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RESUMEN

La epigalocatequina-3-galato (EGCG) es el tipo de polifenol mas abundante en
Camellia sinensis (Té verde) y se sabe que induce apoptosis en células
cancerigenas, disminuye las concentraciones de glucosa vy triglicéridos en sangre
periférica, al igual que disminuye la presion arterial, por lo que, su consumo ha sido
considerado benéfico para enfermedades como cancer, diabetes, obesidad e
hipertension. Hay evidencia de la regulacion génica mediada por microRNAs
(miRNAS) en respuesta al consumo de los polifenoles. El presente estudio investigd
el efecto de la EGCG sobre la expresion de miRNAs, entre ellos los descritos como
antiinflamatorios (miR10a, miR98, miR146a y miR181b) en cultivos primarios de
células endoteliales de vena umbilical humana (HUVECS), aportando evidencias de
su participacion potencial con dosis cercanas a las encontradas en el torrente
sanguineo posterior a la ingestion del té verde, lo cual no habia sido descrito hasta el
momento. La determinacion de los cambios en la expresion de los miRNAs se realizé
mediante un abordaje con microarreglos para miRNAs, cuyo resultado fue validado
por qPCR.

Se encontré que la EGCG tuvo un efecto en el perfil de expresion de miRNAs en
HUVECs a una dosis unica de 0.1 uM por 2 horas. El hsa-miR-10a-5p, present6 un
incremento estadisticamente significativo (P= 0.02) en su nivel de expresiéon. Los
analisis de los genes blanco de los miRNAs diferencialmente expresados mostraron
la participacion de la EGCG sobre la regulacion de biofunciones como el desarrollo y
funcion del sistema cardiovascular y del sistema hematol6gico, la enfermedad
inflamatoria, el crecimiento y la proliferacion celular, y en procesos como la
vasculogénesis, la activacion de células endoteliales microvasculares, la proliferacién
y migracion de ceélulas endoteliales. Uno de los reguladores mas importantes de la
estabilidad de células endoteliales vasculares es el gen FoxOl, el cual puede
modular la expresion de genes involucrados con la desestabilizacion de vasos
sanguineos, la remodelacion de la matriz en la vasculatura, la migracion en células

endoteliales y la formacion del tubo vascular. Hasta el momento, este es el primer
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trabajo que ha reportado los cambios en la expresion de miRNAs en HUVECS, en
respuesta a la estimulacion con dosis (0.1 uM) de EGCG y tiempos de exposicion (de

1-2 horas) reportados en plasma humano posterior al consumo de té verde.

ABSTRACT

Epigallocatechin-3-gallate (EGCG) is the most abundant type of polyphenol in
Camellia sinensis (Green Tea) and is known to induce apoptosis in cancer cells,
decreases glucose and triglyceride concentrations in peripheral blood, as well as
decreases blood pressure arterial, so, its consumption has been considered
beneficial for diseases such as cancer, diabetes, obesity and hypertension. There is
evidence of gene regulation mediated by microRNAs (miRNAS) in response to the
consumption of polyphenols. The present study investigated the effect of EGCG on
the expression of miRNAs, including those described as anti-inflammatory (miR10a,
miR98, miR146a and miR181b) in primary cultures of human umbilical vein
endothelial cells (HUVECS), providing evidence of their potential participation with
doses physiologically achievable after the ingestion of green tea, which had not been
described so far. The study of the changes in the expression of the miRNAs was
carried out by means of a microarray approach for miRNAs, the result of which was
validated by qPCR.

We found that EGCG had an effect on the expression profile of miRNAs in HUVECs
at a single dose of 0.1 uM for 2 hours. The hsa-miR-10a-5p showed a statistically
significant increase (P= 0.02) in its level of expression. The analysis of the target
genes of the differentially expressed miRNAs showed the participation of EGCG in
the regulation of biofunctions such as the development and function of the
cardiovascular system and the hematological system, inflammatory disease, cell
growth and proliferation; and in processes such as vasculogenesis, the activation of
microvascular endothelial cells, the proliferation and migration of endothelial cells.
One of the most important regulators of vascular endothelial cell stability is the FoxO1

gene, which can modulate the expression of genes involved with the destabilization of
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blood vessels, the remodeling of the matrix in the vasculature, the migration in
endothelial cells and the formation of the vascular tube. So far, this is the first work
that has reported changes in the expression of miRNAs in HUVECS, in response to
stimulation with doses (0.1 yM) of EGCG and exposure times (of 1-2 hours) reported

in human plasma after the consumption of green tea.
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EFECTO DE LA EPIGALOCATEQUINA-3-GALATO DEL TE VERDE
(Camellia sinensis) SOBRE LA EXPRESION DE miRNAs”

I. INTRODUCCION

1.1 MARCO TEORICO

Camellia sinensis es una planta originaria del Norte de la India y Sudoeste de China;
sus hojas son utilizadas para preparar té. La mayoria de los tés comiunmente
consumidos en el mundo son: el té blanco, el té verde, el té oolong y el té negro, que
se preparan con hojas de té inmaduras, no oxidadas, semi-oxidadas y totalmente
oxidadas, respectivamente (http://noarfoundation.org/tea.cfm). Se sabe que los
componentes polifendlicos caracteristicos en el té verde son las catequinas, las
cuales incluyen a: Epigalocatequina (EGC), Epigalocatequina-3-galato (EGCG),
Epicatequina (EC) y Epicatequina-3-galato (ECG) (Yang et al., 2018).

El té verde es una de bebidas terapéuticas mas popularmente consumidas en el
mundo. Existe un creciente nimero de reportes que sugieren que el consumo
moderado del té verde puede ser auxiliar para evitar algunas formas de céncer,
infecciones bacterianas y enfermedades cardiovasculares, por ejemplo, la
aterosclerosis. Los efectos positivos para la salud humana han sido atribuidos a la
presencia de flavanoles dentro de los cuales se encuentra la EGCG (Nagle et al.,
2006).

La disfuncion endotelial y la inflamacion son esenciales para la iniciacion y
progresion de aterosclerosis (Libby et al., 2002). El endotelio es una monocapa
celular conformada por células endoteliales que recubre el interior de los vasos
sanguineos y permite el intercambio gaseoso, de nutrientes y de desechos. La

aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria cronica de la pared arterial. Las



lesiones aterosclerdticas son mas abundantes y severas en regiones de bajo estrés
por roce “shear stress”, un factor de riesgo importante para la aterosclerosis (Vander
Laan et al., 2004). Se han identificado varios miRNAs como reguladores de las
células endoteliales, células de musculo liso vascular, y funciones de macréfagos,
estando asi involucrados en el desarrollo y la progresion de aterosclerosis (Sun et al.,
2013). Ademas, los miRNAs han emergido como potentes agentes terapéuticos
contra la aterosclerosis. En células endoteliales, miR-146a y miR-181b producen
efectos antiinflamatorios suprimiendo la via del Factor Nuclear Kappa-B (NF-kB) (Sun
et al., 2012; 2014, Li, K., et al., 2015).

Estudios epidemiolégicos sustentan el potencial papel de algunos flavonoides en la
reduccion del riesgo cardiovascular. Los flavonoides tienen propiedades preventivas
contra la disfunciébn endotelial al evitar la oxidacién de las lipoproteinas de baja
densidad (LDL) (Warnakulasuriya et al., 2014), la adhesion y agregacion de
plaguetas (Wu et al., 2014) y la migracion y proliferacion de células de musculo liso.
(Ahmad et al., 2013). Ademés, de acuerdo a datos resientes que evaluaron la
asociacion entre el consumo de flavonoides incluidos en la dieta y el riesgo
cardiovascular por medio de analisis de estudios prospectivos de cohorte, se ha
reportado que la ingesta de EGCG fue inversamente asociado con el riesgo de
enfermedad cardiovascular (riesgo relativo: 0.87; 95% intervalo de confianza: 0.80,
0.95), (Wang et al., 2014).

1.1.1 Polifenoles

Los polifenoles representan un grupo importante de fitoquimicos encontrados en las
plantas de los cuales, se han descrito mas de 8000 componentes polifendlicos. Los
polifenoles se clasifican de acuerdo con el numero de anillos fendlicos,
adicionalmente, también se agrupan en cuatro categorias: &cidos fendlicos,
flavonoides, estilbenos y lignanos. Los flavonoides representan el 60% de los

polifenoles de la dieta y a su vez se subdividen en siete grupos: flavones, flavanones,



isoflavones, flavanoles, antocianinas, calcones y flavonoles (Pandey, K.B., et al.,
2009).

1.1.1.1 Flavanoles

Los flavanoles son una clase de flavonoides que incluyen monémeros y oligomeros,
conocidos como proantocianidinas, una forma de catequinas, comunmente presentes
en el té verde, cacao y diferentes frutas. Las principales catequinas encontradas en
el té verde (Camellia sinensis) son (-)-Epigalocatequina-3-galato, (-)-Epicatequina-3-
galato, (-)-Epigalocatequina, y (-)-Epicatequina (Figura 1). Las catequinas son
flavalones polifendlicos ampliamente encontrados en las plantas vasculares y
potencialmente benéficos para la salud humana. Su estructura basica es un
esqueleto de difenilpropano, con un anillo de benceno (A) similar a una fraccion de
resorcinol, un anillo aromético (B) en relacién con un residuo de catecol y un anillo
gue es una unidad heterociclica dihidropirano con un grupo hidroxilo en el carbono 3.
Las catequinas contienen dos atomos de carbono asimétricos, el C-2 y el C-3,
generando cuatro diasterecisomeros. Dos de los isOmeros estan en una
configuracion trans y son llamados catequinas y los otros dos estdan en la
configuracion cis y son llamados Epicatequinas. (+)-Catequina y la (-)-Epicatequina
se encuentran en las frutas, sin embargo, el chocolate oscuro contiene los mas altos
niveles de catequina (459,8 a 610,0 mg / kg) (Arts. et al., 2000). Las catequinas,
también estan presentes como conjugados con acido gélico, y son llamadas, (+)-
Galocatequina, (-)-Epigalocatequina, (-)-Epicatequina galato, y (-)-

Epigalocatequina-3-galato. Estos compuestos son limitados a unos pocos productos.

La EGCG es un polifenol que representa el 50-80% de estas moléculas por taza de
té verde preparado, lo que equivale a 200-300 mg de EGCG (Khanet al., 2006).
Diversos autores sugieren que la EGCG confiere efectos benéficos para la salud,
debido a que se ha visto que podria contribuir a aminorar las manifestaciones de

enfermedades como la diabetes, por disminuir los niveles de glucosa en sangre;



hipertension, al disminuir la presion arterial; obesidad, al disminuir los niveles de
triglicéridos en sangre y se ha reportado su actividad antioxidante (Khanet al., 2006;
Higdon y Frei, B. 2003; Shankaret al., 2008). También, se ha propuesto que la EGCG
suprime los procesos inflamatorios que conducen a la transformacion, la hiper-

proliferacion, y el inicio de carcinogénesis (Wuet al., 2014).

El andlisis de diferentes catequinas por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC), confirmd que el té verde es una fuente mas rica en polifenoles que el té
blanco. Las concentraciones de todas las catequinas investigadas (EGC, EGCG,
GCG, ECQG) fueron significativamente mas altas en las hojas de té verde que en las
de té blanco, (Rusak et al., 2008).
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Figura 1. Estructura de las catequinas del té verde. (Tomada de Singh, et al., 2011).

1.1.1.2 Quimica de la EGCG

La EGCG, es la catequina mayoritaria en el té verde, encontrandose en
concentraciones en el rango de 9 a 13% (Marchese et al., 2014). Muchas
investigaciones sugieren que la EGCG es la responsable de la mayoria de los
potenciales beneficios a la salud atribuidos al consume de té verde, entre los cuales
se incluyen los efectos antioxidantes, quimio-prevencion al cancer, mejora en la
salud cardiovascular, potencia la pérdida de (Nagle et al., 2006). La presencia de

grupos fendlicos que son sensibles a la oxidacion y que pueden generar quinona en



la estructura de EGCG son responsables de sus propiedades antioxidantes y los
potenciales de barrido de radicales libres. La actividad antioxidante se incrementa
aun mas por la presencia de la estructura tri-hidroxilo en el anillo D; en varios
estudios in vitro se ha encontrado que la EGCG que tiene la mayor actividad

antioxidante en comparacion con otras catequinas (Higdon et al. 2003).

1.1.1.3 Parametros farmacocinéticos de los polifenoles del té verde

Los parametros farmacocinéticos de los polifenoles del té verde, como la EGCG en
particular, han sido bien estudiados en roedores (Lee et al., 2002). La transformacion
metabdlica de las catequinas en el ser humano es bien conocida, sin embargo, se
sabe poco sobre los efectos bioldgicos de los metabolitos de las catequinas. Varios
estudios concluyen que existen posibles propiedades antioxidantes tanto de EGCG y
sus metabolitos. Por ejemplo, se ha encontrado que los derivados de O-metilado de
(-)-Epicatequina son capaces de inhibir la formacion de nitrotirosina mediada por
peroxinitrito (Natsume et al., 2008). Adicionalmente, en fibroblastos de piel humana,
se ha demostrado que la 31-O-metil-epicatequina previene el dafio oxidativo inducido
por UVA a través de un aumento de la actividad HO-1 (Basu-Modak et al., 2003).
También, se ha encontrado que las células endoteliales de vena umbilical tienen la
capacidad de convertir (-)-Epicatequina en derivados de metilo, que inhibe la
actividad de NADPH oxidasa (Steffen et al., 2008).

Estudios farmacocinéticos en humanos, mostraron que el pico de concentracién
plasmatica de EGCG se presenta en las primeras dos horas posteriores a la
ingestion, reduciendo su concentracion a niveles no detectables en las siguientes 24
horas. El pico de la concentracion en plasma de EGCG fue de 77.9 £ 22.2 ng/mL tras
la administracion via oral de 20 mg de té solido por Kg del sujeto de estudio que
corresponden aproximadamente a: 195 mg de ECGC, 154 mg de EGC y 45 mg de
EC para un individuo de 70 Kg. La concentraciéon de EGCG en plasma, fue obtenida

por HPLC acoplado a un detector electroquimico. Cuando la EGCG fue administrada



pura, sélo el 0.1% de la dosis ingerida aparece en la sangre. Ademas, después de
tomar lo equivalente a 2 tazas con té, el pico promedio de la concentracién de EGCG
en plasma fue de 0.17 puM, (Lee, et al., 2002). Estos valores pueden servir como un
punto de referencia para el disefio de experimentos in vitro que permitan conocer los
mecanismos de accion de la EGCG. La mayoria de los estudios en cultivos celulares
utilizan entre 10-100 uM de EGCG (Yang, et al., 2002). Es necesario considerar la
baja biodisponibilidad de las catequinas del té cuando se realizan experimentos in
vitro (cultivo celular) para explorar situaciones in vivo dado que la mayor parte del
EGCG ingerida aparentemente no entra en la sangre, y la EGCG absorbida es

preferentemente excretada a través de la bilis hasta el colon (Chen, et al., 1997).

1.1.2 MicroRNAs

Los microRNAs (miRNAs) son un grupo de RNAs pequefos que pertenecen a la
familia de los RNAs no codificantes (Slavinet al., 2012). Los miRNAs maduros, tienen
un tamafo aproximado de 21-25 nt de longitud, se derivan a partir de un precursor
mas grande de aproximadamente ~60-70 nt de longitud, que se doblan en una
estructura de tallo-bucle imperfecta. En animales, estos miRNAs precursores (pre-
mMiRNAS) pueden generarse de la escisién del miRNA primario (pri-miRNA) transcrito
por un complejo multiproteico compuesto por la RNasa Il Drosha (Pérez-Jiménez et
al., 2011) y Pasha, una proteina de unibn a RNA de doble cadena (dsRNA),
(Cassidy, et al., 2011; Clifford, et al., 2006).

Después de la escisidn, los genes de los miRNAs precursores son transportados al
citoplasma por una proteina transportadora llamada exportina 5 (Manach et al., 2005;
Peterson et al., 2012). Posteriormente, los precursores del miRNA se escinden en
una dsRNA duplex imperfecta por otra endonucleasa RNasa lll, Dicer (Pérez-
Jiménez et al., 2011; Mink et al., 2007). Este duplex se compone de la hebra de

MiRNA maduro y una cadena complementaria.



El modo de accién de los genes miRNAs maduros en los sistemas de mamiferos es
dependiente del apareamiento de bases complementarias a la regién 3' no traducida
(3-UTR) del mRNA blanco, causando posteriormente la inhibicion de la traduccion

y/o la degradacion del mRNA.

Se sabe que los miRNAs se expresan de manera tejido-especifico y controlan un
amplio espectro de procesos biologicos que incluyen la proliferacion, la apoptosis y la
diferenciacion celular. Los miRNAs son vitales para la fisiologia de la célula, la
expresion aberrante de éstos RNAs pequefios no codificantes ha sido relacionada

con la carcinogénesis (Croce, et al., 2005), entre otras enfermedades.

1.1.3 Endotelio

1.1.3.1 Origen y plasticidad de células endoteliales

El endotelio es una monocapa celular, conformada por células endoteliales, que
recubre el interior de los vasos sanguineos y permite el intercambio gaseoso, de
nutrientes y desechos. La disfuncién endotelial y la inflamacion son esenciales para
la iniciacion y progresion de aterosclerosis (Libby et al.,, 2002). Las lesiones
aterosclerdticas son mas abundantes y severas en regiones de bajo estrés por roce
“shear stress”, un factor de riesgo importante para la aterosclerosis (Vander Laan et
al., 2004).

El endotelio tiene un papel crucial en la regulacion de la homeostasis, el
mantenimiento de las propiedades fisiolégicas de vasodilatacién, antiinflamatorias,
antitrombdticas y antiproliferativas: las cuales pueden reducir el riesgo cardiovascular
(vita, et al.,, 2002 y Widlansky, et al.,, 2003). La mayoria de los estudios
epidemioldgicos demuestran un beneficio con respecto al riesgo cardiovascular con
la ingesta de té y otras bebidas que contienen flavonoides (Hertog, et al., 1993;
Higdon, et al., 2003; Peters, et al., 2001 y Vita, et al., 2003).



Las células endoteliales y las células hematopoyéticas surgen de la misma célula
precursora, el hemangioblasto (Choi, et al., 1998). Se piensa que el desarrollo de
células precursoras surge de la planta ventral de la aorta dorsal dentro de la region
aorto-gonada-mesonefros (Marshall, et al., 1999). El esplacnopleurimesodermo se
transforma en células mesenquimales que se diferencian en el hemangioblasto. El
hemangioblasto se transforma en una célula pre-endotelial que a continuacién se
diferencia ya sea una linea celular de células hematopoyéticas 0 en una célula
endotelial. Se ha demostrado que las células endoteliales también se
transdiferencian en células mesenquimales y células de la intima del musculo liso
(Arciniegas, et al.,, 2000). Es importante destacar que también hay variacion
fenotipica entre las células endoteliales en diferentes porciones del arbol vascular y
entre células arteriales y venosas, de tal forma que las células de diferentes lugares
dentro de un individuo no sélo expresar diferentes marcadores, sino también pueden

generar respuestas diferentes a un mismo estimulo (Gallagher, et al.,1997).

1.1.3.2 Funcioén de las células endoteliales

La estructura de la célula endotelial y la integridad funcional son importantes en el
mantenimiento de la pared del vaso y la funcién circulatoria. Como barrera, el
endotelio es semi-permeable y controla la transferencia de moléculas pequefias y
grandes. Sin embargo, las células endoteliales son dindmicas y son capaces de
llevar a cabo una variedad de funciones metabdlicas y sintéticas. Estas células
ejercen importantes acciones paracrinas y endocrinas a través de su influencia sobre
las células de musculo liso subyacentes o en elementos de la sangre, tales como

plaquetas y células blancas.

En condiciones basales, las células endoteliales estan intimamente involucradas en
el mantenimiento de la interfase no trombogénica sangre-tejido mediante la
regulacion de la trombosis, la trombolisis, la adhesién de las plaquetas, el tono

vascular y el flujo sanguineo. Las células endoteliales producen y liberan una



variedad de sustancias vasoactivas, como la prostaciclina y el 6xido nitrico, los
cuales inhiben la agregacion plaquetaria y causan la vasodilatacion. Estos
mediadores se liberan en respuesta a una serie de estimulos quimicos, tales como
trombina, bradicinina, o adenosin difosfato (ADP), asi como cambios en las fuerzas
hemodinamicas, tales como alteraciones en la presion o flujo sanguineo (Sumpio, et
al., 1993). Las células endoteliales también pueden activarse por diversos estimulos,
tales como, trombina o histamina, marcada por un interruptor en su perfil biosintético
a partir de condiciones basales hacia un estado activado que es pro-trombético, pro-
proliferativa y vasoconstrictor. Las células endoteliales activadas sintetizan el factor
activador de plaquetas (PAF), que actla con P-selectina en la adhesion de las
plaguetas y los neutréfilos al endotelio. EI mecanismo implica la interaccién de la
glicoproteina de plaqueta llb/llla con fibrinbgeno y receptores de vitronectina
endotelial (Barry, et al., 1997). Una vez adheridas, las plaquetas potencian la
adherencia de los neutrofilos al endotelio mediante la expresion de CD154 en las
plaguetas activadas, que se une a CD40 en las células endoteliales. Esto induce la
expresion de moléculas de adhesion de leucocitos y el factor de tejido en la
superficie endotelial (Thienel, et al., 2000). El factor tisular o tromboplastina es el
receptor para el factor VIl y es procoagulante. El factor tisular es inhibido por el factor
tisular inhibidor de la via, que es predominantemente sintetizado por las células
endoteliales en condiciones basales, y constitutivamente unido a la superficie de las
células endoteliales. Las células endoteliales también producen ectonucleotidasas,
que son enzimas que desfosforilan ADP a AMP y luego a la adenosina, inhibiendo la

agregacion de plaquetas en condiciones basales (Marcus, et al., 1997).

La superficie de la célula endotelial contiene heparina similar a receptores de
glicosaminoglicanos, los sitios mas importantes para la inactivacion de la trombina
por la union de antitrombina, y trombomodulina. La trombomodulina se une a la
trombina y preferentemente potencia su capacidad de escindir la proteina C
circulante y no de fibrin6geno. La proteina C activada, inactiva los factores Va, Vllla e

inhibidor del activador plasminégeno tipo | (PAI-1). Las células endoteliales también
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participan en la fibrindlisis mediante la produccion del activador plasmindgeno tisular
(t-PA) (Chang, et al., 1997).

Las células endoteliales son importantes en las reacciones inmunes e inflamatorias
por regular el movimiento de linfocitos y leucocitos en los tejidos. Los linfocitos, a
diferencia de plaquetas y leucocitos, pueden interactuar con las células endoteliales
(principalmente en tejidos linfoides) bajo condiciones normales a través del receptor
de L-selectina. Los linfocitos activados expresan las integrinas, tales como el
antigeno 1 asociado a la funcion de leucocitos (LFA-1) o antigeno-4 muy tardio (VLA-
4), que interactian con las moléculas de adhesion de células endoteliales, con las
moléculas de adhesion celular intramoleculares 1y 2 (ICAM-1 y ICAM-2), y con las
moléculas de adhesion celular vascular (VCAM). La ICAM-2 se expresa
constitutivamente en las células endoteliales en reposo. Mientras que ICAM-1 y
VCAM se expresan minimamente en las células endoteliales en reposo, pero su

expresion puede ser aumentada por citoquinas y la activacion de lipopolisacaridos.

Los leucocitos polimorfonucleares se adhieren y atraviesan la pared del vaso
sanguineo en regiones de invasion bacteriana o dafios en los tejidos. Las moléculas
de adhesion de la L-selectina e integrina clase 32, tales como LFA-1 y Mac-1, estan
involucradas en la adherencia transitoria de los leucocitos a las células endoteliales
(Huo, et al., 2000). Las células endoteliales activadas secretan PAF que sobre
regulan a LFA-1 y Mac-1 en los leucocitos y expresan P-selectina y E-selectina. La
trombina o la estimulacibn de la histamina induce selectivamente las células
endoteliales P-selectina, mientras citocinas y el lipopolisacarido (LPS) conduce a la

expresion de E-selectina.

La inflamacion es el resultado de los cambios hemodinamicos en el sitio de la lesion.
Los vasos se dilatan, aumenta el flujo sanguineo y los mediadores que acttan sobre
el endotelio se liberan provocando la contraccion de las células endoteliales y la fuga

de suero y liquido intersticial en el sitio de la lesion. La adhesion de leucocitos se
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promueve en el sitio de la lesion, inicialmente por la interaccion con P-selectina. Los
cuerpos de Weibel-Palade se fusionan con la membrana plasmatica y se libera el
factor von Willebrand (VWF) altamente polimerizado. Esto, junto con PAF, promueve
la adhesion maxima de leucocitos a células endoteliales activas a trombina e
histamina. Las células endoteliales activadas sintetizan interleucina-8, que estimula
la quimiotaxis y la desgranulacion de neutrdéfilos. La interleucina-8 también desregula
la adhesion de neutrofilos y promueve la extravasacion. Con el tiempo, la respuesta

de leucocitos disminuye mientras que predomina la respuesta de los linfocitos.

Las células endoteliales también son importantes en la angiogénesis Yy
vasculogénesis (Griedling, et al, 1998). La vasculogénesis se produce
exclusivamente en el embrién cuando los angioblastos se diferencian en islas de
sangre y luego se fusionan para formar una red capilar primitiva. Cuando el corazon
comienza a latir, se inicia la morfogénesis que da lugar a la diferenciacién de ciertos
segmentos en las arterias y las venas, vénulas post-capilares. Se cree que las
fuerzas hemodinamicas y factores de crecimiento juegan un papel en el destino final
del vaso. Multiples investigadores han demostrado que las primeras fases de la
vasculogénesis requieren del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y sus
receptores especificos de células endoteliales, VEGFR2. Los estudios de genes
knock-out muestran que este es letal para el embridon, ya que estos embriones

presentan defectos en el proceso de vaculogénesis, lo cual es inviable para la vida.

Las angiopoyetinas no son esenciales para la vasculogénesis, pero actian en la
segunda fase del desarrollo embrionario, la angiogénesis. La angiogénesis, es la
formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de endotelio preexistente, y también

se ve afectada por VEGF.
La alteracién de la funcién endotelial o disfuncion endotelial puede jugar un papel

importante en las enfermedades cardiovasculares. En la aterogénesis, las primeras

alteraciones en la pared del vaso son la formacion de estrias grasas y la adhesion de
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los monocitos. Se requiere la participacion activa del endotelio para la adhesién de
monocitos y la migracién al subendotelio. El endotelio oxida la LDL nativa y la
acumulacion de monocitos podria representar un intento de eliminar el LDL oxidado
subendotelial. EI avance de la lesién aterosclerética puede ser el resultado del
fracaso de los monocitos para limpiar de manera suficiente el LDL oxidado (Gerrity,
et al., 1981).

1.2 ANTECEDENTES

1.2.1 miRNAs regulados por EGCG

La expresion de miRNAs en condiciones patologicas esta frecuentemente
desregulada, en cancer, se ha descrito un nuevo repertorio de factores moleculares
rio arriba de la expresion génica, lo que garantiza una amplia investigacion para
aclarar aiun mas su papel exacto en la malignidad. Aunque todavia hay pocas
pruebas, se ha postulado que la dieta también puede alterar la expresién génica
mediante blancos a diversos oncogenes o miRNAs supresores de tumores. Una de
las caracteristicas interesantes de miRNAs es que, similar a la regulacién de genes,
su propia expresion puede ser regulada por metilacion del DNA. La influencia de los
MiRNAs sobre la maquinaria epigenética y la regulacién epigenética reciproca de la
expresion de miRNAs sugiere que su expresion aberrante durante la carcinogénesis
tiene una implicacién importante para la regulacion global del cancer. Ademas, la
interaccién entre varios componentes de la maquinaria epigenética re-enfatiza la
integracion de mecanismos epigenéticos involucrados en el mantenimiento de los

patrones de expresion génica global en mamiferos (Singh, et al., 2011).

Interesantemente, el uso de microarreglos, los cuales contienen cebadores de todos
los miRNAs conocidos, ha demostrado que el EGCG en 100 uM puede modular la
expresion de 61 miRNAs simultaneamente en células de carcinoma hepatocelular

humanas (células HepG2) (Tsang et al., 2010). El tratamiento de células HepG2 con
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EGCG ha inhibido la expresion de miRNAs oncogénicos e induce el nivel de miRNAs

supresores de tumores (Figura2, Singh, et al., 2011).

En las lineas celulares de neuroblastoma maligno humano SK-N-BE2 y IMR-32, se
ha demostrado que la exposicion de las células a una concentracién de 50 mM de
EGCG durante 24 h, disminuye de la expresion de miRNAs oncogénicos (miR-92,
mMiR-93 y miR-106b) y al mismo tiempo el aumento de expresion de mMiRNAs
supresores de tumores (miR-7-1, miR-34a y miR-99a). (Chakrabarti et al., 2012). En
la linea celular de adenocarcinoma de pulmén de ratén CL13, la EGCG en 40 mM,
aumento de la expresion de miR-210 y disminuyo6 la proliferacién celular, lo que
sugiere que la modulacién de la expresion de este miRNA podria contribuir a la

actividad de este flavonoide contra el cancer (Wang et al., 2011).

De manera interesante, se ha observado la capacidad de EGCG para modular la
expresion de miRNA en ratones. Los andlisis de la expresiéon por PCR en tiempo real
en ratones tratados por 6 semanas con EGCG mostraron que miR-21 decrecio y que
miR-330 fue sobre expresado (Siddiqui, et al., 2011). No ha sido identificado aun,

cémo son modulados los miRNAs por EGCG en estudios in vitro.

Por otro lado, la discrepancia de los resultados in vitro e in vivo podria explicarse por
diferencias en las concentraciones usadas in vivo (en el rango de nano molar o micro
molar) y en estudios in vitro, por otro lado, la EGCG puede ser metabolizada por las
células epiteliales y hepaticas que dan lugar a moléculas conjugadas con efectos
bioldgicos potencialmente diferentes, tales como el impacto sobre la expresion de los
MIRNAS. Los mecanismos por los cuales los polifenoles pueden estar regulando la
transcripcion, aun son desconocidos. Se ha descrito que los polifenoles como la
curcumina, el resveratrol, el acido elagico y los polifenoles del té negro, pueden
regular la actividad de la proteina p53 y la expresion de c-myc (Gonzalez-Sarrias et
al., 2009; George et al., 2011; Shehzad et al., 2013). Tomando esto en

consideracion, se podria sugerir que los polifenoles pueden modular la transcripcion
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de los miRNAs por afectar tanto estas proteinas de sefializacion celular, como otras
que aun se desconocen. Recientemente se ha mostrado que la biogénesis de miRNA
(desde pri-miRNA, maduracion de miRNA y el decaimiento de miRNA) es regulada
dentro de las células (Breving et al., 2010); sin embargo, se desconoce el impacto de

los polifenoles en esos procesos.

1.2.2 miRNAs antiinflamatorios

Recientemente se han identificado a los miRNAs: miR-146a, miR-181b, miR-98,
miR-708 y miR-451 como nuevos miRNAs anti-inflamatorios en células endoteliales
co-cultivadas con células de musculo liso (sSSMCs); éstos miRNAs tienen acciones
anti-inflamatorias por tener como blanco directo a los genes: cinasa asociada al
receptor de interleucina-1 (IRAK), inhibidor de la subunidad gamma de la cinasa de
Factor Nuclear Kappa-B (IKK-Y'), receptor de interleucina 6 (IL-6R) y cinasa ubicua
hélice-asa-hélice conservada (CHUK), respectivamente, para inhibir la sefalizacion
de NF-KB, el cual ejerce un control de retroalimentacion sobre la biogénesis de éstos
cuatro miRNAs, por lo que pueden servir como valiosos blancos moduladores para la
intervencidn contra desordenes vasculares que resultan de la aterosclerosis (Chen et
al., 2015). Y también, el miR-10a, miR-19a y miR-23b han sido identificados como
atero-protectores (Kumar, et al., 2014).
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Figura 2. Impacto de la EGCG sobre la expresion de miRNA (Tomada de Singh, et
al., 2011). El pri-miRNA es procesado por Drosha, generando un pre-miRNA, el cual
es transportado del nucleo celular al citoplasma por la Exportina 5. En el citoplasma,
este pre-miRNA es procesado por Dicer, generando un miRNA maduro. EI miRNA
maduro es un onco-miRNA, va a reprimir a genes supresores de tumores y si es un
MiRNA supresor de tumor, va a regular negativamente a oncogenes. La EGCG
puede mediar la expresion geénica a nivel de la inhibicion o activacion de distintos

miRNASs.
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

2.1 JUSTIFICACION

La mayoria de los estudios epidemiolégicos demuestran que la ingestion de té verde
y otras bebidas que contienen flavonoides produce un beneficio con respecto al
riesgo cardiovascular (Hertog, et al., 1993; Higdon, et al., 2003; Peters, et al., 2001 y
Vita, et al., 2003). Conocer el efecto de la EGCG sobre la expresidon de los miRNAs
relevantes para la salud endotelial como son los miRNAs antiinflamatorios en células
endoteliales, podria dilucidar su posible papel como blancos terapéuticos para la
intervencién contra desordenes vasculares (Chen, et al., 2015). En ese sentido, una
de las vias de sefializacibn mas significativas es la de Akt la cual es activada por
muchos factores de crecimiento angiogénicos (como el factor de crecimiento
endotelial vascular), por estimulos mecanicos como son el estrés por friccion

generada por el flujo sanguineo (fluid shear stress) (Shiojima, et al., 2002).

La via de PI3K/Akt media diversas vias de sefializacion para la activacion de la
sintasa del 6xido nitrico (NOS) (Fulton, et al., 1999 y Dimmeler, et al., 1999). Se ha
visto que los efectos cardioprotectores de la EGCG, son parcialmente debidos a la
activacion de la sintasa del 6xido nitrico endotelial (eNOS) por la accion de la
fosforilacion dependiente de PI3K/Akt en el endotelio vascular (Kim, et al., 2007).
También se ha visto que EGCG inhibe NFkB y la expresion del Factor de Necrosis
Tumoral alfa (TNF-a) (Shankar, et al., 2008). TNF-a es una citoquina inducida por
promotores tumorales que estimula la produccién de moléculas de adhesion celular y
la respuesta del proceso inflamatorio (Shankar, et al., 2007). La aterosclerosis es una

enfermedad altamente asociada a riesgo cardiovascular (Rosas-Peralta et al., 2005).
La mayoria de los estudios in vitro, se han realizado en lineas celulares de céancer,

por lo cual, para estudiar el impacto de los polifenoles de la dieta sobre la expresion

de los miRNAs, es recomendable el uso de cultivos primarios en lugar de lineas
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celulares, metabolitos de polifenoles en circulacion, y las concentraciones adecuadas
fisiolégicamente relevantes de estos compuestos (Milenkovic et al.,, 2013). El
conocimiento de estos mecanismos permitird comprender el posible papel preventivo

del consumo de EGCG en las enfermedades cardiovasculares.

2.2 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es el efecto de la exposicion a una sola dosis de EGCG sobre la expresion de
miRNAs en cultivo primario de células endoteliales de vena umbilical humana
(HUVECS)?

. HIPOTESIS

Si, en modelos in vitro la EGCG regula la expresion de algunos miRNAs asociados a
la proteccion del endotelio vascular, entonces la exposicion de células endoteliales a
esta substancia en tiempos cortos y concentraciones cercanas a las reportadas en
plasma (concentraciones fisiolégicamente alcanzables) inducird cambios en la

expresion de miRNAs asociados a procesos antiinflamatorios.
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IV. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

» Evaluar el efecto de la exposicién a una dosis de EGCG del té verde sobre la
expresion de miRNAs en cultivos primarios de HUVECSs.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

» ldentificar la dosis de EGCG que genera una respuesta potencial en HUVECs

mediante una curva dosis-respuesta.

» Determinar el efecto de la estimulacion con 0.1 uM de EGCG por 2 horas
sobre la expresion global de miRNAs en HUVECs, mediante el uso de

microarreglos de amplia cobertura.

» Validar la expresiéon de miRNAs que resultaron diferencialmente expresados
en los microarreglos en respuesta a la estimulacion con 0.1 uM de EGCG por
2 horas, utilizando RT-PCR en tiempo real.

» Investigar el efecto de la exposicion por dos horas a tres dosis de EGCG sobre
la expresién de los miRNAs reportados como antiinflamatorios (hsa-miR-10a,
hsa-miR-98, hsa-miR-181b y hsa-miR-146a-5p) en HUVECs mediante RT-

PCR en tiempo real.
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V. MATERIAL Y METODO

5.1 CULTIVO PRIMARIO DE HUVECs

Con la finalidad de establecer en el laboratorio el cultivo primario de HUVECSs, las
células endoteliales fueron obtenidas de cordén umbilical humano de recién nacidos,
de madres aparentemente sanas y con consentimiento informado firmado por las

mismas.

El cordon fue colectado y transportado en medio M199 a temperatura ambiente hasta
el laboratorio. EI medio 199 en polvo (Gibco, Ref. 31100-027, lote 1814879) fue
reconstituido con H,O mili Q, agregando 2.2 g/L de NaHCO3, 25 mM de HEPES,
antibidtico y antimicotico 1X (Gibco 100X, penicilina/estreptomicina 100 pg/mL, Ref.
15240-062, Lote 1764223), ajustando el pH a 7.35. Posteriormente, en condiciones
de esterilidad, el cordon fue lavado con PBS 1X para eliminar exceso de sangre, se
colocé un adaptador en uno de los extremos del cordén, se pas6 PBS 1X
precalentado a 37°C a través del corddn para verificar que no estaba tapado con
coagulos, luego se colocé el segundo adaptador en el extremo faltante y se pasoé
colagenasa 0.02% (Gibco Ref. 17101-015) preparada en PBS 1X (Gibco, PBS 10X,
pH 7.2, sin Ca y sin Mg, Ref. 70013-032, Lote 1139904), llevando a 1X con H30
destilada ultrapura, (Invitrogen, Ref. 10977-015, Lote 1584231, ajustando pH a 7.35),
precalentada a 37°C (aproximadamente 1 mL/cm de longitud del cordén o hasta que
estuviera completamente lleno) y se incubd por 20 min a 37 °C. Pasado el tiempo de
incubacion, se colectod la solucién con colagenasa en un tubo de plastico conico de
15 o0 50 mL y las células endoteliales fueron recuperadas mediante centrifugacion a
temperatura ambiente (7 min a 400 g); posteriormente el pellet se resuspendié en 1
mL de medio 199 enriquecido que contiene: antibiotico/antimicético 1X, suero fetal
bovino (SFB) 20% inactivado por calor, suplemento de crecimiento de celular
endotelial de pituitaria bovina 30 ug/Ml (Sigma, E0760) y fueron sembradas en cajas

Petri de 35 mm de diametro con 4 mL totales de medio enriquecido. Se dejaron toda
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la noche en la incubadora mantenidas a 37 °C en atmosfera himeda y 5% CO,. Al
otro dia se les cambid el medio para eliminar eritrocitos y dejar sélo a las HUVECs.
Cuando llegaron a un 70% de confluencia, las células fueron despegadas incubando
con tripsina 1X (Gibco 1X, 0.05% de EDTA, Ref. 25300-062, lote 1772640)
precalentada a 37°C, durante 1.5 minutos a 37°C e inactivada con un volumen y
medio, del usado de tripsina, de medio con antibiético 1X y 10% SFB, posteriormente
fueron sembradas en cajas Petri de 100 mm de didmetro, en medio de cultivo
enriquecido. Las células fueron crecidas a confluencia en medio enriquecido,
mantenidas a 37 °C en atmésfera humeda y 5% CO2). Se usaron de 3-6 pases en
todos los experimentos, como sugiere Zhao et al., 2011.

Posteriormente, para la obtencion de la dosis de EGCG que genera una respuesta
potencial en las HUVECs se realizaron curvas dosis-respuesta. Del cultivo primario
obtenido, se sembraron entre 200 000 y 250 000 células/pozo en placas de 6 pozos
en 2 mL de medio enriquecido, donde se mantuvieron hasta llegar a un 80% de
confluencia. Llegado a este punto, se les cambio el medio enriquecido por 2 mL de
medio de estimulacion (medio 199 sin suplemento de crecimiento endotelial, con
antibiético y 10% de SFB), al dia siguiente fueron estimuladas con diferentes dosis
de EGCG (1.0, 0.32, 0.1, 0.032 y 0.01 pM de EGCG por 2 hrs).

La EGCG fue resuspendida un dia antes de su uso, manteniéndola a 4°C cubierta de
la luz, en medio 199 con antibidtico 1X, se realizaron diluciones seriadas a partir de
un stock inicial: C1 (10 mM= 10,000pM), C2 (3200uM), C3 (1000uM), C4 (320uM),
C5 (100uM), C6 (32uM), C7 (10 uMm), C8 (3.2uM), C9 (1uM), C10 (0.32uM), C11
(0.1uM).

Se agregaron 200uL de las distintas diluciones, desde 10 uM (C7) hasta 0.1 pM
(C11) disueltas en un volumen final de 2 mL de medio de estimulacion por pozo,
respectivamente.

Pasado el tiempo de estimulacién, se retir6 medio de estimulacién a todos los pozos

y se lavaron una vez con PBS 1X precalentado a 37°C; se usaron 500 pL de Trizol
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por pozo, generando un homogenizado de las células que fue colectado en tubos de
1.5 mL y congelado a -80°C hasta el momento de la extraccion de RNA total.

Las células que no fueron utilizadas para los experimentos de estimulacién con
EGCG sobrantes de los cultivos de expansion fueron congeladas en 1 mL de medio
de congelacién que contiene 50% SFB, 40% M199 con antibiético 1X y 10% de
DMSO. Con una densidad de 750,000-1, 250,000 células por criovial, y almacenados
a -80°C.

5.2 EXTRACCION DE RNA TOTAL

Para determinar el efecto de la estimulacion con 0.1 uM de EGCG por 2 horas sobre
la expresion global de miRNAs en células endoteliales humanas en cultivo, mediante
el uso de microarreglos de amplia cobertura, se aisl6 el RNA total de las HUVECs
usando 500 uL de Trizol por cada pozo con células, las cuales fueron congeladas a -
80°C. Se descongelaron en hielo y se agitaron por unos segundos con vortex. Se
agregaron 200 pL de cloroformo frio por cada 1 mL de Trizol utilizado. Se agito
suavemente por inversion por 15 segundos. Se incubdé 3 minutos a temperatura
ambiente y se centrifugd a 4°C por 15 minutos a 13,000 rpm. Una vez obtenida la
separacion de las fases, se recuperé en otro tubo la fase acusa que es la que
contiene al RNA y se le agregaron 500 pL de isopropanol frio por cada 1 mL de Trizol
utilizado inicialmente. Se incubd toda la noche a -20°C y al dia siguiente se centrifugo
a 4°C por 15 minutos a 13,000 rpm. Se removio el sobrenadante y se agregé 1 mL
de etanol frio al 75% por cada 1 mL de Trizol utilizado, se agité con vOrtex para lavar
el pellet y se volvié a centrifugar a 4°C por 10 minutos a 13,000 rpm. Se repitio el
paso del lavado y centrifugado. Se retird el sobrenadante y se dejo secar el pellet por
10 minutos. Se resuspendio el pellet en 20 pL de agua libre de nucleasas.
Finalmente, se cuantificd y se verificd la pureza de la extraccion de cada RNA con el
nanodrop. Se realizaron alicuotas de cada RNA y fueron almacenados a —-80 °C

hasta su uso.
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5.3 TRANSCRIPCION REVERSA DE miRNAs A PARTIR DE RNA TOTAL

Una vez obtenido el RNA total, se realizé una transcripcion reversa, especifica para
cada miRNA de interés, utilizando 50 ng de RNA total, 7 uL RT-Mater Mix (0.15uL de
mix dNTPs 100 mM con dTTp, 1 pL de MultiScribe Reverse Transcriptase 50 U/uL,
1.5 pL de Reverse Transcription Buffer 10X, 0.19 yL de RNase Inhibitor 20 U/uL), 3
puL de RT primer 5X (correspondiente al miRNA de interés) y se completd el volumen
final a 15 pL totales con HO libre de nucleasas. Las muestras fueron incubadas a
16 °C por 30 min, 42°C por 30 min, 85°C por 5 minutos y 4°C infinito (cuando la PCR
no se realiz6 enseguida, las muestras fueron guardadas a -20°C hasta su uso).
Posteriormente, el cDNA formado sirvié de templado para la cuantificacion por gPCR

en tiempo real que es llevada a cabo con una sonda TagMan especifica.

5.4 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA EN TIEMPO REAL

Para determinar si la expresion de los miRNAs reportados como anti-inflamatorios
(hsa-miR-10a-5p (Assay ID 000387), hsa-miR-98-5p (Assay ID 000577), hsa-miR-
181b-5p (Assay ID 001098) y hsa-miR-146a-5p (Assay ID 000468)) responden al
tratamiento de las HUVECs con 1.0, 0.1 y 0.01 yM de EGCG expuestas por 2 horas
y validar la expresion diferencial de miRNAs que resultaron diferencialmente
expresados en los microarreglos en respuesta a la estimulacién con 0.1 uM de
EGCG por 2 horas, se realizdé el analisis de expresion de miRNAs por gPCR
utilizando ensayos TagMan marca Applied Biosystems para miRNAs. Cabe
mencionar, que la transcripcion reversa del sistema de TagMan utiliza cebadores
especificos con estructura de tallo y bucle complementarios a la secuencia del
extremo 3’ del miRNA; el bucle contiene una secuencia universal para union al
cebador. Este tipo de cebadores disminuyen la hibridacién con los pri y pre-miRNAs,

por lo tanto, incrementan la especificidad del ensayo.
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La reaccion de gPCR se realiz6 en un volumen final de 10 pL totales, utilizando 0.5
pL de sonda (TagMan small RNA Assay 20X), 2.0 uL de producto de la transcripcion
reversa (RT), 5uL de TagMan Universal PCR master mix Il 2X (no UNG) y 2.5 pL de

H-0 libre de nucleasas.

Las muestras fueron incubadas 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos, seguido de

40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 60°C por 60 segundos.

5.4.1 Andlisis de expresion de miRNAs por gPCR

El método 222C fue utilizado para el andlisis de expresion relativa por gPCR, la

férmula para obtener el AACT es la siguiente:

AACT: (CT mIRNA - CT RNU44) grupo EGCG 2h — (CT mIRNA - CT RNU44) grupo

CONTROL.

2-AACT

Una vez obtenido el valor de AACT, se realiza la potencia para obtener las

veces de cambio (FC, por sus siglas en inglés Fold Change).
Posteriormente, para determinar la diferencia estadistica entre las medias del grupo

tratado vs. grupo control, se realiz6 una prueba T para muestras relacionadas
utilizando el paquete estadistico SPSS v. 20.0 (Tabla 1).
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5.5 MICROARREGLOS

El microarreglo de expresion GeneChip® miRNA 4.0 Array de la plataforma de
Affymetrix tiene una cobertura total de las bases de datos miRBase version 20 y
snoRNA version 3, mirTabase Release 4.5, MicroCosm Targets 11/2013; evalta 203
organismos (incluyendo virus), 30,424 grupos de sondas para miRNA maduros
totales, 9 grupos de sondas para miRNA maduros, 2,578 grupos de sondas para
MiRNAs maduros humanos y 1,908 grupos de sondas para miRNA maduros de
raton. Este microarreglo permite evaluar en humano: 1733 miRNA, 1658 pre-miRNA,
1674 small nucleolar RNA (snoRNA), 32 small cajal body-specific RNA (scaRNA) y
10 ribosomal RNA (rRNA). Este microarreglo fue utilizado para evaluar los cambios
en la expresion de miRNAs de humano en HUVECs en respuesta al tratamiento con
0.1 uM de EGCG por 2 horas.

El analisis bioinformatico de la expresion diferencial de miRNAs clasific6 a los
MiRNAs por las veces de cambio (FC, por sus siglas en inglés); por consenso se
considera significativo a partir de un FC= 2 con respecto al grupo control, sin
embargo, dado que nuestros datos presentaron veces de cambio menores a 2, se
decidi6é elegir los miRNAs con respecto al valor de P, considerando para el andlisis
todos aquellos con un valor de P menor o igual a 0.05, y se utilizé la informacién

obtenida de la base de datos miIRBASE 21 (http://www.mirbase.org/).

Los genes blanco-potenciales de los miRNAs de interés fueron identificados
utilizando el software IPA® (Ingenuity® Pathway Analysis
https://www.giagenbioinformatics.com/products/ingenuity-pathway-analysis/ y

TargetScan 7.1 http://www.targetscan.org/vert_71/.
Los miRNAs diferencialmente expresados en el microarreglo (candidatos) son

ingresados al software IPA, el cual busca los identificadores (IDs) de dichos miRNAs

y elimina aquellos de los cuales no encontro el ID. El siguiente paso de astringencia,
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es filtrar los mMRNAs blanco, eliminando los blancos predichos y quedandose
solamente con los blancos validados experimentalmente. Con el listado de blancos
validados, se identificaron las interacciones directas de cada uno de ellos con otras
moléculas para buscar en primera instancia las vias metabdlicas y/o de sefalizacion
en las que estén directamente involucrados. Una vez hecho esto, busca cuales son
los reguladores rio arriba de los principales genes de las rutas metabdlicas
encontradas. Finalmente, IPA emite un listado de las principales enfermedades
donde estan involucradas estas vias, de las primordiales funciones a nivel celular y
molecular y, por ultimo, de las redes de interaccién génica donde se encuentren

involucrados los mRNAs blancos.

El andlisis sistematico e integrativo del significado biologico del listado de genes
blanco de los miRNAs que tuvieron una respuesta al tratamiento con ECGC se
realizd utilizando los recursos bioinformaticos de DAVID (Huang DW, et al., 2009.
Nature Protocols 2009; 4(1):44 & Nucleic Acids Res. 2009;37 (1):1) e IPA.

VI. RESULTADOS

6.1 ANALISIS DE LOS MICROARREGLOS PARA miRNA 4.0

Los archivos .CEL de cada microarreglo fueron leidos con la libreria Affy disponible
en R bioconductor. Asi mismo fue necesario construir la libreria con la anotacion de
las sondas del microarreglo usando el archivo “miRNA-4_0-st-v1.cdf’ disponible en el

sitio en linea de Affymetrix.
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6.1.1 Preprocesamiento

Las distribuciones de los valores de intensidad de las sondas sin normalizar fueron

analizadas con los graficos de cajas y las graficas de densidad (Figura 3 Ay 3 B,

respectivamente).
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Figura 3. Distribucion de las intensidades de las sondas sin normalizar. Los
graficos de cajas (A) y de densidad (B), representan la distribucién de las
intensidades en log2 de las sondas sin normalizar, para HUVECs tratadas con 0.1
UM de EGCG por 2 horas (cajas verdes) y controles (cajas blancas).
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Posteriormente se calculd la matriz de correlacion entre todos los microarreglos con
el método de Pearson. Con esta matriz se calculd la distancia euclidiana entre los
arreglos y luego se agruparon con el algoritmo de agrupamiento jerarquico. Los
resultados se visualizan en el mapa de calor (Figura 4). El microarreglo del cordon 7
en la condicién control muestra los valores de correlacibn mas bajos al compararse
con los otros arreglos (rango de correlacion: 0.84-0.91) y se agrupa de forma
independiente en el dendograma obtenido (Figura 4).
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Figura 4. Mapa de Calor de la correlacion entre los arreglos de datos sin
normalizar. El color rojo se asocia con una baja correlacion entre los pares de
muestras comparadas con valores cercanos a 0.8, mientras que, el color verde se
asocia con una elevada correlacion con valores cercanos a 1.

28



Luego, se realizaron graficos MA para comparar la intensidad de los arreglos por
parejas y determinar si hay sesgos atipicos dependientes de la intensidad (Figura 5).
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Figura 5. Gréafica MA de datos sin normalizar y normalizados. Este grafico
representa la comparacion de la diferencia de las intensidades entre dos arreglos
(eje Y= M) contra el promedio de las intensidades de dichos arreglos (eje X= A) sin
normalizar (A) y normalizados (B). Puede observarse que el arreglo C7_Control
presenta una relacién no lineal aun después de la normalizacién (linea roja) al ser
comparado con los otros arreglos.
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Se espera que la normalizacién corrija los sesgos dependientes de la intensidad, por
lo que realizar estos graficos antes y después de la normalizacion permite verificar la
eficacia de esta correccion. Los graficos MA y las cajas de bigotes mostraron un
comportamiento atipico del arreglo del cordon 7 en la condicidn control, por lo que se
decidio correr el andlisis con y sin esta muestra, siendo el andlisis final sin dicha

muestra.

El arreglo del corddn 7 correspondiente al grupo control fue eliminado debido a que
el rango de intensidad era menor (Figura 3A) al del resto de los arreglos,
presentando una baja correlacion (Figura 4); por lo que al final nos quedamos con 7
muestras totales normalizadas (Figura 6), que corresponden a 4 muestras tratadas

con 0.1 uM de EGCG por 2 horas y 3 muestras sin tratamiento (controles).
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Figura 6. Distribuciéon de las intensidades de las sondas normalizadas. Grafico
de cajas (A) y de densidad (B), que representan la distribucion de las intensidades
en log2 de las sondas normalizadas, para HUVECs tratadas con 0.1 uM de EGCG
por 2 horas (cajas verdes en A) y controles (cajas blancas en A).

La siguiente fase del procesamiento de los datos fue seleccionar las sondas con
hibridacién perfecta (PM por sus siglas en inglés), esto se hizo con el método pmonly
(Irizarry et al. 2003) disponible en la funcién expresso de la libreria Affy. Las

distribuciones de intensidad de las sondas se normalizaron con el método de
quantiles para remover la variabilidad experimental entre microarreglos. Finalmente,
las intensidades de las sondas correspondientes a cada gen fueron agrupadas y
promediadas para obtener un valor de expresion unico, utilizando el algoritmo

median polish.
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6.1.2 Inferencia de genes diferencialmente expresados

Para determinar si los niveles de expresion génica tienen cambios entre el grupo
tratado versus el grupo control se calcularon los promedios de la intensidad de sefial
de cada gen para cada grupo en escala logaritmica base 2, y posteriormente se
calcularon las veces de cambio de la expresion (FC) que resulta de la diferencia del
promedio del grupo tratado menos el promedio del grupo control. La estimacion de la
significancia de la diferencia entre promedios se calculé con una prueba de T y la
correccién por multiples comparaciones se hizo con el método FDR (False Discovery
Rate), con la finalidad de reducir la proporcion de falsos positivos. Todas estas
funciones estan implementadas en la libreria LIMMA (Ritchie et al. 2015). La

representacion de los miRNAs diferencialmente expresados se observa en la grafica

de volcan (Figura 7) y el mapa de calor (Figura 8).
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Figura 7. Gréafica de volcan. Esta grafica muestra el log 2 de las veces de cambio
(Fold Change) en la expresion de miRNA entre el grupo control (HUVECs sin
tratamiento) y el grupo problema (HUVECs tratadas por 2 horas con 0.1 uM de
EGCG) versus su -log 10 de valor de P de la prueba de t (t-test). En rojo y verde se
muestran los miRNAs que fueron validados y/o explorados por qPCR. El valor
absoluto del log2FC considerado para el andlisis fue > 0.4 (eje X) y el valor de P <
0.05 (eje Y, linea roja), los miRNAs en negro corresponden a los obtenidos en el
microarreglo con un valor de P < 0.05, (n=4).

Hay en total 4 miRNAs (Figura 7) que mostraron una diferencia significativa en sus
niveles de expresion (P < 0.05), entre el grupo control y el problema, cuya tendencia
de expresion es ligeramente incrementada. De esos 4 se eligié el hsa-miR-7152-3p,
el cual tuvo mayor significancia estadistica (P= 0.01) y log2FC= 0.372 (Tabla 2) para
ser validado por qPCR. Los resultados del andlisis de la expresién relativa mostraron
un patrén de expresion contrario al visto en el microarreglo, ya que el andlisis por
PCR del hsa-miR-7152-3p mostré un FC significativamente disminuido respecto al

grupo control, con un P=0.048 (Figura 9).
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Figura 8. Mapa de calor de la expresion de miRNAs. El dendograma representa a
los miRNAs diferencialmente expresados de HUVECs estimuladas por 2 horas con
0.1uM de EGCG vs. células no estimuladas (control). Se observan grupos de
MiRNAs sobre-expresados (color verde), los miRNAs con expresiéon disminuida (color
rojo) y miRNAs sin cambio en sus niveles de expresion (color arena), valor de P <
0.05 y valor absoluto (log2FC)>0.2, (n= 4).
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6.2 Resultados del anélisis de la expresion de miRNAs por gPCR
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Figura 9. Expresién relativa de hsa-miR-7152 en HUVECSs. La expresion de hsa-
miR-7152 en HUVECSs tratadas con 1, 0.1 y 0.01 uM de EGCG por 2 horas. Datos
fueron normalizados utilizando RNU44 como gen enddgeno. *P < 0.05 vs. el grupo
control, (n=3).

Se realizé la evaluacion de la expresion relativa mediante gPCR de hsa-miR-7152-3p
para validar el efecto encontrado en el microarreglo (0.1uM por 2 horas) y para
explorar su comportamiento con otras dosis de EGCG (1 y 0.01uM por 2 horas). Los
experimentos se realizaron con HUVECs obtenidas de 3 muestras biolégicas (n=3)
con sus respectivos triplicados técnicos. Pese a que los criterios de inclusion aceptan
s6lo cordones umbilicales de mujeres sanas, la variacion de la expresion génica
entre individuos produjo una dispersion elevada de los datos, por lo que la desviacion
estandar encontrada es grande. Cuando analizamos los datos para cada cordon por
separado, el efecto de la dosis 0.1 pM EGCG por 2 horas se mantiene y la
desviacién disminuye, cabe mencionar que los datos del cordon C7 también
presentaron un comportamiento atipico respecto a los otros dos cordones, lo cual ya
se habia observado con los datos obtenidos del microarreglo (Figura 5). Para poder

corregir el efecto provocado por la variacion de la expresion génica entre un individuo
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y otro, estos resultados sugieren que es recomendable incrementar el tamafio de la
muestra (n).
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Figura 10. Expresién relativa de hsa-miR-10a-5p, hsa-miR-181b-5p, hsa-miR-98-
5p y hsa-miR-146a-5p en HUVECSs. La expresiéon de hsa-miR-10a-5p (A), hsa-miR-
181b-5p (B), hsa-miR-98-5p (C) y hsa-miR-146a-5p (D) en HUVECSs tratadas con 1,
0.1y 0.01 uM de EGCG por 2 horas. Datos fueron normalizados utilizando RNU44
como gen enddgeno. *P < 0.05 vs. el grupo control, (n=3).

Se evalud el efecto en la expresion de miRNAs reportados como antiinflamatorios
(Sun et al., 2012; 2014, Li, K., et al., 2015; Chen et al., 2015) de las diferentes dosis
de EGCG (1, 0.1 y 0.01uM por 2 horas) en HUVECs mediante PCR (Figura 10). El
hsa-miR-10a-5p presentd un incremento en su expresion en respuesta al tratamiento
con 0.1 uM de EGCG por 2 horas, la cual fue significativa (Figura 10A) con un valor

de P= 0.020 (Tabla 1 y 2). Los experimentos se realizaron con tres réplicas
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biolégicas (n=3). Es necesario incrementar la n para atenuar la variacion de la
expresion génica interindividual. No obstante, cuando se analizan los datos de cada
cordon por separado, el efecto de la dosis 0.1 uM EGCG por 2 horas se mantiene y
la desviacion disminuye (datos no mostrados). Los otros miRNAs evaluados por
gPRC (Figura 10B, C y D), no tuvieron cambios significativos en su expresion, en
respuesta a los distintos tratamientos con EGCG.

Tabla 1. Prueba de t para dos muestras relacionadas (control vs. tratado con 0.1uM
de EGCG por 2 horas).

Intervalo de confianza

de la diferencia

MIRNA (inferior-superior) T gl P
hsa-miR-7152-3p 0.0042 - 0.6235 2.338 8 0.048
hsa-miR-10a-5p -2.4468 - -0.2822 -2.907 8 0.020
hsa-miR-98-5p -0.0464 - 0.7559 2.039 8 0.076
hsa-miR-181-5p -29.7148 - 3.8885 -1.772 8 0.114
hsa-miR-146a-5p -3.4975 - 1.0477 -1.243 8 0.249

Los miRNAs hsa-miR-10a-5p y hsa-181b-5p presentaron un incremento en sus
niveles de expresiéon tanto en la gqPCR como en el microarreglo; en el caso del hsa-
miR-10a-5p fue estadisticamente significativo (P=0.02), lo cual confirma lo observado
en el microarreglo. En el caso del hsa-miR-181b-5p no hubo una diferencia
estadisticamente significativa; sin embargo, la direccionalidad de expresion es la
misma tanto en el microarreglo y como en la qPCR, lo que nos permite suponer que
dicho incremento en su expresion es real (Tabla 2). En el caso de los miRNAs hsa-
miR-7152-3p, hsa-miR-98-5p y hsa-miR-146a-5p, la direccionalidad de los niveles de
expresion es contradictoria entre el microarreglo y la gPCR, por lo que fueron

considerados como falsos positivos (Tabla 2).

37



Tabla 2. Analisis de la expresion de miRNAs por gPCR

Andlisis AACT Prueba de't Microarreglo Microarreglo
Control vs. Tratado, Control vs. Control vs. Control vs.
normalizado con Tratado Tratado Tratado
RNU44 - : D :
Significancia Fold Change Significancia
Fold Change
P<0.05 P <0.05
hsa-miR-  0.660056092 0.048 * 0.01*
7152-3p
hsa-miR- | 2.31691371 0.020 * No significativo
10a-5
p T T (P =0.05)
hsa-miR-  12.4329899 0.114 No significativo
181b-5
p T T (P =0.05)
hsa-miR- = 0.629517201 0.076 No significativo
98-5
p l T (P =0.05)
hsa-miR-  2.172560351 0.249 No significativo
146a-5
s 1 | (P 2 0.05)
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6.3 Andlisis de las redes de genes blanco de miRNAs diferencialmente
expresados en respuesta a 0.1 yM EGCG por 2 horas en HUVECSs.

El andlisis de los genes blanco de los miRNAs candidatos obtenidos del microarreglo
(con un FC > 0.4y P < 0.05) se realizo6 mediante el software IPA (por sus siglas en
inglés, Ingenuity Pathway Analysis), utilizando los siguientes elementos: Base de
conocimientos de ingenio (solo genes), incluyendo solo las relaciones directas entre

genes y solamente aquellos de los cuales exista evidencia experimental.

Tabla 3. Enfermedades y/o biofunciones de genes blanco de los mMiRNAs

diferencialmente expresados.

Enfermedad o biofuncién p-value #Moléculas
involucradas

Desarrollo y funcién del sistema cardiovascular | 1,25E-02 - 1,77E-04 | 3

Desarrollo y funcion del sistema hematoldgico | 1,00E-02 - 1,01E-03 | 1
Enfermedad Inflamatoria 4,84E-02 - 2,16E-05 | 7
Crecimiento y proliferacion celular 2,18E-02 - 2,66E-04 | 5

Tabla 4. Principales redes de genes blanco de los miRNAs diferencialmente
expresados.

Redes génicas asociadas a funciones Score
Supervivencia y muerte celular, expresion génica, Respuesta inflamatoria | 9

Ciclo celular, mantenimiento y funcion celular, sefializacién celular 3
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Figura 11. Interaccién de genes blanco de miRNAs diferencialmente
expresados en respuesta a 0.1 uM de EGCG por 2 horas en HUVECs. Se observa
que los nodos principales de interaccién recaen sobre las vias de TNF, NFKB y Akt.
Las flechas indican las interacciones directas entre los genes.
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Figura 12. Vias funcionales asociadas a las interacciones de genes blanco de
MiRNAs diferencialmente expresados en respuesta a 0.1 uyM de EGCG por 2
horas en HUVECs. Se observa que dentro de las funciones asociadas a la
interaccion de los genes blancos de miRNAs candidatos se encuentran la
vasculogénesis, activacion de células endoteliales microvasculares, proliferacion y
migracion de células endoteliales, entre otras.
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VII. DISCUSION

La mayoria de los estudios epidemiolégicos demuestran un beneficio con respecto al
riesgo cardiovascular con la ingestion de té y otras bebidas que contienen
flavonoides (Hertog, et al., 1993; Higdon, et al., 2003; Peters, et al., 2001 y Vita, et
al., 2003). La aterosclerosis es una enfermedad altamente asociada con riesgo
cardiovascular (Rosas-Peralta et al., 2005). Pese a que se han reportado algunos de
los miRNAs blanco de la EGCG del té verde, hacen falta mas estudios sobre su
impacto en la expresion de los miRNAs, asi como su posible efecto sobre las vias de
sefalizacion celular, como puede ser la via de Akt, la cual es activada por muchos
factores de crecimiento angiogénicos (como el factor de crecimiento endotelial
vascular), por estimulos mecanicos como son las fuerzas de rozamiento generadas
por el flujo sanguineo (fluid shear stress) (Shiojima, et al., 2002). Hasta el momento,
este es el primer trabajo que reporta los cambios en la expresion de miRNAs en
cultivos primarios de HUVECS, en respuesta a la estimulacién con EGCG a dosis y

tiempos encontrados en plasma humano posterior al consumo de té verde.

La via de PI3K/Akt media varias vias de sefializacion para la activacion de la NOS
(Fulton, et al., 1999 y Dimmeler, et al., 1999). Se ha visto que los efectos
cardioprotectores de la EGCG, son parcialmente debidos a la activacion de la sintasa
del 6xido nitrico endotelial (eNOS) por la accién de la fosforilacion dependiente de
PI3K/Akt en el endotelio vascular (Kim, et al., 2007). También se ha visto que
EGCG inhibe la expresion de NFkB y la expresion de TNF-a (Shankar, et al., 2008).
TNF-a es una citoquina inducida por promotores tumorales que estimula la
produccion de moléculas de adhesion celular y la respuesta del proceso inflamatorio
(Shankar, et al., 2007).

La mayoria de los estudios in vitro, se han realizado en lineas celulares de cancer,

por lo cual, para estudiar el impacto de los polifenoles de la dieta sobre la expresion
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de los miRNAs, es recomendable el uso de cultivos primarios en lugar de lineas
celulares, utilizar metabolitos de polifenoles en circulacion, y evaluar las
concentraciones adecuadas (fisiologicamente alcanzables) de estos compuestos
(Milenkovic et al., 2013). Asi también, el conocer el efecto de la EGCG sobre la
expresion de los miRNAs antiinflamatorios en células endoteliales, podria dilucidar su
posible papel como blancos terapéuticos para la intervencién contra desordenes
vasculares que resultan de la aterosclerosis (Chen, et al., 2015).

Con la finalidad de evaluar el efecto de la EGCG del té verde sobre la expresion de
mMiRNAs, se realizé el analisis del perfil de expresion de miRNAs de células
endoteliales estimuladas con 0.1 uM de EGCG por 2 horas en contraste con los
niveles de expresion de miRNAs de células endoteliales no estimuladas, utilizando

microarreglos GeneChip miRNA 4.0 de Affymetrix.

El microarreglo se realiz6 con RNA total de células endoteliales estimuladas con 0.1
de uM de EGCG por 2 horas vs. células no estimuladas de 4 cordones umbilicales
(n=4) con el cual pudimos observar que la EGCG si produce un efecto en los niveles
de expresion de miRNAs en células endoteliales, habiendo encontrado el hsa-mir-
7152-3p con expresion incrementada con un valor de P= 0.01 (Tabla 2). Los FC
obtenidos en el microarreglo fueron bajos (menores a las 2 veces de cambio que
comunmente se considera como punto de corte en la literatura), lo cual puede
atribuirse a que nuestro modelo no tiene un reto inflamatorio, ya que nuestro objetivo
principal fue evaluar el efecto de una dosis fisiol6gicamente alcanzable de EGCG, es
decir, cercana a la encontrada en plasma entre una hora y dos horas posteriores al
consumo del té verde. Por esta razon, el criterio para elegir a este miRNA para ser

validado fue su valor de P.
El analisis de validacién por qPCR fue realizado con una n=3 (Figura 9), obteniendo

una disminucion estadisticamente significativa en su nivel de expresion, con un valor

de P de 0.048. Sin embargo, la direccionalidad de la expresion es contraria a la
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encontrada en el microarreglo, por lo que se concluye que el dato del microarreglo
podria ser un falso positivo.

El analisis de los genes blanco de los miRNAs diferencialmente expresados
encontrados en el microarreglo (Figura 8), se realizO con el software IPA,
encontrando relacion con enfermedades y/o biofunciones como son: desarrollo y
funcidén del sistema cardiovascular, desarrollo y funcion del sistema hematoldgico,
enfermedad Inflamatoria y crecimiento y proliferacion celular (Tabla 3), y las
principales redes de genes blanco resultaron involucradas las de supervivencia y
muerte celular, expresibn génica, respuesta inflamatoria, ciclo celular,
mantenimiento, funcion y sefalizacion celular (Tabla 4). La interaccion de los genes
blanco diferencialmente expresados en respuesta a 0.1 pyM de EGCG por 2 horas
recaen sobre las vias de TNF, NFKB, Akt (Figura 11). Las vias funcionales
asociadas a las redes génicas que interaccionaron fueron: la vasculogénesis, la
activacion de células endoteliales microvasculares, la proliferacion y migracion de
células endoteliales, entre otras (Figura 12); se sabe que una de las vias importantes
en la regulacion de la estabilidad de células endoteliales vasculares involucra al
factor de transcripcion FoxO1, el cual induce la expresion del gen Ang-2 (que es un
antagonista de Ang-1, asociado con la desestabilizacion y remodelacion de vasos
sanguineos), lo que provoca que FoxOl pueda modular la expresiéon de genes
involucrados con la desestabilizacion de vasos sanguineos, la remodelacion de la
matriz en la vasculatura, la migracion en células endoteliales y la formacién del tubo

vascular (Nakae, J. et al., 2008).

La determinacion de la expresién de los miRNAs reportados como antiinflamatorios
(hsa-miR-10a, hsa-miR-98, hsa-miR-181b y hsa-miR-146a-5p) en respuesta al
tratamiento de las HUVECs con 1.0, 0.1 y 0.01 yM de EGCG expuestas por 2 horas,
se realizé por RT-PCR en tiempo real (Figura 10). Pese a que las vias mayoritarias
de interaccién de los genes blanco de los miRNAs que presentaron cambios en sus

niveles de expresion en respuesta a la estimulacién con una concentracion de 0.1 uM
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EGCG por 2 horas en cultivos primarios de HUVECs corresponden a vias asociadas
a inflamacién, no se encontraron en el microarreglo con cambios estadisticamente
significativos en su expresion a estos mMIRNAs descritos como mMiRNAs
antiinflamatorios (Figura 7). Sin embargo, en los resultados obtenidos por la gqPCR
se observé que el hsa-miR-10a-5p, el cual ha sido descrito como un miRNA protector
contra la aterosclerosis (Kumar, et al., 2014), presentd un incremento en su
expresion después de la exposicion a EGCG, cuya direccionalidad de expresion
concuerda con la obtenida en el microarreglo, asi como también el hsa-mir-181b-5p,
el cual se sabe que tiene funcion anti-inflamatoria y ha sido propuesto también como
atero-protector (Chen, et al., 2015) (Tabla 2).

Uno de los reguladores de la produccién de mediadores inflamatorios (IL-8, IL-1, IL-6,
TNFa, COX;) es la proteina quinasa activada por mitdgeno p38 (por sus siglas en
inglés, MAPK p38) (Kaminska B, 2005).

Se ha observado que p38 juega un papel importante en la mayoria de los casos de
cancer asociado a inflamacién a nivel de célula tumoral y del microambiente
endotelial tumoral (Corre I, et al., 2017). Dado que p38 es el mayor componente
involucrado en la regulacién de citocinas inflamatorias producidas por las células
cancerosas (Gupta J, et al., 2015), puede decirse que p38 es requerido para inducir
la produccién de IL-1B y TNFa, los cuales son dos mediadores importantes de
inflamacion (Lee JC, et al., 1994 y Kotlyarov A, et al., 1999) que reaccionan con las
células endoteliales para inducir la expresion de moléculas de adhesion. Ademas, la
proteina cinasa 2 activada por la proteina cinasa activada por mitdgeno (MK2), es
efector rio debajo de p38, regula la producciéon de TNFa mediada por LPS (Kotlyarov
A, etal., 1999).

Se ha reportado la participacion de p38 en la progresion del cancer mediada por
aterosclerosis, la cual es una manifestacion tipica de disfuncién endotelial y comparte
varias caracteristicas en comun con el cancer. Ambas patologias pueden ser

inducidas por agentes similares, como son la generacion de ROS y el dafio celular,
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ambos como resultado de la exposicion al humo de cigarro y a un incremento en la
ingesta de grasas en la dieta (Ross JS, et al., 2001). Ademas, las alteraciones en las
moléculas de adhesion de las células endoteliales, como VCAM estan ligadas tanto a
la formacion de la placa aterosclerdtica como a la invasion y metastasis tumoral. De
manera similar, la expresion alterada de proteasas se asocia con expansion de placa
y con invasion de cancer y metastasis. Las vias de proliferacion celular que
involucran genes de regulacion del punto de control G1/S (p53, pRb) estan asociados
con la progresion de la placa después de la angioplastia, asi como también con la
progresion del cancer. La inactivacion del factor de transcripcion nuclear NFkB se
asocia con la progresion de ambas enfermedades (Li JJ, et al., 2005). De manera
interesante, p38 esta involucrado en una via que transduce respuestas biolégicas
compartidas tanto en la aterosclerosis como en el cancer. Estas respuestas incluyen
la regulacién del punto de control de ciclo celular G1/S, activacion de NFkB,
regulacion de moléculas de adhesion y sensibilidad a VEGF y especies reactivas de
oxigeno (ROS), por lo que, p38 es visto como un comun denominador entre la

aterosclerosis y la progresion del cancer (Li JJ, et al., 2005).
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VIIl. CONCLUSIONES

» Hasta el momento, este es el primer trabajo que ha analizado los cambios en
la expresion de miRNAs de HUVECS, en respuesta a la estimulacion con dosis
de EGCG (0.1 pM) y tiempos de circulacién (de 1-2 horas) fisiolégicamente

alcanzables en el humano.

» La EGCG tiene un efecto en el perfil de expresidon de miRNAs en células

endoteliales a una dosis unica de 0.1 uM por 2 horas.

» El andlisis del microarreglo sugiere un efecto en los niveles de expresion de
mMiRNAs involucrados con funciones antiinflamatorias y/o ateroprotectoras en
las células endoteliales (el hsa-miR-10a-5p y el hsa-miR-181b) en respuesta a
0.1 yM de EGCG por 2 horas.

» La validacion por qPCR de los miRNAs candidatos, indico que sélo el hsa-
miR-10a-5p (el cual ha sido reportado como miRNA atero-protector), presento
un incremento estadisticamente significativo en su nivel de expresion, en

respuesta a la estimulacion con 0.1 yM de EGCG por 2h.

» El andlisis de los genes blanco de los miRNAs diferencialmente expresados
muestran la participacién de la EGCG sobre la regulacion de biofunciones
como son el desarrollo y funcién del sistema cardiovascular, el desarrollo y
funcién del sistema hematolégico, la enfermedad inflamatoria, el crecimiento y
la proliferacion celular; y redes génicas asociadas a supervivencia y muerte
celular, a expresion génica, a respuesta inflamatoria, a ciclo celular, y al

mantenimiento, funcion y sefalizacion celular.

» Los resultados sugieren un efecto de la EGCG sobre miRNAs cuyos blancos

estan involucrados en vias de sefalizacion mediadas por FOXO1 y/o AKT, las

47



cuales juegan un papel importante en padecimientos asociados a la disfuncion

endotelial (como la aterosclerosis).

IX. PERSPECTIVAS

1.

3.

Para profundizar en los efectos de la EGCG sobre la expresion de miRNAs en
general y en particular de los antiinflamatorios y/o ateroprotectores, es
necesario incrementar el tamafo de la muestra, con la finalidad de disminuir la
dispersion de los datos generada por la variacién de la expresion génica entre

un individuo y otro.

Repetir los abordajes realizados en este estudio comparando los resultados
obtenidos de HUVECs de mujeres sanas vs. HUVECs de mujeres con
preeclampsia, ya que esto nos permitiria visualizar mas a fondo, el efecto de
la EGCG sobre vias de sefalizacion relacionadas con inflamacion,

hipertension y disfuncion endotelial.

Observar el efecto de la EGCG sobre la expresion de miRNAs con mas de una
estimulacién, es decir, administrar 1, 0.1 y 0.01 uM de EGCG (o las dosis que
se quieran evaluar) cada 2 horas para mantener dicha concentracion estable
en el modelo de estudio y asi, poder determinar la concentracion efectiva 50,
lo cual puede ser un gran avance para la propuesta de este polifenol del té
verde como un adyuvante para el tratamiento de enfermedades relacionadas

con riesgo cardiovascular, inflamacion y/o cancer.

Evaluar el efecto de EGCG sobre la expresion de FOXOl1l en HUVECs,
mediante gPCR.
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