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RESUMEN

Introduccidn: La hiperhomocisteinemia es un factor de riesgo independiente
para las enfermedades cardiovasculares, principal causa de mortalidad en Chile. Se
ha demostrado que concentraciones elevadas de homocisteina (Hcy) inhiben la
angiogénesis, proceso en donde los receptores nicotinicos de acetilcolina no
neuronales, especificamente el receptor nicotinico de acetilcolina alfa 7 (a7-
nNAChR), cumple unrol clave. Objetivo: Evaluar el efecto de Hcy sobre la migracion
inducida por la activacion del a7-nAChR en células endoteliales humanas.
Metodologia: Para evaluar la migracion celular, se utilizo el ensayo de lesion en
monocapa celular en cultivo primario de células endoteliales obtenida de vena de
cordén umbilical humano (HUVEC, en inglés) preincubadas por un periodo de 24
horas con diferentes niveles de Hcy (0, 10, 50, 100 y 500 pM). Para inducir la
migracion celular se utilizé la herramienta farmacoldgica, colina, agonista selectivo
de a7-nAChR. Resultados: Hcy (10, 50 y 100 pM) no presentd diferencia
estadisticamente significativa respecto al control (sin Hcy) sobre la migracion de
HUVEC, mientras Hcy (500 uM) se eliminé del estudio, debido a la drastica
disminucién de la densidad celular. Hcy 50 uM (10,9 + 1,4%) y 100 uM (6,6 *
0,3%), disminuyen significativamente (p<0,001, para ambas) el porcentaje de area
repoblada por HUVECSs inducida por colina, respecto al control positivo (25,7 £
2,7%). Conclusiones: Hcy a concentraciones equivalente a niveles plasmaticos
relevantes in vivo es capaz de reducir la migracion celular en HUVECSs inducido por

la activacion selectiva del a7-nAChR. Estos resultados abren la puerta a futuros



estudios que permitiran comprender los mecanismos antiangiogénicos de Hcy sobre
la sefalizacién mediada por la activacion del a7-nAChR, y asi posicionar al mismo
como una posible diana farmacolégica en la induccion de angiogénesis en

condiciones de altas concentraciones de Hcy.



ABSTRACT

Introduction: “Hyperhomocysteinemia is an independent risk factor for
cardiovascular diseases, which are the principal cause of mortality in Chile. It has
been shown that elevated concentration of homocysteine (Hcy) inhibits
angiogenesis, process where the a7 nicotinic acetylcholine receptor (a7 nAChR)
plays a crucial rol. Objective: Assess the effect of Hcy on migration induced by the
activation of a7 nAChR in human endothelial cells. Methodology: To assess cell
migration, the wound healing assay was performed on human umbilical vein
endothelial cells (HUVEC), wich were incubated by 24 h with different
concentrations of Hcy (0, 10, 50, 100 y 500 pM). To induce the cell migration
choline, selective agonist of a7 nAChR, was used as a pharmacological tool.
Results: The group incubated with 500 uM was eliminated from this study due to
the dramatic decrease in cell density previous to perform the wound healing assay.
Hcy (10, 50 y 100 uM) had no effect on cell migration alone. Hcy 50 uM (10,9 +
1,4%) and 100 pM (6,6 + 0,3%), significantly reduce (p<0,001, for both) the
percentage of area repopulated by HUVEC induced by choline compared to the
positive control (25,7 £ 2,7%). Conclusions: Hcy at concentration equivalent to
important plasma levels in vivo is able to reduce the cell migration in HUVEC
induced by selective activation of the a7-nAChR. This results opens a door for
future studies that will allow to understand tha antiangiogenic mechanism of Hcy
on the signaling mediated by the activation of a7-nAChR, and thus position it as a
possible pharmacological target in the induction of angiogenesis in condition of high

concentrations of Hcy.
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INTRODUCCION

En los afos recientes el término homocisteina (Hcy) ha cobrado gran
importancia, este hecho se debe a que numerosos estudios clinicos y
epidemioldgicos evidencian que los niveles elevados de homocisteina en plasma,
hiperhomocisteinemia (HHcy), estarian asociados al desarrollo de enfermedades
ateroesclerdticas y otras enfermedades cardiovasculares (ECV) (Genoud vy
Quintana., 2016; Pan y cols., 2017; Zhang y cols.,2012; Chrysant S y Chrysant G.,
2018) mediante disminucion en el aporte del flujo de sangre y con ello una
disminucion del aporte de oxigeno a los tejidos. A nivel nacional las ECV son la
principal causa de mortalidad, con un total de 27% de 104.026 defunciones en el
afo 2016 (INE., 2018).

Diversos factores genéticos, nutricionales y otros tales como el sexo, la edad
de los individuos, ciertas drogas y patologias son condicionantes de los niveles de
Hcy plasmaticas (Genoud y Quintana, 2016). La interaccion entre estos puede
inducir a una HHcy, las cuales se han definido en tres niveles, moderada (16-30
HUM), intermedia (31 -100 uM) y severa (>100 uM) (Genoud y Quintana, 2016). Las
concentraciones elevados de Hcy en plasma han sido asociadas a generacion de
estrés oxidativo, siendo téxicas para el endotelio, desencadenando la disfuncién
endotelial y responsable de las enfermedades vasculares oclusivas (Mujumdar y
cols., 2001; Weiss, 2005; Tyagi y cols., 2005). En un modelo experimental in vivo

de HHcy moderada, se ha demostrado que ésta alteraria la funcion de las enzimas



necesarias para la disrupcion de la matriz para generar nuevos vasos sanguineos
0 vasos colaterales a partir de vasos preexistentes, proceso dinAmico denominado
angiogénesis (Kundu y cols., 2009). Un segundo estudio, en modelo in vitro e in
vivo, demostré que concentraciones moderadas de Hcy serian capaces de inhibir la
migracion de las células endoteliales (CE), formacién de estructuras tubulares y
formacién de vasos sanguineos (Pan y cols., 2017). A la fecha, existen estos dos
estudios que asocian la HHcy con una inhibicion del proceso de angiogénesis.

En virtud de los antecedentes expuestos, la correcta revascularizacion en
pacientes con enfermedades vasculares oclusivas, es de interés investigar a nivel
de salud publica y ciencia basica la participacion de nuevas moléculas dianas,
destacandose el receptor nicotinico de acetilcolina alfa 7 (a7-nAChR) por su rol
clave en la angiogénesis (Heeschen y cols., 2002; Li y Wang, 2005; Arias y cols,
2009). La angiogénesis contempla las etapas de migracion, proliferacion vy
supervivencia celular, involucrados en la formacion de nuevos vasos sanguineos a
partir de aquellos preexistentes (Wu y cols., 2009). En modelo in vitro, cultivo de
endotelio humano incubado con un antagonista no selectivo de los nAChR, se ha
observado que disminuye la formacion de estructuras tubulares en un 50% respecto
al control. EI mismo porcentaje de inhibicidn, se obtuvo con un antagonista selectivo
del a7-nAChR, a una concentracion diez veces menor (Heeschen y cols., 2002), lo
cual demuestra la importancia del receptor a7-nAChRs en el proceso de
angiogénesis. En ese sentido, existen otros estudios que confirman su rol clave,
usando un agonista selectivo del a7-nAChR, quien ha demostrado estimular la

angiogénesis en modelos in vitro e in vivo (Li y Wang, 2007; Jin y cols., 2015;



Krupinski y cols., 2012). Sin embargo, a la fecha no existen estudios que evallen si
altas concentraciones de Hcy serian capaz de alterar la angiogénesis inducida por
la activacion del a7-nAChR.

En la presente tesis, se utiliz el modelo in vitro de cultivo primario de células
endoteliales aisladas de vena de cordon umbilical (en inglés, HUVEC) de embarazo
sano, por poseer mayor expresion de la isoforma del a7-nAChR cuando las HUVEC
se encuentran en proliferacion, isoforma de nAChR con mayor participacion en la
angiogénesis (Heeschen y cols, 2002; Wu y cols, 2009). Sumado a lo anterior, el
cultivo primario de células endoteliales de origen humano permite cultivar células
gue mantienen las caracteristicas nativas, lo cual es un factor importante cuando se
espera obtener resultado semejante in vivo. Por ello, este modelo celular es
ampliamente utilizado para evaluar procesos implicados en la angiogénesis como
proliferacion, migracion y formacion de estructuras tubulares. De estos, se evaluo la
migracion celular utilizando el “ensayo de lesion de monocapa celular” que consiste
en remover de forma mecanica una region del monocapa celular confluente, y luego
evaluar como las células de la region intacta migran hacia la region desnuda, a fin

de repoblar la zona (Liang y cols., 2007).



HIPOTESIS

Hcy inhibe la migracion inducida por la activacion selectiva del a7-nAChR, en células

endoteliales humanas, de forma concentracién dependiente



OBJETIVOS

General
Evaluar el efecto de Hcy sobre la migracion inducida por la activacion de los a7-

nAChR en HUVEC.

Especifico

1. Describir el efecto de Hcy sobre la migracion de HUVEC, usando el ensayo
de lesiobn en monocapa

2. Analizar el efecto de Hcy sobre la migracion de HUVEC, del experimento
anterior

3. Describir el efecto de Hcy sobre la migraciéon de HUVEC inducido por la a7-
NAChR, usando el ensayo de lesibn en monocapa y la herramienta
farmacoldgica, colina

4. Analizar el efecto de Hcy sobre la migracion de HUVEC inducido por la a7-

NAChR, del experimento anterior.



MATERIALES Y METODOS

Reactivos. - HEPES acido, gelatina, , medio de cultivo 199 (M199),
penicilina/estreptomicina, tripsina 0,05%, L- glutamina, D-glucosa y suero Fetal
Bovino (SFB) de Gibco (Grand Island, NY, USA).

- Azul de tripan 0,4% Colagenasa tipo I, colina y DL-Homocisteina de Sigma
Aldrich (St Louis, MO, USA).

Cultivo de HUVEC. Los cordones umbilicales fueron recolectados de
embarazos sanos de término (38-42 semanas), desde la unidad Gineco-Obstétrica
del Hospital Carlos Van Buren, previa aprobacion del Comité de Etica (anexo-1,
anexo-2) y el consentimiento informado de las madres (anexo-3).

A partir de 2 a 3 cordones se obtuvo un pool de células endoteliales, las
cuales fueron aisladas por digestion de colagenasa tipo | (0,5 mg/mL) desde la vena
del cordon umbilical (Jaffe y cols. 1973), cultivadas en M199 (suplementado con L-
glutamina (2,5 mM), Hepes-acido (14 mM), penicilina (200 Ul/mL), estreptomicina
(400 Ul/mL) y suero fetal bovino (SFB) 20%, e incubadas a una temperatura de
37°C. Una vez que las HUVEC alcanzaron un 80-90% de confluencia, se
traspasaron a placas de cultivo celular de 96 pocillos para realizar el ensayo de

lesion en monocapa celular.



Preincubacion y ensayo de lesién de monocapa celular. El ensayo fue realizado
en tres experimentos independientes, y por triplicado en cada placa.

Para determinar el efecto propio de Hcy sobre la migracion celular, se realizé

el siguiente protocolo (Figura 1):

Etapa de preincubacion:

1 Las HUVEC se sembraron a una densidad de 2x10* células/pocillo en
M199 suplementada con 10% SFB (M199-10x), por un periodo de 24 h.

2 Al término de ese tiempo, las HUVEC son incubadas con diferentes
concentraciones de Hcy (0, 10, 50, 100, 500 pM) en M199 suplementada
con 5% SFB (M199-5x), por otro periodo de 24 h.

Ensayo de lesion en monocapa:

3. Finalizado ese tiempo, se efectla la lesion mecanica en la monocapa
celular, y se incuban las células por 24 horas a 37°C utilizando como
control positivo, el agonista selectivo del a7-nAChR, colina, a una
concentracion 10 pM en M199-5x y como control negativo M199-5x. La
incubacion con Hcy se realiza en dos grupos: uno con diferentes
concentraciones (0, 10, 50, 100, 500 uM) en M199-5x y otro incubado con
las concentraciones de Hcy ya mencionadas junto con 10 uM colina en
M199-5x (Tabla 1).

4. Para evaluar la migracion, se fotografié la herida al tiempo 0, y a las 24 h,
ésta Ultima con el objetivo de capturar la imagen de las células
movilizadas hacia el area desnuda, fotografiando un total de tres campos

por pocillo, con un objetivo 10x (Microscopio invertido XDS-1A).



5 Las éareas superficiales de las células migradas fueron analizadas
utilizando el software ImageJ (ImageJ 1.47v), y el porcentaje de area
superficial repoblada se calculé de acuerdo a la siguiente formula (Liang

y cols., 2007; Schneider y col., 2012):

%Area Repoblada = (Area (=on — Area t=anrs) X 100%

(Area t=0Ohr)

Tiempo Oh 24 h 48 h 72 h

M199-10x —— ENSAYO DE MIGRACION

M199-5x (control)

LI 1

tiempo O tiempo 24 h

Figura 1. Tiempos de pre incubacion y ensayo de lesion en monocapa




Tabla 1. Disefio experimental

PREPARACION ENSAYO LESION
Grupos: De0Oa?24h De 24 a 48h de48a72h
(t0y t24 ensayo)
1 Control M199-5x
2 Control M199-5x + 0 uM M199-5x + 10pM colina
positivo Hey
3 Hcyl M199-5x + 10 uM Hcy + 10uM colina
M199-5x + 10 pM
4 Hcy2 Hey M199-5x + 10 uM Hey
5 Hcy3 M199-5x + 50 uM Hcy + 10uM colina
M199-10x
M199-5x + 50 uM
6 Hey4 Hey M199-5x + 50 uM Hey
7 Hcy5 M199-5x + 100 uM Hcy + 10uM colina
M199-5x + 100 uM
8 Hey 6 Hey M199-5x + 100 uM Hey
9 Hey 7 M199-5x + 500 uM Hcy + 10uM colina
M199-5x + 500 uM
10 Hey 8 e M199-5x + 500 uM Hey

Andlisis estadistico. Los resultados fueron expresados como el promedio * Error
estandar de la media (X + SEM). La distribucion normal de los datos se evalu6
mediante el test de Shapiro-Wilk. Las diferencias estadisticas entre los grupos
fueron analizadas mediante la prueba estadistica ANOVA, seguido del test post hoc
Holm-Sidak. Se empled como criterio indicador de diferencia estadisticamente
significativa un valor de p<0,05. Todos los analisis estadisticos se realizaron en el

software SigmaPlot 14.0 (Systat Software, Inc)



RESULTADOS

Las HUVEC incubadas con Hcy (10 y 50 uM) durante un periodo de 24 h,
formaron una monocapa en confluencia al 80%, la cual disminuy6 gradualmente a
medida que aumentaba la concentracién de Hcy, siendo ésta drastica con 500 uM
(figuras no mostradas). Cumplido el tiempo para realizar la lesion mecanica en la
monocapa, se decidié descartar el grupo incubado con 500 uM Hcy del estudio,

debido a la importante disminucién de la densidad celular.

En la Fig. 2 se muestran las imagenes representativas del efecto de Hcy
sobre la migracion celular, observandose que aquellas incubadas con 10, 50 y 100
UM Hcy, migraron en forma similar a la condicion control (sin Hcy), a diferencia del
mayor cierre de la herida inducido por el control positivo (10 uM colina). No se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre las HUVEC incubadas
con diferentes concentraciones de Hcy, ni éstas respecto al control. El porcentaje
de area superficial repoblada fue: 3,1 £ 1,2% (control), 5,2 £ 0,8% (10 uM Hcy), 2,9
+1,5 (50 uM Hcy), 2,4 £ 0,8% (100 uM Hcy), y 25,7 + 2,7% (control positivo colina),
éste Ultimo con diferencias estadisticamente significativas con todos los otros
grupos (p< 0,001) (Fig. 3). Indicando que no hay efecto de Hcy por si misma sobre

la migracién celular.
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0h

24 h

Hcy (uM) 0 (Control)

Oh

24 h

Hey(uM) 100 0+ colina 10 uM (Control positivo)

50

Figura 2. Efecto de Hcy sobre la migracién de HUVEC. Imdgenes representativas de ensayo de lesién de monocapa celular, a las 0y 24 h, de

HUVEC incubadas con Hcy a concentraciones crecientes en M199-5X, M199-5X (control), o colina 10-5 M en M199-5x (control positivo).
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30 -

25 4
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15 4

10 A

Area repoblada (%)

Hey (uM) - - 10 50 100

Colina 10 uM - + o = -

Figura 3. Efecto propio de Hcy sobre la migracion de HUVEC. Porcentaje de area repoblada por HUVEC en funcion
de M199-5X (control), colina 10-5 M en M199-5x (control positivo) y concentraciones crecientes de Hcy en M199-5X
(n=3). . **p<0,001, n=3 respecto al control positivo.
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Hcy (10 uM) no inhibié la migracion de HUVEC inducida por colina, siendo ésta
similar al control positivo (Fig. 4). No obstante, Hcy (50 y 100 uM) si disminuyo el
porcentaje repoblado en comparacién al control positivo. La Fig. 5 muestra que el
porcentaje de éarea repoblada por HUVECs inducida por colina, disminuye
gradualmente a medida que aumenta la concentracion de Hcy, siendo
estadisticamente significativa con Hcy 50 uM (10,9 + 1,4%) y 100 uM (6,6 + 0,3%),
respecto al control positivo (25,7 + 2,7%, p<0,001, para ambas). Hcy (10 uM) tiene
un porcentaje de area repoblada por HUVECSs inducida por colina (23,5 + 2,4%),
similar a aquella observada en el control positivo (25,7 + 2,7%). Hcy (0 pM y sin
colina, grupo control) presentd 3,1 + 1,1% del area repoblada por HUVEC inducida
por colina, efecto similar a Hcy (50, 100 puM), indicando que Hcy inhibe la migracion

de las células endoteliales a esas concentraciones.
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) - - -
h - - -
Hcy (uM) 0 (Control) 50
Colina 10 uM +
) -
B -
Hcy (uM) 100 0 (Control positivo)
Colina 10 pyM +

Figura 4. Efecto de Hcy sobre la migracion de HUVEC inducido por la estimulacion de a7-nAChR. Imagenes representativas de ensayo de migracién a las

0y 24 h. M199-5X (control), colina 10-5 M en M199-5X (control positivo) y concentraciones crecientes de Hcy junto a colina 10-5 M en M199-5X.
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Figura 5. Efecto de Hcy sobre la migracién de HUVEC inducido por la estimulacion de a7-nAChR. Porcentaje de area repoblada por HUVEC
en funcion de M199-5X (control), colina 10-5 M en M199-5X (control positivo) y concentraciones crecientes de Hcy junto a colina 10-5 M en

M199-5X (n=3). **p<0,001, respecto al control positivo. #p < 0,05 y ##p< 0,001 respecto a Hcy 10 uM + colina.
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DISCUSION

La presente tesis evidencio, que a medida que aumenta la concentracion de
Hcy sobre 100 uM, disminuye gradualmente la densidad celular. La migracion
celular no es alterada por concentraciones intermedias de Hcy. Sin embargo, la
migracion celular inducida por colina, activador del receptor a7-nAChR, se inhibe
gradualmente a medida que aumenta la concentracion de Hcy.

Como fue sefialado en resultados, se decidi6é descartar del estudio, el grupo
incubado con 500 pM Hcy, debido a la importante disminucion de la densidad
celular. Sin embargo, Zhang y cols. (2017) reportaron que al incubar las HUVECs
con esa misma concentracion, no observaron diferencias estadisticamente
significativas en la viabilidad celular respecto control, y que ésta disminuye en forma
significativa a concentraciones igual o mayor a 1.000 uM. Al revisar los disefios
experimentales, Zhang y cols. describen que el tiempo de incubacion de HUVEC
con 500 uM Hcy, es 12 h, y en nuestro estudio 48 h; el medio de cultivo utilizado es
DMEM suplementado con SFB 10%, y en nuestro estudio M199 suplementado con
SFB 5%, al estar menos enriquecido el medio de cultivo con SFB podria
desfavorecer la viabilidad celular ante los efectos de 500 uM de Hcy. A pesar de las
diferencias encontradas con el grupo de Zhang, ellos describen que
concentraciones por sobre 1000 pM de Hcy genera estrés oxidativo, lo cual
generaria estrés mitocondrial, aumento en el mal plegamiento de proteinas, este
ultimo a su vez generaria estrés del reticulo endoplasmatico, todas ellas, en

conjunto inducirian a un estado pro-apoptotico. Sumado a lo anterior se ha
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observado que al incubar HUVECs con 40 y 70 uM Hcy disminuiria la proliferacion

de las mismas (Pan y cols., 2017).

Se observo que la concentracion de Hcy (10 pM) en el rango normal de
circulacion (10 a 15 uM) (Genoud y Quintana, 2016), no tiene efecto sobre la
migracion de las HUVECs inducida por colina. Pan y colaboradores, (2017),
evaluaron el efecto de Hcy sobre la migracion de HUVECs inducida por VEGF
mediante el ensayo de lesiébn en monocapa. En dicho experimento, al evaluar el
efecto de 10 uM de Hcy no se observaron diferencias significativas respecto a su
control positivo, similar a lo observado en la presente tesis, demostrando que 10 uM
de Hcy no tendria efectos sobre la migracion celular de las HUVEC inducida por
colina.

Al evaluar el efecto de la incubacion con 50 y 100 uM Hcy sobre la migracion
de las HUVECs inducida por la activacion del a7-nAChR, se observa una
disminucién del area repoblada estadisticamente significativa al comparar con el
control positivo y no se observan diferencias significativas con la migracion del
control. Se ha reportado que al evaluar la migracion celular mediante el ensayo de
lesion en monocapa en HUVEC incubadas con 40 y 70 uM Hcy durante 24 h, se
redujo significativamente en un 25% y 50% respectivamente la migracion inducida
por VEGF al comparar con el control positivo (Pan y cols., 2017). El segundo
estudio, que asocia HHcy con angiogénesis, al incubar HUVECs con 50 uM Hcy y
50 uM adenosina durante 24 h y posterior estimulacién de la migracion celular con

VEGF, se observa una disminucion significativa en la distancia de migracion recta
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en comparacion con el control, demostrando que concentraciones moderadas de
Hcy (31-100 puM) reducen significativamente la migracion en HUVEC inducida por
la activacién del a7-nAChR, mediante la disminucién de la expresion de las
quinasas reguladas extracelularmente 1 y 2 (ERK 1-2) y proteina quinasa b
(también conocida como ATK) (Zhang y cols., 2012).

Los mecanismos mediante los cuales Hcy es capaz de reducir la migracion y
angiogénesis no se encuentran completamente dilucidados, ademas, a la fecha no
existe informacion descrita sobre las posibles alteraciones generada por Hcy en la
sefalizacion inducida por la activacion del a7-nAChR. No obstante, existen
antecedentes que podrian otorgar una aproximacion a los mecanismos mediante
los cuales Hcy podria reducir la migraciéon de las HUVECs inducida por la a7-
NAChR.

Se ha reportado que la incubacion de 40y 70 uM Hcy en HUVEC durante 24
h reduce en forma estadisticamente significativa la expresion de los receptores de
VEGF 1y 2 e inhibe la formacion de fibras de estrés de actina (Pan y cols. 2017),
las cuales juegan un rol crucial en procesos como adhesion celular, morfogénesis y
migracion (Tojkander y cols., 2012). Sumado a lo anterior Zhang y colaboradores,
(2012), reportaron que al co-incubar las HUVECs con 50 uM Hcy y 50 uM adenina
durante 24 h, se observa una disminucion de la expresion de las proteinas ERK 1-
2 y AKT, moléculas importantes en el proceso de sefializacién intracelular
desencadenado por la activacion del a7-nAChR. Estableciendo antecedentes del
efecto de Hcy en concentraciones moderadas (40 a 70 uM) actla alterando las vias

de sefalizacion y transduccién de sefial (Figura 5).
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La mirada de la mayoria de los autores sobre los efectos deletéreos de altas
concentraciones de Hcy sobre las células endoteliales se basan en la generaciéon
de estrés oxidativo (Mujumdar y cols., 2001; Weiss, 2005; Tyagi y cols., 2005), no
obstante, los antecedentes planteados anteriormente dan cuenta que no solo
actuan alterando el estado REDOX de las células, ya que también son capaces de
alterar la sefalizaciéon intracelular de las mismas segun los antecedentes ya
expuestos (Pan y cols., 2017; Zhang y cols., 2012). Los mecanismos subyacentes
sobre los efectos de Hcy y como se relaciona con la angiogénesis inducida por la
activacion del a7 aun necesitan ser investigados. Entender el mecanismo
antiangiogenico de Hcy sobre los efectos pro angiogénicos de la sefalizacion

colinérgica permitiria plantear su posible utilidad como una diana farmacologia.

Hcy Hey
Hcy
Hcy
Hcy
Hcy
Hcy ‘ Migration [I Cell Survival || Proliferation |

Hcy
Hcy

Figura 5. Efecto de Hcy sobre la transduccién de sefial de VEGF. Hcy disminuye la expresién de ERK1/2 y
AKT, protenias implicadas en la transduccion de sefal de VEGF y del a7-nAChR, cumpliendo un rol critico en

la induccion de angiogénesis en esta Ultima.
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CONCLUSION

En resumen, el presente estudio sugiere que concentraciones intermedias de

Hcy son capaces de inhibir en forma significativa la migracién de las HUVECs

inducido por la activacion selectiva del a7.
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ANEXO

ANEXO 1

Universidad
de Valparaiso

CHILE
Chl - Facuktas de Farmaca
ACTA DE EVALUACION BIOETICA N*D07/2018

PROTOCOLO DE INVESTIGACION QUE INVOLUCRA AL SER HUMANO COMO SUJETO DE
INVESTIGACION, EL USO DE MUESTRAS HUMANAS O DATOS PERSONALES,

El Comité de Blodtica para |a investigacidn {CBI) de la Facultad de Farmacia de la Universidad de
Valparaiso, constituido por Sergio Blaimont, Asesor Juridico extemo y los académicos de la
Facultad de Farmacia, Prof. Rafael liménez {Presidente del CBI), Prof, Marcela Escobar (Secretaria
del CBl), Prof. Maria Carolina Henrlguez {(Miembro del CBI) y Prof. Raul Vinet {Miembro del CBI)
declara haber evaluado el protacolo expersmental del proyecto “Efecto de homocisteina scare
angiogénasis in vitro asociado & la activacion de a7-nAChR on céluias endotellales de vena
umbiical humanao” (Varsion 16.04.2018), presentado por el investigador Sailor Faster Varas,
alumno de pregrado de la Facultad de Farmacia,

Para su evaluacidn, el CBI revist los antecadentes enviadas por el investigador y que incluyen: [1)
Selictud para la aprobacion de investigacion que involucra al ser humano como sujeto de
investigacion, el uso de muestras humanas © el uso de datos personales |versidn 09-2016),
{2) Convenso de confidenclalidad, {3} Consentimiento Informado y (4) Protocoio de recolecsidn de
cardones umbilicales para la obtencidn de células endoteliales de vena de cardén umbilical

numano,

Objetivo del Estudio. La investigacion propone evaluar el efecto de Homocisteina sobre la
angiogénesis inducida por la estimulacion colinérgica en células endotelisles de vena de
cordén umbilkcal humano.

Metodolagic. Se trata de un estudio experimental, que comprende el aislamiento y cultivo
primario de célufas endoteliales aistadas de cordon umbilical de mujeras embarazadas sanas, que
donaron voluntariamente este material para %0s fines del estudio. Los cordones serdn procesados
de acuerda a la metodologia descrita por Jaffe y cols.[1973), obteniéndose un pool de células
Estas células s2 someterdn al ensayo de lesion de monocapa celular y WesternBiot de acuardo
con la metodologla descrita por Mahmood y Yang (2012).

Acta CB1007/2018
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I, ELCBI considera que ef objetivo general ha sido bien definido y que la metadologia
asociada a su logra s ha establecido adecuadamente.

Il En la valoracion bicética del proyecto, el comité considera que fos derechos de fas
embarazadas donadoras de los cordones umbilicales y el destino de estos, estén
contemplados y resguardados través del consentimiento informado.

I, Por lo anterior, el CBI de la Facultad de Farrmacia APRUEBA e protoccla
experimental, tal y cual se sefiala en el proyecto,

aite

Firman el Acta s miembros del Comité:

Marcela Escobar

Valparalso, 11 de mayo de 2018

Acta CBI 007/2018
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mv;-mn ANEXO 2

VALPARAISO-SAN ANTONID
CONITE ETICO CIENTIFICO

ACTA DE APROBACION N°031/2018

B Camite Etioo Cientilico del Secviciv de Salud Valparaiso-san Antonlo certifica haber
evoluado en torma ejecutiva (os antscedentes presentados del prayecto de investigacién
titulade: *Efecto de homocisteina sobre angiogénesis in vitro, asociade a la
activacion de alpha 7-nAChR ¢n células endoteliales de vena umbilical humana®,
de acuerdo a lo estipulado #n (3 normativa legal vigente para la investigacdn centifica en
seres hamanas, lo aprseba par decision unamime, en sesion cel 22 de agosto 2018,
toinando en consideracion 10s siguientes aspectos ético-cientificos:

1) Valor social:
12 investigacitén es relevante pergue poedria ser de utilidad para recoger inforizacon
AUCER y gEnerar nuevas Ripdtesis en ¢l ina

Z) Valides Gentifica:
El disedio se ajusra a Las normas de investgaodn en seres humanng ¥ €5 correctn segln
metodedogia de la investigacidn.

3} Razim riesgo/beneficio:
La proparcion riesgo benelicio os favorable Elviesgo devivado del uso de datos personales
y/¢ sensibies se minimizara tomande tedas los resguardos necesanos

4} Consentimiento Informado:

EL proceso de corsentimicente informado cuenta con las formulanos que praveen rada la
informacsdn requerida para que los participantes puedan tomar una deaison informada y
se respeta el derecho como tal.

5) Respeto por los participantes,

Se respetard el derecho a la privacidad de los registros y el resguarde de la
confidencialicad de Jus datos personaies y sensibles, tomando tedas Jas medidas
existentes.

6) Idoneidad de ls Investigadora Principal:

Las antecedentes cusriculares sefalan gue !a investigadora princpal redne las
competencias necesatas para 1z conduccién de esie estudio. La inwestigadora se
compromete i caviar un avance del estudia a los seis meses de iniclar su cjecucién ¥
rematir sus resultades al finalizarlo,

7] Evaluacion ético chentifica Independiente:

El Comitd érica clenrifico d SSVSA efectud ba evaluacién drico clentifica previa
aprohacién dal estudio ¥ sus miembros presentes declararon no tener conflictos de
mtereses durante su cvaluacién,

INVESTIGADORA PRINCIPAL: QF. MAGDALENA CORTES SAAVEDRA
ALUMNO TESISTA: SAILOR FOSTER VARAS

SITH) DE INVESTIGACKIN: HCVE, VALPARAISO

FECHA DE INGRESO A EVALUACION: MAYO 2018

CEC EVALUADOR: COMITE ETICO CIENTIFICO DEL SSVSA

FECHA DE APROBACION: 22 DEAGOSTO DEL ANO 2018
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& s

SERVIOIO D SALUD
VALPABARO-SAN ANTDNO
COMITE ETICO CIENTIFICO

DOCUMENTACION APROBADA

£l Comité Etico Cieatifico del Servicio de Salud Valparaiso San Antomo, presidido por of
Dz, Rodrigo Vergara Fisher, certifica haber roabtde proyecto de investigacda titulade
*Etecto de homaocisteina sobre anglogénesis in vitro, asociado a la activacién de

alpha 7-nACKR en células endoteliales de vena umbilical humana®.

INVESTIGADORA PRINCIPAL: QF. MAGDALENA CORTES SAAVEDRA
ALUMNO TESISTA: SAILOR FOSTER VARAS

SITIO DE INVESTIGACION: HCVD, VALPARAISO

FECHA DE INGRESO A EVALUACION: MAYO 2018

CEC EVALUADOR: COMITE £T1CO CIENTIFICO DEL SSVSA

FECHA DE APROBACION: 22 DE AGOSTO DEL ANO 2018

DOCUMENTACION APROBADA:

Protocolo de estudio “Efecto de homocisteina sobre angiogénesis in vitro,
asociado a ta activacton de alpha 7-nAChR en células endoteliales de vena
umbliical humana®, version agosto 2018

Formulario de consentimiento intormado para ol participante ea el estudio
“Etecto de homocisteina sobre anglogénesis in vitro, asoclado a Ja activacion
de alpha 7-nAChR en células endoteliales de vena umbilical humana”, version

- agosto 2018

b ———

Saluda atentamente a Usted,

\
DR RODRIGO VERGARA FISHER

PRESIDENTE COMITE £T1C0 QENTIFICO
SERVICIO DE SALUD VALPARAISO-SAN ANTONIO
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COMITEFT D SNTIGND

Aprobacien del proyecto de mvestigacion ttuiadu: “Efecto de homocisteina sobre
anglogénests in vitro, asoclade a la activacien de alpha 7-nAChR en células
endateliales de vena umbilical humana®,

INVESTIGADORA PRINCIPAL: QF. MAGDALENA CORTES SAAVEDRA
ALUMNO TESISTA: SAILOR FOSTER VARAS

SITIO DE INVESTIGACION: HOVE, VALPARAISO

FECHA DE INGRESO A EVALUACHON: MAYO 2018

CEC EVALUADOR: COMITE ETICO CIENTIFIOD DEL $SSVSA

FECHA DF APROBACION: 22 DE AGOSTO DEL ARO 2018

Consta quc bos miembros ded Comiré cfectuaran ta declaracan de confiscrns de Intereses
previa evalvacion, en ks cual ningds miembeo deciara ténecios. Se aprucha estudio par
unaninudad de bos miemboos presentes, ¢l 22 de agosto del 2018,

Miembros del CEC RECHAZA SE ABSTIENE
h‘elipe Canmspus Araya
(laudia Cartagena Salinas
Marta Colombe Campbell
Mariana Cabillos Gomez : 7 /{,‘ 2, 1 —
Fernanda Moreno Astorga T S 1
! d
Santiago Parry Ramirex “ ![fj.ar
-
Giulian Giachetti Herrers g
Fu zada Collada | T
veiyn Queezada Coll | '{;}A L
Martana Uogres Bita AT :
| iAZws ofa |
Mario Villagra |ament ‘ — X1 | i
- - ——— e c—— oo o — J‘J .
Rodrigo Vergara Fisher [{'
A

Lre saluda atentamente,

T

|
=
b

DR. RODRIGO VERGARA FISHER
PRESIDENTE COMITE £TICO CIENTIFICO
SERVICIO DE SALUD YALPARAISO-SAN ANTONIO
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ho 2 a0y ANEXO3 |

o Formulario de Consentimiento Informado

ULAS ENDOTELIALESDEVENAUMBILICAL HUMANO"

Usted ha sido invitado porque tiene un embarnzo sano y s eacuenira en trabajo de parto. El investigador principal es
Bioguimico Mogdalena Cortés | ncadémico y el 2, Sailor Foster Varus, estudiante de la carrera de Quimica y Farmacis,
de la Facultad de Farmacia, Universidad do Valpuraiso y el estudio ¢ patrocinado per el convenic de desempeno UVA
1401 de 1a Universidad de Valparaiso.

S pasticipacién cs volantaria y para que usted pusds wmar una decisién informada, l¢ explicaremos a conlmuacion
cudles serdn los procedimientos involucredos en 1a jecucion de In investigacion, asi como en qué consistivd su
participacidn:

Dande v cudnde se llevara a cabg ka investigacion
La investigacién mencionada se realizard en Ia Facultad de Farmacia de ks Universidad de Valparaisn, durante el periodo
de Agosto 2 Diciembre del aflo 20]8&,

Motivaciin v propésito de! estudio
Homocisteing es considerado un facior de rieszo purs ¢l desarrollo de enfermedades cardiovasculases. Es por ello, que
investigaremos el efecto de éste sobre célulzs alsiadas de vasos sanguineos del curdda unblical donado.

En qué i icinasis
Su participacidn en este estudio es completaments voluntaria, 1 cual consiste ¢n la donncion del cordon umbilical de su
hijo posterior &l pario,

Riesgos
La recoleccion del corddn umbilical no conlleva riespos para usicd o su hijo. En Chile ¢l corddn umbilical es un material
biokgica de desecho.

Beneficios
No tiene beneficios directo, usted estard haciendo une libre y generosa contribucitm a la investigacion cieptifica en el
#rea cardlovascular

Costos y pages
No lc implicard un gasto ecanémico, ni recibird dinero; los investigadores tampeco recibirdn dinero por realizar Is
investigaciin.

Derechos del purticipanty

A manifestar dudas y a hacer preguntas en cualquier momento, & 1 matrona 8 cargo del procedimiento, v 4l Investigador
priccipal, Magdalens Cortés al nimero 32 250 8112 o la direccidn de comen electronico magdalens.cortes@uv.cl, o o
sailpr fosen@emsiloom A la participacidn yoluntaria, @ conecer allernativas 7 a retirar consentimienie: Usted puede
retizarse del presente estudio hasta el momento arevio del reffro del cordén umbilical de su hijo desde las dopendencics
del hospital, comunicdndolo 2 ka matrona & cazgo de la recoleccidn,

A la atencién y a una derivacion oportuna La donacidn del corddn, no produci=h ningiin evento adversos a usted, ni 2
st recién nacido. Ademds, es importante sefialar que 2sta invastigacion, oo tiene un fin disgndstico

A recibir informacion relevante derivada de la investigacion Nuestro estudic requizre mezelar al menes tres cordones
umbilicales de embarszos sanos S| usted lo deses, al fnalizar nuestro esiudio le enviaremos los resultados obtenidos en
el presente estudio.
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Confidenciglidad
Reserva de la identldad del participante Sus datos serfn identificados por un cidigo, ya sea letrs 0 nimero

Privacidad de los dasos personales y sensibles E! presente estudic no registrari datos de su fcha médics 0 b de su bijo.

de
Los resultados de Ja investigagion podrin ser divalgados en publicociones de tipo cientificu /o académico, sicmpre
resgunrdando su ideatidad.

Exaluaciéo Etico Cientifics

Esta investigucion ha sido evaluada y aprobada el Comiu Etico Cientifico Jel Servicio de Sahad Valparaiso San Antonio
y en caso de terer elguna dudas acerca de sus derechos como participante, puede contactarse con su Secretaria
Ejecutiva, Dra. Mariana Cubillos, al namera de 1odéfonn 32257 63 81 o escriblr 8l corrco electrdnico:
comiteetica ssysa@redsalud.gov.cl,

Acta de Consentimiento Informado del Participante

Moyooioscisiiiiamisrimsnnsssbmsiciodiancsionssenyey Wi Tudasvdanpivysssasassimminiai S ORARAEAAYS R . declaro que el
investigador principal Bioguimico, Mugdalena Cortés Saavedra y ¢l alumna tesista Sailer Foster Varss me ha invitado 2
participur en el estudio “EFECTO DE HOMOCISTEINA SOBRE ANGIOGENESIS TN VITRO ASOCIADO A LA
ACTIVACIONDE7-nAChR EN CELULAS ENDOTELIALES DE VENA UMBILICAL HUMANO", que levards a cabo

en el laborstoris de Upidad ¢e Culsivo, Facultad de Farmacia, Universidad de Valparalso, He leido completamente [
informacién proporcionada ¢n esie documento scerca del mismo y &n qué consist rh mi paﬂicipacionA Me han informado
y explicado clarumente cdles son Jos procadimientas del estudio que se bass en la donacidn del corddn umbilical que
g6 obtendré al finalizar ¢l parta. Asimismo, be tenido s vportunidad de hacer preguntas ¥ resolver todas mis dudas con
¢l investigedora), Entiendo que poseo el derecko de revacar mi consentimiente sin que esta decisidn pueda ocasionar
ulgan perjuiclo.

De acuerdo 4 lo declarado por mi en este documento, firmo aceptando mi purticipacion voluntaria on ¢sia

invastigacion. Recibiré una copla completa y fimada de este documento.

Flima Participente y Fecha:

Nombre v Firma Investigador Responsable

Fecha:

Nombre y Firma Director del Establecimiento o suDelegado

Focha:
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