colagenasa tipo I, sal de
Hanks, penicilina-estreptomicina, heparina, medio DMEM, HEPES, EDTA, gelatina,
albumina sérica bovina (BSA), aprotinina, PMSF, SDS, Tritdbn X-100, Trizma base,
acrilamida, bisacrilamida, TEMED, nitrocelulosa, quercetina, acido protocatéquico,
DCF-DA.

De GIBCO-BRL

Medio de cultivo de células endoteliales humanas libres de suero (human
endothelial-SFM System), suero fetal de bovino (FBS), suero de ternera (CS),
fungizona, reactivo TRIZOL, SuperScript Il, randoms primers, L-glutamina.

De Perkin —Elmer
Material PCR para HO-1 (Deoxinucleétidos, MgCl,, Tampén 5X PCR, Taq

polimerasa).

De PROMEGA
Material PCR para B-actina (Deoxinucleotidos, MgCl,, Tampon 5X PCR, Taq

polimerasa).

De Santa Cruz Biotechnology
Anti-IgG de conejo conjugado con peroxidasa (HRP)

Anti-eNOS policlonal desarrollado en conejo

De Stressgen
Anticuerpo policlonal anti-heme oxigenasa-1 desarrollado en conejo (HO-1) (spa-
896).
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De Upstate Biotechnology

Anti-nitrotirosina, anticuerpo monoclonal desarrollado en conejo.

De Chiron
Factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF) y factor de crecimiento

endotelial (EGF) (Donados gentilmente por el Dr. Carlos George-Nascimiento).

3.1.2 Material biolégico

Corddn umbilical humano para la obtencién de células endoteliales de vena
(HUVEC) obtenidos de la maternidad de la Escuela de Medicina de la Pontificia
Universidad Catolica de Chile.

Plasma humano de hombres jovenes normolipidémicos obtenido por donacién
voluntaria y procesado por el Banco de Sangre del Hospital Clinico de la Pontificia
Universidad Catolica de Chile.

3.1.3 Oligonucleodtidos partidores

Para las reacciones de amplificacién por PCR, se utiliz6 los siguientes juegos
de partidores, mandados a sintetizar a KEYSTONE LABS. (USA) y distribuidos por
BioSonda S.A. (Chile):

HO-1 humana : 20 f80-100 5°- AGG CAG AAG AAT GCG AGT TT-3
18 r332-350 5°- GCT TCA CAT AGC GCT GCA-3

R-Actina Humana : 19 f281-300 5°- CGA CAT GGA GAA AAT CTG GC-3
19 r561-580 5-AGG TCC AGA CGC AGG ATG G-3

Estos partidores fueron diseflados a partir de la secuencia del cDNA de la
proteina de estrés térmico HSP-32 ya descrita en la base de datos Gene Bank en

Internet.
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3.2. Métodos
3.2.1. Purificacion de LDL y HDL

Las lipoproteinas se prepararon a partr de plasma humano por
ultracentrifugacion secuencial de acuerdo al método descrito por Havel y cols. (1995),
con modificaciones.

La muestra se obtuvo a partir de aproximadamente 800 ml de sangre de distintos
donantes voluntarios normolipidémicos con ayuno de 12 horas, por puncion de la vena
antecubital, separando el componente celular por centrifugacion a 2500 rpm por 15
minutos.

La densidad final del plasma se ajustdé agregando 0.4946 g/ml de KBr seco,
luego se agregd hidroxitolueno butilato (BHT) como antioxidante a una concentracion
final de 20 uM. A continuacion se carg6é lentamente sobre una solucion isotonica de
NaCl en un rotor zonal TZ-28, en una proporcion de 1,531 : 1 de NaCl : plasma, y se
centrifugd a 28000 rpm por 20 h a 4°C en ultracentrifuga Beckman L8-70.

Se colectaron fracciones de 20 ml desde el rotor zonal y de cada fraccion se
midié la absorbancia a 494 nm para determinar la presencia de las lipoproteinas. De
esta manera se realizé una seleccidn de las fracciones enriquecidas en HDL y LDL para
su posterior purificacion por ultracentrifugacion en un rotor vertical.

Para purificar las lipoproteinas por flotacién, se mezclé separadamente las
fracciones seleccionadas para las HDL y las LDL, y se ajusta la densidad de cada una
adicionando KBr seco de acuerdo a la siguiente formula:

dlipoproteina - dmuestra

g KBr= Volumen (ml) X
1 - (0,312 X diipoproteina)
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donde diipoproteina COrresponde a la densidad promedio de cada lipoproteina (HDL=1.215
g/ml ; LDL=1.063 g/ml).

Cada mezcla se carg6 en tubos de polipropileno (Beckman Quick Seal) y se
centrifug6 a 48000 rpm por 20 horas a 4°C en un rotor vertical Vti-50.

Al término de la corrida se obtuvo, en la parte superior de cada tubo, las
lipoproteinas purificadas (LDL de color anaranjado y HDL de color amarillo), las que se
colectaron cuidadosamente con pipeta Pasteur.

Las lipoproteinas obtenidas fueron desalinizadas posteriormente por
cromatografia de exclusion molecular en columnas Bio-Rad Econo-Pac 10 DG (gel de
poliacrilmida con limite de exclusion de 6000 daltons ), se eluyeron con solucion tampoén
PBS con EDTA 0,25 mg/ml (pH 7,4).

Finalmente, las distintas fracciones fueron guardadas bajo ambiente de
nitrogeno, a 4°C y en oscuridad.

La concentracion de las lipoproteinas se determind por el método de Lowry
modificado (Markwell, 1978).

3.2.2. Estudio de oxidacion de lipoproteinas in vitro

Para la reaccion de oxidacion se eliminé el EDTA presente en la solucion de
lipoproteinas, mediante cromatografia de exclusion molecular en columnas BIO-RAD
Econo-Pac 10 DG, usando PBS (pH 7,4) como tampon de elucion. Luego, las
lipoproteinas, a una concentracion de 1 ug/ul, se incubaron con CuSO4 (20 uM) a 37°C
por 20 horas. La reaccion se detuvo con la adicion de EDTA 200 uM y se almacené en

atmosfera de N, a 4°C (Parthasarathy y cols., 1989).
3.2.3. Formacion de dienos conjugados
Se analizé la susceptibilidad a la oxidacion inducida por cobre de las

lipoproteinas a través de la cinética de formacion de dienos conjugados, midiendo el

cambio de absorbancia a 234 nm mediante registro continuo en un espectrofotdmetro
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Shimadzu UV-1691 (Dieber-Rotheneder y cols., 1991). EIl ensayo se realiz6 con 1
mg/ml de lipoproteinas en PBS con CuSO4 20 uM a 37°C, por 20 horas.

3.2.4. Determinacién de grupos amino libres

El analisis de los grupos amino de los residuos aminoacidicos de las
lipoproteinas se realiz6 mediante un método espectrofotométrico que involucra la
formacion de un compuesto derivado de la reaccion entre un grupo NH, presente
mayormente en residuos de lisina y el acido trinitrobenzensulfénico (TNBS), con un
maximo de absorcion a 340 nm (Habeeb, 1966).

Brevemente, se incubaron lipoproteinas 0.2 pug/ul con NaHCO3; pH 8,5 y TNBS
0.1% a 37 °C por 1 hora. Se agreg6 200 ul de HCI 1M y 100 pul de SDS 10%, se agitd
suavemente y se incubd 15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se midio
la absorbancia a 340 nm. Los valores se interpolaron en una curva de calibracion

realizada con un estandar de L-valina.

3.2.5. Electroforesis en geles de agarosa

Las lipoproteinas (30 pg) se separaron por electroforesis en un gel de agarosa al
0,7 % (p/v) en tampodn barbital 0.05 M a pH 8,6. Luego, el gel se fij6 por 30 minutos en
una solucién de ac. acético 5% y etanol 75%. Posteriormente, el gel se seco, se tifié
con Sudan-black B solubilizado en 30% etanol y se lavd 5 veces con etanol 30%
(Noble, 1968).
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3.2.6. Electroforesis en geles de poliacrilamida en gradiente

El contenido de apoproteinas presentes en las distintas preparaciones de
lipoproteinas, se evalu6 en geles de poliacrilamida en condiciones denaturantes en una
gradiente de concentracion del 4 al 25% (Fong y cols., 1987).

Brevemente, 30 ug de lipoproteinas denaturadas por calor se separan por
electroforesis y las bandas de proteinas se identificaron por tincion con azul de

Coomassie.

3.2.7. Cultivo de células endoteliales humanas

3.2.7.1. Obtencion y mantencién del cultivo primario:

A partir de cordones umbilicales humanos, proporcionados por el servicio de
maternidad del Hospital Clinico de la Universidad Catdlica de Chile, las células HUVEC
fueron aisladas por digestion controlada de acuerdo al procedimiento descrito
anteriormente (Jaffe y cols., 1973) con algunas modificaciones.

Brevemente, el cordon umbilical, de aproximadamente 20 cm de largo, se recibio
en tampdén Hank's y se limpié exhaustivamente para remover los restos de sangre (bajo
condiciones estériles). Posteriormente, la vena se llend con colagenasa tipo | (1 mg/ml))
en tampdén Hank's y se incubd por 20 minutos a 37 °C en bafio termoregulado con
agitacion suave. El contenido se colectd y se centrifugd a 200 x g por 5 minutos a
temperatura ambiente. El sedimento de células se resuspendio en medio 199 pH 7,4,
gue contenia SFB 10%, penicilina-G 100 U/ml, estreptomicina 100 pg/ml, bFGF 10
ng/ml, EGF 5 ng/ml, heparina 50 pug/ml, anfotericina B 0,250 pug/ml, deoxicolato de sodio
0,205 pg/m, y se sembraron en botellas de cultivo de 25 cm? pre-cubiertas con gelatina
de porcino (2% p/v). Después de 24 h de cultivo a 37°C en una atmésfera humidificada
de CO, 5%y aire 95 %, las células se lavaron con el medio 199, donde se reemplazé

el SFB 10 % por una mezcla de SFB 5 % y suero de ternera 15 %.
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Luego de 48-72 horas de cultivo en medio de mantencién, antes de alcanzar
confluencia, las células fueron subcultivadas desprendiéndolas mediante incubacion
con Tripsina-EDTA 0.05% por 1-2 min. A 37 °C. Para llevar a cabo este procedimiento,
primero las células se lavaron con PBS, luego se cubrieron con tripsina (20 pl/cm?) y
una vez despegadas se resuspendieron en medio 199 que contiene suero fetal bovino
10 % para inactivar la tripsina. Los subcultivos se realizaron en diluciones 1:2 y 1:4, con
cambios de medio de mantencion cada 48 horas. Para los diferentes experimentos
realizados en esta tesis, las células endoteliales se utilizaron entre el 2° y 8° pasaje, en
placas de cultivo cubiertas con gelatina (2% p/v), reemplazandose el medio de
mantencion por medio de deplecién (M199 sin rojo fenol que contenia SFB 1%; BSA
0,1%; de penicilina G 100 U/ml y de estreptomicina 100 pg/ml), 12 horas antes del

tratamiento.

3.2.7.2. Caracterizacion de los cultivos primarios de células endoteliales:

Para caracterizar y determinar la proporcion de células endoteliales presentes en
la preparacién celular, se evalu6 la morfologia tipica similar a “adoquines” que exhiben
estas células. Por inmunofluorescencia indirecta utilizando un anticuerpo policlonal
desarrollado en conejo (dilucién 1:100), se identificé la presencia de un marcador
especifico endotelial, el factor de von Willebrand. Para esto las células se fijaron con
paraformaldehido al 4% por 10 minutos, se lavaron 3 veces con PBS y se incubaron 1
hora con el anticuerpo anti-factor von Willenbrand diluido en PBS-tritdbn X-100 0,3%. Por
ultimo, se incubd con un segundo anticuerpo anti-lgG de conejo conjugado con FITC
(dilucion 1:200) y se observé al microscopio de fluorescencia.

Adicionalmente, se evalud la incorporacion de LDL a las células endoteliales. El
medio de mantencion se reemplazé por “medio de cultivo de células endoteliales
humanas libre de lipoproteinas” por 18 horas y se incubaron durante 5 horas con LDL-
DIO 10 nug/ml (lipoproteina marcada con molécula fluorescente), a 37 °C. Luego, se

observé directamente la incorporacion en microscopio de fluorescencia. Para
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comprobar la especificidad, se incubaron células con LDL-DIO 10 pug/ml méas LDL 400

ug/ml sin marcar.

3.2.8. Determinacion de especies reactivas de oxigeno utilizando 2,7

diclorofluoresceina diacetato (2,7-DCF-DA)

3.2.8.1. Cuantificacion indirecta en detector de fluorescencia:

Las células HUVEC cultivadas en placas de 60 mm de diametro, se depletaron
del suplemento de suero fetal bovino por 12 horas y se pre-incubaron con 2,7-DCF-DA
a una concentracion final de 10 uM. Las células luego se trataron por 4 horas con las
diferentes lipoproteinas. Luego se lisaron por sonicacion con 1 ml de PBS frio, se
separo el sobrenadante por centrifugacion y se midio la concentracion de proteinas por
el método de Bradford. El sobrenadante se filtrd por filtros millipore de 0,2 um vy la
fluorescencia se cuantifico con un detector de fluorescencia F100 Merck-Hitachi,

utilizando una longitud de onda de exitacion de 503 nm y de emision de 529 nm.

3.2.8.2. Deteccion de fluorescencia directa:

También se determind in situ la produccion de EROs. Después de pre-incubar las
células con 2,7-DCF-DA, estas fueron tratadas por 4 horas con lipoproteinas sin
modificar y oxidadas y luego lavadas tres veces con PBS frio. Se coloc6 un cubreobjeto
sobre la superficie del cultivo y se procedié a observar y fotografiar en un microscopio

de fluorescencia.

3.2.9. Inmunodeteccion de hemoxigenasa-1

Luego de los diferentes estimulos con lipoproteinas nativas y oxidadas a una
concentracion final 50 ug/ml, las células endoteliales se lavaron tres veces con PBS frio

y se lisaron con 200 ul de tampon de lisis (HEPES 10 mM pH 7,4; Triton X-100 1%;
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PMSF 0,5 mM; leupeptina 10 pug/uL en PBS). El contenido de proteinas totales se
determind mediante el método de Bradford. Las proteinas se separaron por
electroforesis en geles de poliacrilamida al 12% con SDS (PAGE-SDS). Luego las
bandas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa, y los sitios inespecificos se
bloquearon con leche descremada 5% en PBS, T ween 0.05 % (PBST) por 18 horas a
4°C. Las membranas se incubaron con un anticuerpo policlonal anti-HO-1 (dilucién
1:1000 en BSA 1% disuelto en PBST) durante toda la noche a 4°C. Luego de tres
lavados con PBST las membranas se incubaron con un anticuerpo desarrollado en
cabra anti-IgG de conejo conjugado con peroxidasa (1:4000 en 1% BSA-PBST) por 1
hora a temperatura ambiente. Finalmente la proteina HO-1 se detecté usando el
sistema de quimioluminiscencia (NEN), empleando films Kodak BioMax Light. La

intensidad de las bandas se analizé con un programa para densitometria USI-SCAN.

3.2.10. Inmunodeteccién de residuos de nitrotirosina

La obtencion de los extractos proteicos se realizé de forma similar a lo descrito
anteriormente para hemoxigenasa-1, con las siguientes modificaciones: el bloqueo de
sitios inespecificos se hizo con albumina de suero de bovino tipo V 1% en PBST; la
dilucién del anticuerpo anti-nitrotirosina desarrollado en conejo es de 1:2000 en BSA
1%-PBST.

3.2.11. Amplificacién de un fragmento de cDNA del gen que codifica para

hemoxigenasa de células HUVEC

3.2.11.1. Extraccion de RNA total de células en cultivo:

El RNA se obtuvo por el método de Chomczynski y Sacchi (Chomczynski y cols.,
1987) con algunas modificaciones. Las placas se lavaron tres veces con PBS frio, se
rasparon las células con TRIZOL de GIBCO-BRL pasando el volumen 10 veces a través

de la micropipeta. En un tubo, libre de ribonucleasas (RNAsa), se incubd el extracto por
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5 minutos en hielo. Se agregd 200 ul de cloroformo/alcohol isoamilico (49:1) y se agitd
vigorosamente por 15 segundos. Se incub6 15 minutos en hielo. Para separar las fases,
se centrifug6 a 12000 g por 15 minutos a 4 °C. La fase superior acuosa se transfiere a
un tubo libre de RNAsa y se agreg6 500 ul de isopropanol para precipitar el RNA, por 1
hora a —20 °C. EIl tubo se centrifugé a 12000 g por 10 minutos a 4 °C, descartando
luego el sobrenadante. El sedimento se lavé con 1 ml de etanol 75%. Se elimino el
etanol y se seco la muestra al aire por 10 min. El RNA se resuspendio en H,O-DEPC

para luego determinar su concentracion por lectura de absorbancia a 260 nm.

3.2.11.2 Sintesis de cDNA:

Para la reaccion de transcripcion reversa se utilizd el sistema de pre-amplificacion
SuperScript 1l (GIBCO BRL). Se mezcld 0.75 pg de partidores aleatorios con 5 ug de
RNA total y se incub6 10 minutos a 72°C, se enfrié a 4°C. Posteriormente se agregé 4
pL de tampon primera hebra, 20uL DTT 0.1M, 1 puL dNTPs (10 mM cada uno) y 100 U
de Super Script Il. Se incubd durante 1 hora a 42°C y luego 15 minutos a 72°C.

3.2.11.3. Amplificacién de cDNA por PCR

La reacciéon de PCR fue llevado a cabo en un termociclador GeneAmp PCR 2400
Perkin Elmer, usando reactivos de la misma fuente. Se utiliz6 una mezcla de reaccion
(25 pL) conteniendo 1 ul de la preparacion de cDNA, partidores 0,3 uM (disefio segun
secuencia cDNA hHO-1 en Yoshida, 1988), dNTPs (40 uM), 1.5 uM MgCl,, 1,5 U Taq
DNA Polimerasa. Se realizaron ciclos con tiempos y temperaturas de 30 segundos de
denaturacion a 94 °C, 1 minuto de hibridacion de los partidores a 53 °C y 1 minuto de
polimerizacién a 72 °C. Terminados los ciclos se mantiene la temperaturaa 72 °C por 7
minutos. El producto de amplificacion, de un tamafo esperado de 321 pares de bases
(bp), se visualizad6 en un gel de agarosa al 1,5% en tampon TAE, tefiido con bromuro

de etidio 50 pg/ul.
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Para normalizar los resultados obtenidos con la amplificacion del segmento del gen
de hemoxigenasa-1, se utilizé la amplificacion de un segmento del gen de B-actina
humana. Las condiciones de extraccion del RNA asi como la transcripcion reversa fue
similar a las utilizadas para hemoxigenasa. En la reaccion de PCR, realizamos ciclos de
1 minuto de denaturacion a 94 °C, 1 minuto de hibridaciéon a 58 °C y 1 minuto de

polimerizacién a 72 °C.
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4. RESULTADOS

4.1. Aislamiento, cultivo y caracterizacion de células endoteliales HUVEC

Para cumplir con los objetivos de esta tesis se estandarizaron y caracterizaron
los cultivos de células HUVEC, los que se utilizaron para los experimentos entre el
segundo y sexto pasaje.

El procedimiento de aislamiento y cultivo celular se realiz6 de acuerdo a lo
descrito en métodos, obteniéndose células con una viabilidad cercana al 90%,
determinada mediante la exclusion de azul tripan y con una morfologia caracteristica de
células endoteliales que se puede apreciar en la fotografia de contraste de fase
(aumento 40x) que se muestra en la figura 1 A.

La determinacion de la eficiencia del proceso de aislamiento celular se realizd
previamente en nuestro laboratorio por la deteccién del factor von Willebrand, proteina
gue se expresa especificamente en células del endotelio por lo que es utilizada como
marcador de células endoteliales. Los resultados revelaron que mas del 95% de las
células aisladas correspondian a células endoteliales, pues presentaron reaccion
positiva para este anticuerpo que reacciona especificamente con estructuras del
citoplasma de estas ceélulas (figura 1-B). De esta forma también se descarto la
presencia de células de la musculatura lisa vascular o fibroblastos que no presentan
factor von Willebrand.

Adicionalmente, las células endoteliales se caracterizaron por la incorporacién de
LDL la cual ha sido descrita previamente para este tipo celular (Alexander, y cols.
1991). Para visualizar esta incorporacién se utilizé la lipoproteina marcada con una
sonda fluorescente (DiO) la que se incubd por 5 h a 37°C con las células en cultivo. Las
células mostraron una intensa captacion de LDL-DiO, confirmando asi la pureza de los
cultivo de HUVEC (figura 1-C).
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Figural: Caracterizacion morfolégica de células HUVEC

Panel A: Microfotografia de contraste de fase de cultivo aislado de células de
endotelio de vena de cordon umbilical humano bajo aumento 40x.

Panel B: Inmunofluorescencia para anticuerpo anti-factor de von Willebrand
revelado con anticuerpo secundario acoplado a FITC.

Panel C: Microfotografia de emision de fluorescencia directa de LDL acoplada al

fluorocromo DiO, el cual es incorporado en células HUVEC.
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4.2. Purificacion de lipoproteinas

Las lipoproteinas de plasma humano se purificaron a escala preparativa por
ultracentrifugacion zonal.

En estas condiciones, se crea una gradiente dentro del rotor que ubica los
componentes més densos del plasma hacia la parte inferior. Entonces, si se colecta la
muestra en fracciones individuales, desde el fondo del rotor, se obtiene en primer lugar
HDL, luego de LDL y finalmente de VLDL.

Debido a la condicion de ayuno de los donantes, no se obtienen quilomicrones
los cuales se ubicarian junto a los componentes de menor densidad del plasma, es
decir, en las ultimas fracciones. La identificacion de las porciones enriquecidas con
lipoproteinas, se hizo midiendo absorbancia a 490 nm, maximo de absorcién del (-
caroteno, un antioxidante liposoluble que se encuentra en alta concentracion en las
lipoproteinas. De esta forma se observan fracciones con mayor absorbancia
correspondientes a LDL y HDL, las lipoproteinas mas abundantes del plasma humano
(figura 2).

Una segunda ultracentrifugacion de las fracciones enriquecidas de cada
lipoproteina en un rotor vertical de angulo fijo, permiti6 obtener muestras mas
purificadas y a la vez mas concentradas.

Para lograr cada paso de purificacion, es necesario ajustar la densidad de la
muestra adicionando grandes cantidades de KBr. Debido a esto, las lipoproteinas
obtenidas deben ser desalinizadas posteriormente en columnas de exclusién contra un

tampodn salino que contiene EDTA como preservante.
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Figura 2:  Purificacion preparativa de lipoproteinas por ultracentrifugacion
zonal

Medicion de la absorbancia a 490 nm para cada una de las fracciones colectadas

del rotor zonal. Los recuadros en el grafico muestran la regiéon donde se encuentran en

mayor concentracion HDL y LDL. Los circulos llenos corresponden a las fracciones

seleccionadas para purificar HDL y los cuadrados llenos a las fracciones seleccionadas

para la purificacion de LDL, en un segundo paso de purificacion por ultracentrifugacion

en un rotor de angulo fijo.
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4.3. Caracterizaciéon de las lipoproteinas purificadas

4.3.1. Electroforesis de lipoproteinas en geles de agarosa:

Con el proposito de caracterizar y determinar la eficiencia del proceso de
purificacion de lipoproteinas, éstas se fraccionaron por electroforesis en geles de
agarosa al 0.7% en tampodn barbital y se comparé con muestras de plasma de tres
individuos distintos. Esta técnica permite separar los componentes lipidicos tanto del
plasma como de la preparaciéon de lipoproteinas de acuerdo al tamafio de cada
componente como de su carga, debido a que la separacion se realiza en condiciones
nativas o no denaturantes. El gel se prepar6 sobre una membrana flexible impermeable
la cual le otorga firmeza al gel a pesar del bajo porcentaje de agarosa. Se cargd 30 ug
de proteina para cada muestra. En las muestras de plasma completo se cargd un total
de 30 ul. Luego de la electroforesis, el gel se secd con papel absorbente, se fijo y se
tind con Sudan Blak B, un colorante especifico para lipidos. Debido a lo anterior y a las
condiciones nativas de la electroforesis, la muestra migra de acuerdo al tamafio y carga
negativa neta de cada componente.

Previo a la purificacion, el plasma de individuos normolipidémicos presenta
distintas bandas de mayor o menor intensidad correspondientes a las diferentes
lipoproteinas que contiene (figura 3 A).

Debido a la heterogeneidad de tamafio de las lipoproteinas, se obtienen bandas
de amplia longitud, lo que se acentua para el caso de la HDL respecto a LDL debido a

las subpoblaciones de HDL que varian significantemente en su masa total (figura 3 B).
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Figura 3: Electroforesis en geles de agarosa de plasma y lipoproteinas
purificadas.

Panel A: Gel de agarosa al 0,7% en tampdn barbital, tefiido con Sudan Black-B. Los
carriles 1, 2 y 3 corresponden a 30 ul de plasma de tres voluntarios en ayuno de 12
horas. La muestra se separd en un campo eléctrico a 50 V por 8 horas.

Panel B: Gel de agarosa al 0,7% en tampon barbital, tefiido con Sudan Black-B.
Carriles 1 y 2 corresponden a 20 y 30 g totales de proteina-LDL. Carriles 3 y 4
corresponden a 20 y 30 ug de proteina-HDL. La muestra se separ6é en un campo

eléctrico a 50 V por 8 horas.
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4.3.2. Electroforesis de lipoproteinas en geles de poliacrilamida en gradiente:

Con el objetivo de evaluar la eficiencia del proceso de purificacion de LDL y HDL,
se realiz6 una electroforesis en condiciones denaturantes en geles de poliacrilamida en
gradiente del 4 al 25 %. Este nos permite visualizar, en un mismo gel, proteinas de alto
peso molecular, como la apo B-100 y proteinas de bajo peso como es el caso de la apo
A-l. De esta manera se logré comprobar la presencia o ausencia de apoproteinas tanto
de LDL como HDL.

Las muestras fueron denaturadas y se cargaron 30 ug de proteina total. La
tincion corresponde a azul brillante de Coomassie. La decoloracion se hizo con una
solucién de acido acético, metanol y agua.

En el caso de LDL se observa una banda de aproximadamente 550 kDa que
corresponde al tamafio de la apo B-100 (figura 4 B). Se ha descrito la presencia de
bandas de menor tamafio molecular correspondientes a la fragmentacion de la apo B-
100 luego que LDL es oxidada (Fong y cols., 1987). Este antecedente sera utilizado en
este trabajo para la caracterizacion de la oxidacién in vitro de LDL.

La muestra purificada de HDL presenta bandas que se relacionan en tamafo a
las apoproteinas que contiene la HDL (figura 4 B). Para facilitar este analisis, se
muestra un esquema de las apoproteinas de LDL y HDL ubicadas de acuerdo a su
tamafno tomando como referencia las bandas del estandar de peso molecular separado

en el gel junto a las lipoproteinas (figura 4 A).
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Figura4:  Electroforesis en geles de poliacrilamida para LDL y HDL purificadas
Panel A: Esquema de las distintas apoproteinas ubicadas de acuerdo a su tamafio
tomando como referencia el estandar de peso molecular del panel B.

Panel B: Gel de poliacrilamida en gradiente del 4 al 25% en condiciones
denaturantes. Se cargé 30 ug de cada lipoproteina purificada. Se aplic6 un campo
electrico de 100 V por 6 horas. El gel tiid con azul de Coomassie para revelar las
bandas de proteina. La figura es representativa de 5 preparaciones distintas de

lipoproteinas.
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4.4. Oxidacién in vitro de lipoproteinas

4.4.1. Formacion de dienos conjugados:

Con el propdsito de evaluar la oxidacién de lipidos presentes en las lipoproteinas
se midi6 la formacion de dobles enlaces conjugados en LDL y HDL durante el
transcurso de la reaccion de oxidacion. Estos presentan un maximo de absorcion a 234
nm.

La cinética de formacibn de estos compuestos presenta tres etapas

caracteristicas:

1. Una primera fase llamada de latencia, en la cual no existe cambio en la
absorbancia.
Incremento exponencial de la absorbancia.

3. Etapa final donde se alcanza un nivel elevado constante de la absorbancia y que

sefala el maximo de formacion de enlaces de este tipo.

La extension del tiempo de latencia depende, entonces, de la composicion de
acidos grasos de cada lipoproteina y fundamentalmente, de la cantidad de antioxidantes
enddgenos y exdgenos en el caso de adicidon al medio de reaccion.

Se midi6é absorbancia a 234 nm de la mezcla de reaccion incubada a 37 °C que
contiene lipoproteinas 1 ug/ul y CuSO4 20 uM. Los valores graficados muestran una
cinética tipica para ambas lipoproteinas, siendo menor la intensidad de la absorcion
para HDL debido a su menor relacion lipidos/proteina (figura 5).

Ademas esta técnica nos permitid evaluar las propiedades antioxidantes del
acido protocatéquico con el fin de respaldar los ensayos posteriores de este compuesto
en cultivo de células HUVEC. La reaccion de oxidacion se hizo en cubeta de cuarzo y
midiendo cada 2 minutos la absorcion a 234 nm.

Aplicando procedimientos ya establecidos en nuestro laboratorio, se utiliz6 una
concentracion de LDL de 50 pg/ml (figura 6 A) o HDL (figura 6 B) y CuSO4 5 pM en
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ambas. Una concentracion de APC 0,5 uM en la reaccion fue suficiente para producir

un retardo en la segunda fase de aumento exponencial de la absorbancia (figura 6 A,
B).
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Figura 5: Formacion de dienos conjugados en oxidacion de LDL y HDL

Deteccion de la formacién de dienos conjugados en LDL y HDL 1 mg/ml oxidadas
in vitro con CuSO4 20 uM a 37°C. De cada tubo de reaccién se tomoé una alicuota de 50
pl en 950 pl de PBS-EDTA 2,5 mg/ml y se midié la absorbancia a 234 nm. Los valores
graficados son representativos de al menos tres ensayos similares con preparaciones

distintas de lipoproteinas.
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Figura 6: Formacion de dienos conjugados en un medio con APC

Panel A: Cinética de formacion de dienos conjugados en LDL 50 pg/ml incubada

con CuSO45 puM con o sin APC. La reaccion se realizé en cubeta de cuarzo registrando

cada 2 minutos la absorbancia a 234 nm.

Panel B: Cinética de formaciéon de dienos conjugados en HDL 50 pg/ml incubada

con CuS0O,45 uM con o sin APC. La reaccién se realizé en cubeta de cuarzo haciendo

un registro continuo cada 2 minutos de la absorbancia a 234 nm.
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4.4.2. Migracion electroforética de lipoproteinas en geles de agarosa:

Con el objetivo de comprobar cambios estructurales en las lipoproteinas
oxidadas respecto a las nativas, se realizé una electroforésis en geles de agarosa en
condiciones no denaturantes.

Se obtuvieron muestras después de 8 horas de oxidacion y la reaccién se detuvo
por la adicion de EDTA a una concentracion final de 200 pM. La oxidacion de
lipoproteinas produce un aumento de su carga neta negativa ademas de producir
fragmentacion de la particula (Fong y cols., 1987). Asi observamos para LDL un
marcado aumento de la migracion luego de 8 y 16 horas de oxidacién respecto a la
lipoproteina nativa. Para tiempos de oxidacion superiores a las 16 horas de oxidacion,
el incremento en la migracion se hace cada vez menor (figura 7 A).

HDL oxidada luego de 8 horas aumenta discretamente su migracion
electroforética, lo que se mantiene por hasta 32 horas de reaccion (figura 7 B).

La marca de las lipoproteinas oxidadas es mas amplia y difusa, lo que se

correlaciona con el aumento de formas fragmentadas y agregadas de la particula.
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Figura 7: Electroforesis de lipoproteinas oxidadas en geles de agarosa

Panel A: Migracion electroforética en geles de agarosa de LDL 1 mg/ml oxidada in
vitro con CuSO,4 20 uM. Se tomaron muestras cada 8 horas de oxidacion y luego se
cargaron 30 ug de cada una. Se aplico un campo de 50 V por 8 horas. El gel se tifié con
Sudan Black-B.

Panel B: Migracion electroforética en geles de agarosa de HDL 1 mg/ml oxidada in
vitro con CuSO,4 20 uM. Se tomaron muestras cada 8 horas de oxidacion y luego se
cargaron 30 ug de cada una. Se aplico un campo de 50 V por 8 horas. El gel se tifié con
Sudan Black-B.
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4.4.3. Fragmentacién de apoproteinas en lipoproteinas oxidadas:

Con el objetivo de evaluar el componente proteico de ambas lipoproteinas luego
de la reaccion de oxidacion, se realiz6 una electroforesis en geles de poliacrilamida en
gradiente del 4 al 25 % en condiciones denaturantes. En cada carril se cargd 30 ug de
proteina total medido por el método de Lowry-deoxicolato (Lowry y cols., 1951).

Como una de las modificaciones causadas por la oxidacion en LDL se ha
descrito la fragmentacion del componente proteico (Fong y cols., 1987). En muestras de
LDL oxidada comprobamos la aparicion de una banda de aproximadamente 180 kDa
después de 4 horas de oxidacion que aumenté luego de 20 horas (figura 8, carril 2 y 3).
También se tiene evidencia de conjugacion entre aldehido/proteina en LDL oxidada,
mas especificamente entre residuos de histidina y 4-hidroxi-2-nonenal, un aldehido
derivado de la oxidacion de &cido araquiddnico, lo cual estaria involucrado en el
proceso de reconocimiento de proteinas oxidadas por receptores (Bolgar y cols., 1996).

La apo A-l (28,3 kDa) es la principal apoproteina de HDL (figura 8, carril 4).
Luego de oxidar HDL por 4 y 20 horas (figura 8, carriles 5y 6), se observa la aparicion
de una banda de aproximadamente 40 kDa y se produce la pérdida de la banda
correspondiente a apo A-l. Se ha descrito para HDL oxidada, en un modelo de
oxidacion que ocupa la enzima mieloperoxidasa como responsable de la oxidacion de la
lipoproteina, la asociacion entre apo-Al y apo A-ll, lo que explicaria lo ocurrido en

nuestro ensayo para la oxidacion de HDL (Gordon y cols., 1993).
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Gel de poliacrilamida en gradiente del 4 al 25 % en condiciones denaturantes. Se

cargaron 30 pg de proteina de cada lipoproteina, ya sea en su forma nativa u oxidada

con CuSO,4 20 pM. Las proteinas se separaron en un campo eléctrico de 100 V por 6

horas y luego el gel se tifié con azul de Coomassie. Carril (1) LDL nativa, carril (2) LDL
oxidada 4 horas, carril (3) LDL oxidada 20 horas, carril (4) HDL nativa, carril (5) HDL

oxidada 4 horas y carril (6) HDL oxidada 20 horas.
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4.4.4. Determinacién de grupos aminos libres:

Existe evidencia previa que indica que las modificaciones que conducen al
reconocimiento de la LDL por el receptor de aseo de los macréfagos, estan
relacionadas con la disminucion de los grupos s-amino de los residuos de lisina de la
apoproteina B-100 (Brown y cols., 1993).

Para evaluar este tipo de cambios estructurales a nivel de apoproteinas
producidos por la oxidacion in vitro, realizamos la deteccion de grupos amino por TNBS
(Habeeb y cols., 1966).

LDL en su forma nativa tiene cerca de 700 nmoles de grupos NH libres por mg
de proteina, lo cual concuerda con la literatura (Jurgens y cols., 1986). Sin embargo
luego de 4 horas de oxidacion, se observa una disminucion cercana al 60 % de estos
grupos, siendo ésta cercana al 70 %, después de 20 horas de reaccion (figura 9).

HDL posee un numero mayor de estos residuos de aproximadamente 900
nmoles/mg de proteina. Sin embargo, luego de 4 horas de oxidacién encontramos 60 %
menos en grupos amino y 75 % menos luego de 20 horas de oxidacion (figura 9).

Luego de una modificacion del 30 % de los grupos amino en la LDL, ésta
comienza a ser reconocida por el receptor de aseo de macrofagos (Weisgraber y cols.,

1978). No hay evidencia de este tipo para la modificacién oxidativa de HDL.
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Figura 9: Determinacion de grupos NH; en LDL y HDL oxidadas
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Determinacion espectrofotométrica de residuos e-amino en lipoproteinas nativas

y modificadas utilizando la técnica de TNBS. A partir de muestras de LDL y HDL ya

oxidadas in vitro, se realiz6 la determinacion descrita en métodos. Cada punto

representa un promedio de al menos 6 mediciones.



37

45. Evaluacion del estrés oxidativo en células HUVEC tratadas con

lipoproteinas oxidadas. Efecto del antioxidante APC.

45.1 Cuantificacion de EROs por deteccién de fluorescencia de 2,7-

diclorofluoresceina

La deteccion de especies reactivas del oxigeno se realizé en células HUVEC
tratadas con lipoproteinas oxidadas. Para esto se utiliz6 la técnica de deteccion de
fluorescencia de 2,7 diclorofluoresceina diacetato. Este fluoroforo permite cuantificar
especies reactivas del oxigeno dentro de la célula, de esta forma evaluamos cambios
del estrés oxidativo en cultivo de células endoteliales incubadas con lipoproteinas
nativas y oxidadas y en presencia de APC.

Los tratamientos de células HUVEC con LDL y HDL nativas (50 pg/ml) no
produjeron variaciones significativas en la produccién de EROs. Estimulos con LDL
oxidada (50 pg/ml) causaron un aumento cercano al 35% (p< 0,05, n=5). La incubacién
con HDL oxidada (50 pg/ml) registraron un aumento de EROs cercano al 20% siendo
un aumento significativo al igual que el observado con LDL oxidada a igual
concentracion (p< 0,05, n=3). Como control positivo se utilizé antimicina A (AA) 5 UM, la
cual produce un blogueo de la cadena transportadora de electrones en la mitocondria,
lo que trae consigo un incremento en la produccion de EROs (figura 10).

Para evaluar el efecto antioxidante de APC, incubamos células con LDL oxidada
con distintas concentraciones del compuesto. APC 50 pM logré disminuir a niveles
basales la produccién de EROs. Los resultados se expresan en relacion al control
(figura 11).

Para comprobar la efectividad de APC para disminuir la produccién de EROs en
células estimuladas con lipoproteinas oxidadas, se adicion6 el antioxidante 30 minutos
previo al estimulo oxidativo. En la figura 12 se resumen los resultados de 5
experimentos para el caso de LDL oxidada y 3 para HDL oxidada. En ambas
situaciones el antioxidante logra mantener los niveles del control en la produccion de
EROs (p<0.05)
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fluorescencia/control

Figura 10: Deteccién de fluorescencia de 2,7-DCF en HUVEC estimuladas con

lipoproteinas nativas y oxidadas.

Medicién de la fluorescencia de 2,7-DCF en un extracto celular completo de
células HUVEC depletadas por 12 horas de suero fetal bovino y luego tratadas con 50
png/ml de cada lipoproteina. Las células fueron incubadas, previo al estimulo con 10 uM
de 2,7-DCF-DA por 30 minutos. El extracto celular fue filtrado a través de una
membrana de 22 pm y luego se midi6 la intensidad de fluorescencia a 503 nm. Los
valores fueron normalizados por cantidad de proteina medida por el método de
Bradford.
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Fluorescencia relativa / control

Figura 11: Efecto de la concentracion de APC sobre el aumento de EROs por
LDL oxidada.

Extracto celular completo de células HUVEC depletadas por 12 horas de suero
fetal bovino y luego incubadas con lipoproteina 50 pg/ml y concentraciones crecientes
del antioxidante. Las células fueron pre-tratadas por 30 minutos con antioxidante, luego
se incubaron con 2,7-DCF-DA 10 uM por 30 minutos y finalmente fueron tratadas con la
lipoproteina correspondiente. El extracto fue filtrado por una membrana de 22 um vy
luego se midi6 la intensidad de la fluorescencia a 503 nm. Los valores fueron
normalizados por cantidad de proteina medida por el método de Bradford.
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Fluorescencia/control

Figura 12: Efecto de APC en células HUVEC estimuladas con LDL y HDL
oxidadas

Extracto celular completo de células HUVEC depletadas por 12 horas de suero
fetal bovino y luego tratadas con cada lipoproteina 50 pg/ml y concentraciones
crecientes del antioxidante. Las células fueron pre-tratadas por 30 minutos con
antioxidante, luego se les agregdé 2,7-DCF-DA 10 uM por 30 minutos y finalmente
estimuladas con lipoproteinas. El extracto se filtr6 con una membrana de 22 um y luego
se midi6 intensidad de fluorescencia a 503 nm. Los valores fueron normalizados por

cantidad de proteina medida por el método de Bradford.
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4.5.2. Deteccion de 2,7-DCF en células HUVEC por microscopia de fluorescencia
directa:

Con el objetivo de visualizar la produccién de EROs en HUVEC se detecto la
emisién de fluorescencia en células tratadas con 2,7 DCF-DA y estimuladas con LDL
oxidada 50 pg/mly con APC 50 pM. Luego de 4 horas de incubacion con LDL oxidada,
las células presentan una alta intensidad de fluorescencia respecto al control. La adicién

de antioxidante y LDLox, mantuvo la intensidad de fluorescencia observada respecto a
las células control (figura 13).
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Figura 13: Deteccion de EROs por microscopia de fluorescencia directa en
HUVEC

Las células HUVEC fueron tratadas con 2,7-DCF (10 uM) por 30 minutos previo

al tratamiento con LDLox (50 pg/ml). Para el caso de adicion de antioxidante, las

células fueron pre-tratadas 30 minutos antes de agregar el fluoréforo. Luego de los

tratamientos, las células se protegieron de la luz y fueron observadas inmediatamente
en el microscopio de fluorescencia.
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4.5.3. Analisis de los niveles de la proteina hemoxigenasa-1 en células HUVEC

Con el propésito de evaluar los cambios de estrés oxidativo en células HUVEC
estimuladas con lipoproteinas nativas, oxidadas y en presencia de APC, realizamos
ensayos de western blot para detectar hemoxigenasa-1. HO-1 es una proteina de estrés
térmico que aumenta su expresion en condiciones de estrés oxidativo. La induccién de
esta proteina de estrés térmico (HSP-32) por efecto de LDL oxidada ya ha sido
reportada en cultivo de células de la musculatura lisa vascular (Siow y cols., 1995).

En primer lugar se realiz6 un experimento con el objetivo de establecer el tiempo
optimo de aumento en la expresion de HO-1 estimulo con lipoproteinas oxidadas. Para
esto estimulamos células por 6, 10 y 24 horas con LDL nativa y LDL oxidada 50 pg/ml
por 4 y 20 horas. Logramos un significativo aumento en la masa de la proteina luego de
24 horas de estimulo. No se observo diferencias entre los tratamientos con LDL oxidada
por 4 y 20 horas. Utilizamos como control positivo NaAsO,, descrito como un potente
inductor de HO-1(figura 14).

Luego, evaluamos la induccién de la proteina en células tratadas con LDL y HDL
oxidadas y con APC. Las células tratadas con LDL nativa no cambian la expresion de
HO-1 respecto al control. LDL oxidada 50 pg/ml aumenta la masa de la proteina cerca
de 4 veces respecto al control. APC 50 uM logra mantener los niveles de expresion del
control. Para normalizar estos resultados se observo la expresiébn de una proteina
constitutiva del citoesqueleto, a-vimentina, la cual indicé similar intensidad en la marca
para todos los tratamientos (figura 15).

HDL no produce cambios significativos en la expresion de HO-1. HDL oxidada 50
ug/ul aumento la marca cerca de un 40 % respecto al control. Al adicionar APC 50 uM
junto a HDL oxidada, se mantiene la expresion del control. Estos resultados también

fueron normalizados con ensayos de western blot para a-vimentina. (figura 16).
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Figura 14: Evaluacion de la dependencia del tiempo de estimulo con LDLox en

la expresion de HO-1

Western-blot para HO-1 de extractos proteicos completos de células HUVEC.
Las células fueron depletadas de suero fetal bovino por 12 horas previas al tratamiento
con LDL nativa y oxidada in vitro durante 4 y 20 horas. Se mantuvo el estimulo por 6, 10
y 24 horas. Las células fueron lisadas con tampon de lisis y el extracto completo fue
separado en un gel de poliacrilamida al 12 %. Se transfiri6 a membrana de nitrocelulosa
y ésta se incubd luego con un anticuerpo anti-HO-1, desarrollado en conejo. El control
positivo (+) corresponde a NaAsO, 5 pM y el control negativo (-) corresponde a la

adicion de igual volumen de PBS.
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Figura 15: Western-blot de HO-1 en células HUVEC tratadas con LDLox y APC.
Panel A: Extracto celular completo de células HUVEC tratadas con LDL nativa y
oxidada (50 pg/ml) separado en gel de poliacrilamida al 12 %, transferido a membrana
de nitrocelulosa e incubado con anticuerpo policlonal para HO-1. Las células tratadas
con antioxidante fueron pre-incubadas por 30 minutos con el compuesto antes de
agregar las lipoproteinas. La figura corresponde a un experimento representativo de 3.
Panel B: Control de normalizacién de carga correspondiente a la misma membrana
tratada para eliminar anticuerpos y reincubada con anticuerpo anti-vimentina policlonal,
Panel C: Grafico que resume resultados de a lo menos tres experimentos

independientes (p<0.05, n=5)
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Figura 16: Western-blot de HO-1 en células HUVEC tratadas con HDLox y APC.

Panel A: Transferencia de Western-blot de extractos de células HUVEC tratadas
con HDL nativa y oxidada (50 pg/ml). Se utilizé un anticuerpo policlonal para la
deteccién de HO-1. Las células tratadas con antioxidante fueron pre-incubadas por 30
minutos con el compuesto antes de agregar las lipoproteinas. La figura corresponde a
un experimento representativo de 3.

Panel B:  Western-blot con anticuerpo anti-vimentina policlonal.

Panel C: Grafico que resume resultados de a lo menos tres experimentos

independientes (p<0.05, n=3)



46

4.5.4. RT-PCR de HO-1

Con el objetivo de evaluar la induccion de HO-1 a nivel del aumento del mRNA,
se realizé un PCR reverso a partir de mRNA purificado de células tratadas con
lipoproteinas nativas y oxidadas. Para esto se utilizaron partidores adyacentes a una
region de 269 bp en la secuencia del RNA mensajero.

Los tiempos de tratamiento previo a la extraccion del material fueron de 3 y 6
horas, evaluando asi el efecto de LDL oxidada in vitro por 2, 4 y 20 horas (figura 17, B) .
Los resultados luego de 3 horas de estimulo muestran un importante aumento de la
marca en células tratadas con LDL oxidada, en especial con LDL oxidada por 4 horas
(figura 17, B). A las seis horas de estimulo no se observé cambios entre los distintos
tratamientos luego de normalizar cada banda por la intensidad del amplificado de -
actina realizado a partir del mismo material (figura 17, C).

Luego de comprobar el aumento del transcrito de HO-1 en células estimuladas
con LDL oxidada, evaluamos el efecto de la pre-incubacién por 30 minutos con vino
tinto agregado como un extracto crudo de origen comercial al cual previamente se le
determind la concentracion de polifenoles por el método de Folin, APC y BHT junto a
LDL oxidada 50 pg/ml. El resultado obtenido fue una disminucion del transcrito para
HO-1 por efecto de los tres compuestos, siendo mas marcado para el caso de vino tinto
y BHT (figura 18 A). La normalizacion de los resultados se hizo con el transcrito de -

actina amplificado a partir de las mismas muestras (figura 18 B).
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Figura1l7: RT-PCR del transcrito de HO-1 en células HUVEC incubadas a
distintos tiempos con LDL oxidada

Panel A: RT-PCR para segmento del transcrito de HO-1 a partir de mRNA extraido
de células HUVEC. La reaccion se detuvo a partir de los 24 ciclos hasta los 30 ciclos
cargando luego 20 pl de cada muestra en un gel de agarosa al 1,5 %. El gel se tifidé con
bromuro de etidio.

Panel B: RT-PCR para segmento del transcrito de HO-1 a partir de mRNA extraido
de células HUVEC control (1), tratadas con LDL (2), LDL oxidada por 2 h (3), LDL
oxidada por 4 h (4) y LDL oxidada por 20 h (5) estimuladas por 3 y seis horas. Se hizo
un namero de 27 ciclos de amplificacion.

Panel C: Utilizando las mismas muestras de cDNA, realizamos un PCR para una

region del gen de p-actina humano.
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Figura 18: Evaluacién del transcrito para HO-1 en células HUVEC tratadas con

LDL oxidada y antioxidantes.

Panel A: RT-PCR para segmento del transcrito de HO-1 a partir de mRNA extraido
de células HUVEC. Las células fueron depletadas de suero por 12 horas y luego
estimuladas por 3 horas con Antimicina-A como control positivo (AA), LDL 50 pg/ml,
LDLox y LDLox con vino tinto 50 uM ( medidos a partir de concentracion de fenoles
totales en equivalentes de ac. galico por método de Folin), APC 50 uM y BHT 50 uM.

Panel B: RT-PCR para segmento del gen de B-actina humana a partir del mismo

cDNA amplificado para HO-1(panel A)
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4.5.6. Formacion de residuos de nitrotirosinas en células HUVEC

Con el objetivo de evaluar modificaciones oxidativas en proteinas determinamos
la formacion de residuos de nitrotirosina en células HUVEC estimuladas con LDL
oxidada luego de tres diferentes tiempos de estimulo. Peroxinitrito (ONOO") es un
potente agente oxidante que se forma por la reaccién de anién superéxido (O, ) y 6xido
nitrico.Un aumento en la produccion en la célula de O, por tratamientos con agentes
prooxidantes como las lipoproteinas oxidadas, supone un desplazamiento del equilibrio

en la formaciéon de ONOO'.

NO + O~ —» ONOO"

La produccién de peroxinitrito produce la nitracidbn de otras macromoléculas,
especificamente en proteinas la modificacién ocurre en residuos de tirosina para formar
residuos de nitrotirosina (Radi y cols., 2001) La deteccion de residuos de nitrotirosinas
se realiza con un anticuerpo especifico anti-residuos de nitrotirosinas.

Nuestros resultados muestran la aparicion de dos bandas con una importante
marca luego de tratar HUVEC por 24 horas con LDL oxidada 50 ug/ml (figura 19), asi
como el aumento en intensidad de una tercera banda a medida que incrementamos el
tiempo de incubacion con LDL oxidada. Este aumento al parecer indicaria la
especificidad de la modificacion por peroxinitrito en ciertas proteinas especificas.

La obtencion de bandas con un grado importante de resolucidén requirid mejorar
dentro de la técnica utilizada los pasos de bloqueo, el cual se hizo con BSA al 1 %,
ademas de la disminucién de la concentracion del anticuerpo primario desde 1:1000

hasta 1:2000, al igual que los lavados los cuales se aumentaron de 5 a 10 minutos.
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Figura 19: Western-blot para residuos de nitrotirosina de proteinas totales
extraidas de células HUVEC.

Ensayo de western-blot para extractos proteicos totales de células HUVEC
depletadas de suero por 12 horas previo a los estimulos por 6, 10 y 24 horas. El carril 1
corresponde a los controles y el 2 a tratamientos con LDL oxidada 50 pug/ml. El extracto
proteico fue separado en un gel de poliacrilamida denaturante al 9% vy transferido a
membrana de nitrocelulosa. Esta fue bloqueada con BSA 1% e incubada con un

anticuerpo policlonal anti-nitrotirosina.
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5. DISCUSION

En este estudio hemos podido evaluar el efecto de LDL y HDL oxidadas sobre un
cultivo de células endoteliales humanas y a la vez comprobar el efecto del acido
protocatéquico, un compuesto antioxidante perteneciente a la familia de los acidos
hidroxibenzoicos presente en el vino tinto y detectado en plasma de individuos con una
ingesta aguda de esta bebida. A continuacion se discutird de manera separada los

distintos objetivos de esta tesis.

Purificacion, oxidacion y caracterizaciéon de lipoproteinas

La obtencion de ambas lipoproteinas en una gradiente continua de densidad a
partir de un volumen de plasma humano cercano a los 500 ml, provenientes de dos
individuos, implicé un alto rendimiento en la preparacion. Esta técnica de purificacion de
lipoproteinas es escasamente realizada por otros autores, los cuales realizan
purificaciones a partir de pequefios volumenes de plasma en un sélo paso de
centrifugacion.

En promedio, la cantidad de proteina-LDL obtenida fue de 100 mg y 20 mg de
proteina-HDL totales por preparacion. El método también permitid obtener muestras con
una alta pureza, evaluada en parte por geles de agarosa en condiciones nativas, donde
la tincion especifica para lipidos nos entregé un patrdn tipico de una sola marca para
LDL y HDL que no cambio en cinco preparaciones distintas (Figura 2). Las bandas en
este ensayo tienen un aspecto difuso, debido a la heterogeneidad de tamafios de cada
lipoproteina. Estudios de migracion electroforética de la particula completa han sido
ampliamente utilizados en clinica para detectar dislipidemias, asi como en trabajos
tendientes a evaluar los efectos de lipoproteinas oxidadas sobre cultivos celulares
(Parthasarathy y cols., 1990; Nagano y cols., 1991).

Otro método para evaluar la preparacién de lipoproteinas a nivel del componente
de apoproteinas es la observaciéon del patrén de bandas de cada particula purificada y
separada en un gel de poliacrilamida. Como pudimos comprobar en la figura 3, ambas

preparaciones presentaron el patron esperado de bandas proteicas, con excepcion de
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una banda de aproximadamente 65 kDa, que asumimos corresponde a albumina,
descrita como el principal contaminante de las preparaciones de HDL (Chung y cols.,
1986).

El modelo de oxidacién de lipoproteinas también se puede desarrollar bajo
condiciones controladas in vitro luego de incubarlas con cobre o hierro. Este modelo de
oxidacion es valido para estudiar eventos aterogénicos de la pared arterial (Halliwell y
cols., 1993).

Las condiciones de oxidacion que establecimos en nuestros ensayos, nos
permitieron obtener LDL y HDL con un alto grado de oxidacion, evaluado tanto por
técnicas orientadas al estudio estructural de las lipoproteinas, asi como ensayos
funcionales en cultivo de células endoteliales humanas (Hoff y cols., 1992). Luego de 4
horas de oxidacion, tanto LDL como HDL sufren importantes cambios en la migracion
electroforética en geles de agarosa que evidencio la fragmentacioén de la particula, asi
como el aumento de su carga neta negativa (Fig. 6). Esta ultima modificacion es de vital
importancia para la interaccion con receptores de aseo o0 "scavenger receptors" quienes
se encuentran principalmente en macréfagos y reconocen ligandos del tipo
polianidnicos (Krieger y cols., 1993). Luego de observar las apoproteinas en geles de
poliacrilamida en gradiente, pudimos notar que la oxidacion produjo cambios tales como
fragmentacion y asociacion en el componente proteico de la lipoproteina (Fig. 7). Se ha
descrito la formacién de un fragmento de aproximadamente 175 kDa derivado de la apo
B-100 que probablemente tenga actividad inmunoldgica (Montero, 1989) al igual que se
ha detectado la formacion de di-tirosinas en HDL oxidadas (Gordon, 1993).

La determinacién de grupos amino libres, como un ensayo destinado a la
evaluacion de modificacion en el ambito de proteinas (grupos eg-amino de lisinas),
mostré una correlacion respecto a la modificacién oxidativa de tales residuos en
lipoproteinas nativas y oxidadas, debido a que luego de 4 horas de iniciada la
oxidacion, se producia una pérdida de mas de 60 % de los grupos amino, aumentando
a un 70 % luego de 20 horas de incubacion (Fig. 8). La modificacion de
aproximadamente el 30 % de los grupos amino de las lisinas permite a la LDL ser
reconocida por receptores de aseo de macrofagos (Steinbrecher y cols., 1989), por lo
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tanto en nuestros ensayos con lipoproteinas oxidadas estarian siendo activados
receptores tipo “scavenger’ ademas de los reportados para lipoproteinas oxidadas
como LOX-1 (Sawamura y cols., 1997). Sin embargo, alin no se establece la relacién
entre HDL oxidada y este tipo de receptores, pudiendo especular acerca de la posible
capacidad de ser ligando para estos receptores con afinidad suficiente como para
competir con LDL oxidada. Estudios anteriores demostraron que HDL se oxida en una
etapa inicial en residuos de metionina de las apoAl para producir los respectivos
residuos metionina sulfoxidos y que este evento estaba acompafiado de peroxidacion
lipidica lo cual se incrementaba en presencia de a-tocoferol (Garner y cols., 1998)

La formacion de dienos conjugados es otra herramienta disponible para el
estudio de estados iniciales de oxidacion de lipidos. En nuestros ensayos de oxidacion
pudimos verificar que logramos el maximo de formacion de dienos conjugados luego de
4 horas. Este método también fue utilizado para evaluar la capacidad antioxidante del
acido protocatéquico (APC). En incubaciones de LDL con cobre y APC 0.5 uM, se
observé un significativo retardo en la formacion de dienos conjugados lo que confirmé

su actividad como molécula antioxidante.

Evaluacion del efecto de lipoproteinas y &cido protocatéquico en células
endoteliales

Nuestro modelo celular utilizado para el estudio de eventos de estrés fue un
cultivo primario de células endoteliales obtenidas a partir de vena de cordén umbilical
humano, HUVEC. La hipétesis oxidativa propuesta por Daniel Steinberg sefiala que la
incorporacion de lipidos por macrofagos podria ser el inicio de la cadena de eventos
moleculares en la aterosclerosis, sin embargo recientes hallazgos indican que la célula
endotelial también responde ante una sobrecarga lipidica por lo que es de gran
relevancia estudiar en este modelo celular el efecto de lipoproteinas tanto nativas como
oxidadas y comprobar el efecto antioxidante de compuestos con biodisponibilidad
comprobada como lo es el acido protocatéquico.

La caracterizacion de este cultivo fue desarrollada con anterioridad en nuestro

laboratorio a través de la morfologia asi como por la deteccién del factor de Von
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Willebrand y la incorporacién de LDL. Los cultivos se utilizaron hasta seis pasajes 0
generaciones a pesar de que pueden ser mantenidas por mas tiempo, sin embargo con
esto evitamos un posible aumento de niveles basales de estrés que se podrian originar
por el envejecimiento celular. Debido a que el medio de cultivo se suplementé con
suero fetal de bovino, el cual contiene factores troficos de distinta accion, es que previo
a cada experimento realizamos una deplecion de suero con 12 horas de antelacion.
Esta practica esta bien descrita en trabajos donde los tratamientos celulares se realizan
con lipidos, especialmente en aquellos que se estudia la participacion de receptores
para lipopoteinas (Acton y cols., 1995).

La determinacion de especies reactivas del oxigeno (EROs) es una medida
directa del balance oxidativo en un sistema celular en cultivo sometido a estimulos
prooxidantes como son las LDL oxidadas y antioxidantes (Keller, 1999). La utilizacion
de 2,7-diclorofluoresceina-diacetato, otorga la ventaja de que la medicion sera de
radicales producidos en el intracelular, debido a que el grupo diacetato le permite el
ingreso a la célula y una vez dentro, las esterasas liberan los grupos acetato impidiendo
asi la salida de la molécula.

La respuesta de la célula ante un estrés del tipo oxidativo es activar una
respuesta antioxidante compuesta principalmente por la activacion del sistema de
produccion de glutation reducido y la expresién de proteinas con actividad antioxidante
directa como superoxido dismutasa o catalasa, asi como también otras proteinas que
tienen como producto una compuesto antioxidante como es el caso de hemoxigenasa-
1, la cual estd involucrada en la produccion de bilirrubina, la cual posee una alta
capacidad antioxidante (Stocker y cols., 1987). La expresion de HO-1 es un claro
marcador de estrés oxidativo ampliamente estudiado el cual es inducido en su
expresion en células musculares expuestas a LDL oxidada (Siow y cols., 1995)

En nuestros ensayos en HUVEC donde el estimulo fue HDL oxidada presentaron
un aumento significativo (p < 0.05, prueba t de student) de EROs de aproximadamente
un 20 % por sobre el control, aumentando también la expresion de HO-1 en
aproximadamente un 30 % respecto al control, eso indica que ademas de perder la
capacidad protectora, HDL, luego de oxidarse, es inductora de estrés oxidativo en

células endoteliales humanas en cultivo.



55

Si comparamos el aumento de EROs y de HO-1 originado por el tratamiento del
cultivo en presencia de LDL oxidada y HDL oxidada, notamos que esta Ultima
lipoproteina oxidada produce un menor estrés en las células sometidas a iguales
condiciones de tratamiento, es decir a la misma concentracion (50 pug/ml) y los mismos
tiempos de incubacion.

Desde un punto de vista estructural, ambas lipoproteinas oxidadas sufren
dramaticos cambios a nivel lipidico y proteico. Las caracteristicas proaterogénicas de
LDL oxidada ya han sido revisadas, sin embargo aun no esta claro el cambio funcional
de HDL luego que es oxidada. Cuando incubamos HDL con macréfagos cargados de
lipidos, se inicia una salida o exflujo de colesterol desde la célula, si incubamos ahora
con HDL oxidada se pierde esa caracteristica (Nagano y cols., 1991). En general las
caracteristicas ateroprotectoras de la HDL se enfocan a la capacidad de inhibir el efecto
de la LDL oxidada debido a la hidrélisis de lipidos oxidados por parte de la enzima
paraoxonasa, la cual se encuentra asociada a la HDL (Stein cols., 1999).

Una posible explicacion al hecho de que HDL oxidada produce menos estrés
oxidativo que LDL oxidada es que HDL posee una cantidad menor de lipidos que LDL
por unidad de proteina lo que implica que luego de oxidarse, HDLox tendra una menor
cantidad de lipidos oxidados respecto a LDLox. Esto se comprobé luego de observar el
valor de absorbancia a 234 nm correspondiente a la formacion de dienos conjugados, la
cual es el doble mayor para LDLox respecto a HDLox (Figuras 5 y 6).

Comparando los niveles plasméaticos normales de colesterol asociado a LDL, con
un limite superior de 200 mg/dl, podemos deducir que si la particula contiene
aproximadamente un 35 % de la masa total que corresponde a proteina, tendriamos
una concentracion plasmatica aproximada de 70 mg/dl de proteina-LDL. La
concentracion en ug de proteina utilizada en nuestros ensayos con LDL oxidada fue
igual a 50 pg/ml 6 5 mg/dl, por lo tanto estamos trabajando dentro de un rango
fisiologico si pensamos que no toda la LDL de un individuo esta oxidada. Este breve
analisis nos orienta a preguntar por los niveles plasméticos de LDL oxidada de un
individuo normal o uno que padezca de aterosclerosis. En este punto existe consenso

de la incapacidad de que por los métodos actuales se logre establecer este parametro,
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ya que LDL oxidada y circulante en el plasma deberia ser rapidamente captada y
metabolizada en el higado por su alta afinidad a receptores de aseo.

Lo relevante del estudio de marcadores de estrés oxidativo en células
endoteliales, ademas del efecto prooxidante de HDL oxidada, es que la adicién del
antioxidante APC protege a las células tratadas con lipoproteinas oxidadas. Esto
indicaria que este compuesto con biodisponibilidad demostrada en nuestro laboratorio
es realmente efectivo para contrarrestar el efecto prooxidante de las lipoproteinas
oxidadas. Estudios que evallen otras variables farmacol6gicas como la vida media o
capacidad de excrecion, podrian ser de gran utilidad para probar su uso farmacolégico
como tratamiento antioxidante.

Otro marcador de dafio oxidativo en proteinas que estudiamos fue la deteccion de
residuos de nitrotirosinas en proteinas totales de HUVEC.

Un ensayo de western-blot revel6 que células incubadas con LDL oxidada,
aumentaban la formacion de residuos de nitrotirosinas en sus proteinas totales, se
observd un nimero de bandas que aumentdé de manera importante a medida que se
incrementod el tiempo de incubacién. Como lo muestra la figura 18, luego de 24 horas de
tratamiento con LDL oxidada, se produce un aumento en la marca de un doblete de
aproximadamente 53 y 56 kDa, que coincide con lo descrito para la proteina lyn, una
guinasa perteneciente a la familia src que se activa luego de la modificacién por
peroxinitrito (Mallozzi y cols., 1999). Podemos entonces inferir que el aumento de
estrés oxidativo implica el aumento de especies prooxidantes tales como el peroxinitrito,
el que se ha involucrado directamente en la formacion de residuos de nitrotirosina en
proteinas, y que esta modificacion de proteinas podria tener un caracter selectivo de
acuerdo a la localizacion de la fuente de radicales, esto debido a que el peroxinitrito
tiene una alta reactividad y en teoria una vez formado, modificaria sustratos cercanos.
Esta modificacion de proteinas incluso podria tener un caracter sefializador de
respuestas ante el dafio oxidativo causado, pudiendo iniciar sefiales de transduccion

similares a las producidas via fosforilacion de residuos de serina treonina o tirosinas.
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De esta forma podemos concluir lo siguiente:

1. LDL y HDL purificadas de plasma humano se modifican oxidativamente con cobre,

produciéndose cambios tanto al nivel de sus componentes lipidicos como proteicos.

2. LDL y HDL oxidativamente modificadas inducen estrés oxidativo en células
endoteliales en cultivo aumentando la produccién de EROs, residuos de nitrotirosina e
induccion de HO-1.

3. En presencia de acido protocatéquico las células mantienen los niveles basales de
estrés oxidativo luego del tratamiento con lipidos oxidados. Este efecto de proteccion se
observa dentro de la célula lo que indicaria la accién intracelular del compuesto.
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