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Efecto de las lipoproteínas de alta densidad aisladas de pacientes con síndrome 

isquémico coronario agudo sobre la expresión de las isoformas del gen SPP1 en un 

modelo de adipocitos cardiacos humanos 

Introducción 

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en México y la 

enfermedad aterosclerosa coronaria es una de las principales afecciones dentro de este grupo. 

La enfermedad aterosclerosa coronaria es un proceso inflamatorio que puede llegar a la 

calcificación del ateroma, causando estrechamiento de las arterias y, en casos graves, 

obstrucción de la circulación y eventos isquémicos agudos como el síndrome isquémico 

coronario agudo y el evento vascular cerebral. El tejido adiposo epicárdico (TAE) ha ganado 

importancia en este proceso debido a su proximidad con las arterias coronarias. Se ha 

demostrado que el TAE expresa genes relacionados con la calcificación del ateroma, como 

el gen SPP1 que codifica para la proteína osteopontina (OPN), la cual experimenta diversas 

modificaciones postraduccionales. Sin embargo, aún se desconoce la principal fuente de 

OPN, la abundancia de las isoformas del gen SPP1 en el ateroma y las modificaciones que 

puedan afectar su función. 

 

Se ha observado una asociación estadística entre las lipoproteínas de alta densidad (HDL) y 

la expresión de SPP1 en el TAE, sugiriendo que las HDL podrían regular la expresión de las 

isoformas de OPN. Por ello, se propone este estudio para investigar la regulación de la 

expresión de las isoformas del gen SPP1 en un modelo de adipocitos cardiacos humanos 

estimulados con HDL de pacientes con SICA y sujetos control. Se espera encontrar una 

relación entre la composición y distribución de las HDL y la expresión de las isoformas de 

SPP1, lo cual podría contribuir a entender mejor los mecanismos involucrados en la 

aterosclerosis coronaria. 

 

El estudio del TAE y su relación con la expresión de genes como SPP1 es importante para 

comprender los mecanismos que llevan al desarrollo de placas ateroscleróticas y su 

calcificación. Se ha demostrado que el TAE de pacientes con enfermedad coronaria expresa 

genes relacionados con la calcificación del ateroma, lo cual sugiere su participación en este 

proceso. 

 

El presente proyecto de investigación pretende definir la regulación de la expresión de las 

isoformas del gen SPP1 en adipocitos cardiacos estimulados con HDL, con el fin de entender 

el impacto de las HDL sobre el TAE y su impacto sobre los mecanismos que llevan a la 

formación y calcificación de las placas ateroscleróticas. Se espera que los resultados de este 

estudio puedan contribuir a identificar nuevas dianas terapéuticas para el tratamiento de la 

enfermedad aterosclerosa coronaria y reducir su impacto en la población mexicana. 
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Planteamiento del problema y justificación 

Las enfermedades cardiovasculares, en particular la enfermedad aterosclerosa coronaria, 

representan una grave problemática de salud en México, siendo la principal causa de muerte 

en el país. La enfermedad involucra una serie de eventos celulares que culminan en la 

formación de placas ateroclerosas que pueden romperse y provocar eventos vasculares 

agudos. Se ha observado una asociación entre la composición y distribución de las 

lipoproteínas de alta densidad (HDL) y la expresión de genes relacionados con la 

calcificación en tejido adiposo epicárdico, sugiriendo un papel importante de las HDL en la 

regulación de la enfermedad. 

 

La disfunción del endotelio vascular y la inflamación favorecen la progresión de las placas 

aterosclerosas, las cuales tienden a calcificarse. Se ha demostrado que el tejido adiposo 

epicárdico puede contribuir a la inflamación y calcificación de las placas aterosclerosas, y se 

ha encontrado una mayor expresión de genes relacionados con la calcificación en este tejido 

en pacientes con enfermedad aterosclerótica coronaria. 

La osteopontina (OPN) es una proteína asociada con la progresión del ateroma y se ha 

observado que su presencia aumenta en arterias con placas aterosclerosas calcificadas. La 

expresión de diferentes isoformas de OPN puede variar en función de las modificaciones 

postraduccionales y la fosforilación de la proteína. El estudio de la expresión de las isoformas 

del gen SPP1 en un modelo de adipocitos cardiacos estimulados con HDL de pacientes con 

síndrome isquémico coronario agudo y sujetos control puede proporcionar información 

importante sobre el potencial de las HDL como reguladoras de la expresión génica en TAE. 
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Hipótesis 

La expresión del RNA mensajero de las isoformas del gen SPP1 se modifica en función de la 

composición y tamaño de las HDL. 

 

 

Objetivo General 

Determinar los cambios de expresión de las isoformas del gen SPP1 en un modelo de 

adipocitos cardiacos humanos estimulados con HDL de pacientes con SICA y sujetos control. 

 

Objetivos específicos 

1. Diseñar las sondas correspondientes a cada isoforma del gen SPP1. 

2. Estandarizar las condiciones de amplificación de las sondas mediante PCR punto final. 

3. Obtener muestras de sangre de pacientes con SICA y sujetos control. 

4. Caracterizar las subpoblaciones de HDL previamente aisladas, mediante electroforesis en 

condiciones nativas. 

5. Estandarizar el método de diferenciación de los preadipocitos cardiacos en adipocitos 

maduros. 

6. Estimular los adipocitos cardiacos en cultivo con HDL aisladas de pacientes con SICA y 

controles. 

7. Determinar la expresión génica de las isoformas de SPP1 por PCR en tiempo real. 
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Antecedentes 

La enfermedad aterosclerosa coronaria es un ciclo vicioso de inflamación que puede 

progresar hasta la calcificación del ateroma. Además de reducir la luz arterial, la placa puede 

romperse desencadenando un proceso trombótico que culmina por ocluir la circulación y 

provocar un episodio vascular isquémico agudo cuyas manifestaciones clínicas más 

frecuentes son el síndrome isquémico coronario agudo (SICA) y el evento vascular 

cerebral. En este contexto, es bien aceptado que las lipoproteínas de alta densidad (HDL) 

juegan un papel anti-aterogénico, aunque los mecanismos involucrados aún siguen en debate 

[1,2]. Se ha sugerido que la actividad biológica de estas lipoproteínas es dependiente 

de su tamaño y características fisicoquímicas [3] de ahí la importancia de caracterizarlas. 

 

En investigaciones previas, hemos demostrado una asociación estadística entre la 

composición y distribución de las HDL con la expresión de genes relacionados con la 

calcificación [4] en tejido adiposo epicárdico sugiriendo una nueva función de estas 

lipoproteínas como se expondrá más adelante. La disfunción del endotelio vascular favorece 

un proceso inflamatorio que permite el desarrollo y progresión de las placas aterosclerosas, 

la cuales tienden a calcificarse. Hasta el momento, el mecanismo que dirige tal proceso no ha 

sido bien definido [5]. Por muchos años, la hipertrofia del tejido adiposo visceral abdominal 

ha sido considerada uno de los principales factores de riesgo de aterosclerosis debido a la 

inflamación sistémica y las anormalidades metabólicas que la acompañan. Sin embargo, tales 

argumentos son inconsistentes con el hecho de que sólo un grupo específico de arterias 

desarrollan aterosclerosis, las arterias coronarias principalmente. En este sentido, se requiere 

de un participante local que contribuya con el proceso aterogénico a través de la expresión de 

genes que codifican proteínas no sólo pro- inflamatorias sino pro-calcificantes. Dado que las 

placas aterosclerosas suelen encontrarse en sitios adyacentes a tejido adiposo epicárdico 

(TAE) [5], el estudio de la adiposopatía de este depósito de tejido adiposo cobra relevancia. 

 

Diversos estudios han encontrado una asociación entre el volumen del TAE y la enfermedad 

ateroesclerosa coronaria (EAC). En este sentido, pacientes con EAC tienen un mayor grosor 

de TAE comparado con sujetos sin EAC [6-9]. Además de que mediadores proinflamatorios 

como TNF-α, interleucina-6 y MCP-1 se expresan en mayor cantidad mientras que las 

adipocinas protectoras como adiponectina y omentina tienden a disminuir en el TAE de 

pacientes con EAC comparado con el TAE de sujetos sin EAC [10-13]. Djabery y 

colaboradores observaron que el volumen de TAE es mayor en sujetos con un puntaje de 

calcio arterial coronario >10 comparado con sujetos con puntaje de calcio arterial coronario 

≤10 [14]. En el estudio CESAR se concluyó que la prevalencia de un puntaje de calcio arterial 

coronario >0 incrementa con el grosor y volumen de TAE medido por ecocardiografía y por 

tomografía computada [15]. Estos estudios apoyan fuertemente la participación del TAE no 

sólo en la formación sino también en la calcificación de la placa aterosclerosa. 

 

Previamente, se ha demostrado que el TAE expresa genes relacionados con la calcificación 

del ateroma tal como SPP1 que codifica para osteopontina (OPN), una proteína que se ha 

aislado del ateroma, especialmente en aquellos que presentan calcificación. El gen SPP1 
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experimenta corte y empalme alternativo generando 5 isoformas: OPN-a, OPN-b, OPN-c, 

OPN-d y OPN-e de las cuales se conoce muy poco a nivel cardiovascular. Ha sido demostrado 

que el producto proteínico de SPP1, OPN, experimenta diversas modificaciones 

postraduccionales tales como fosforilación, glicosilación, escisión enzimática por trombina y 

metaloproteasas, haciéndolo muy versátil. Hasta la fecha se desconoce la principal fuente de 

OPN, la abundancia de las isoformas del gen SPP1 en el ateroma y las modificaciones que 

presentan y que pueden repercutir en su función. Sin embargo, el TAE podría ser una fuente 

importante de dichas isoformas y la expresión de éstas podría estar regulada por las 

lipoproteínas de alta densidad (HDL) como lo han sugerido estudios previos del mismo 

laboratorio donde se llevará acabo el presente protocolo, donde se observó una asociación 

estadística de ciertas subpoblaciones de estas lipoproteínas con los niveles de expresión de 

SPP1 en el TAE. 

 

Se ha demostrado que las HDL regulan la expresión de TNF-α en miofibroblastos de la 

válvula aórtica sugiriendo una nueva función para estas lipoproteínas como reguladores de la 

expresión génica. Dicha función estaría determinada por la composición y distribución de 

las subpoblaciones de HDL. 

 

En el marco de este proyecto de investigación proponemos a las HDL como reguladores de 

la expresión de las isoformas del gen SPP1 en un modelo de adipocitos cardiacos humanos 

como un primer acercamiento a su posible regulación en el TAE. Se incluirán 40 pacientes 

con SICA y 40 sujetos control que hayan firmado el consentimiento informado. El tamaño 

muestral es por conveniencia debido a que no existen antecedentes suficientes al respecto 

para un cálculo estadístico de la n. A cada paciente se le tomará una muestra de sangre para 

el aislamiento y caracterización de las subpoblaciones de HDL. Se utilizarán adipocitos 

cardiacos humanos diferenciados in vitro, los cuales serán estimuladas con las HDL aisladas 

y se determinará el nivel de expresión génico de cada isoforma en los adipocitos.
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Materiales y Métodos 

Diseño del estudio: Transversal 

Tipo de investigación: Experimental 

Tipos de diseños: Casos y controles 

Características del estudio: 

a) Por la participación del investigador: Analítico 

b) Por temporalidad del estudio: Transversal 

b) Por la lectura de los datos: Prolectivo 

d) Por el análisis de datos: Analítico 

Universo: Pacientes diagnosticados con SICA en un rango de 40-65 años que ingresen a la 

unidad coronaria del Instituto Nacional de Cardiología “Ignacio Chávez” (INC). Sujetos 

control provenientes del banco de sangre del INC. 

 

Unidades de observación: Adipocitos cardiacos humanos. 

 

Método de muestreo: Tamaño muestral a conveniencia debido a que no existen antecedentes 

suficientes respecto a la expresión del RNA mensajero de las isoformas del gen SPP1 para un 

cálculo estadístico de la n. 

 

Tamaño de muestra: El grupo de estudio estará integrado por 40 pacientes que ingresen a la 

unidad coronaria y sean diagnosticados con SICA. El grupo control estará formado por 40 

sujetos clínica y bioquímicamente sanos. 

 

Criterios de inclusión: Se incluirán en el grupo de estudio a pacientes de sexo masculino de 

entre 40 y 65 años. Pacientes con comorbilidades tales como diabetes, hipertensión y obesidad 

o que estén bajo tratamiento farmacológico antidislipidémico podrán ingresar al estudio. El 

grupo control estará formado por sujetos del sexo masculino de entre 40 y 65 años con un 

índice de masa corporal normal (18.5-24.9 Kg/m2) que acudan al banco de sangre del INC y 

presenten valores bioquímicos normales sin tratamientos farmacológicos. A todos los sujetos 

se les informará acerca del estudio y se les pedirá que firmen la carta de consentimiento 

informado correspondiente. 

 

Criterios de exclusión: Los pacientes que presenten alguna de las alteraciones abajo 

mencionadas serán excluidos del estudio en cualquiera de los grupos: insuficiencia renal 

(creatinina >1.5mg/dL), hiperpartatiroidismo o alteraciones conocidas del metabolismo de 

calcio, distiroidismo, tabaquismo activo, alcoholismo, daño hepático. Además, se excluirán a 

pacientes con stents o cirugías cardiacas previas, pacientes que no acepten participar en el 

protocolo bajo consentimiento informado. 

 

Variable(s) independientes: 

1. Expresión de gen SPP1 en adipocitos cardiacos humanos. 
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Variable(s) dependientes: 

1. Composición lipídica y distribución de las lipoproteínas de alta densidad 
2. Perfil bioquímico (colesterol, triacilgliceroles, colesterol-HDL, glucosa). 

 

 

Recolección de datos: 

Obtención de muestras sanguíneas: Se tomó una muestra de 20 mL sangre venosa en ayuno 

en tubos con EDTA como anticoagulante de cada sujeto incluido en el estudio. Se 

determinaron las concentraciones de colesterol, triacilgliceroles, colesterol-HDL, 

triacilgliceroles de HDL y glucosa. Asimismo, se realizó el aislamiento y la caracterización 

de las subpoblaciones de HDL. El plasma restante se congeló en alícuotas a -70°C para 

análisis posteriores. 

 

Aislamiento y análisis de los lípidos de las HDL: Las HDL se aislaron mediante 

ultracentrifugación secuencial. Brevemente, la densidad del plasma fue ajustada con KBr 

sólido a 1.063 g/mL y fue ultracentrifugado a 100 000 rpm, 2.5 horas a 10°C. El sobrenadante 

que contenía a las VLDL, IDL y LDL fue eliminado y el infranadante se ajustó a una densidad 

de 1.21 g/mL y fue ultracentrifugado durante 3 horas a 100 000 rpm y 10°C. Las HDL 

contenidas en el sobrenadante fueron extraídas y centrifugadas a 1.25 con solución de KBr 

para mejorar su pureza. Las HDL aisladas fueron dializadas en buffer fosfatos (10 mM, pH 

7.4). 

El diámetro hidrodinámico de las HDL se estimó de acuerdo con la técnica previamente 

estandarizada en nuestro laboratorio [24-26]. El radio hidrodinámico de las subclases de HDL 

(HDL2b 10.58-12.36 nm, HDL2a 9.94-0.58 nm, HDL3a 8.98-9.94, HDL3b 8.45-8.98 nm, 

HDL3c 7.90-8.45 nm) separadas en electroforesis en condiciones nativas, se analizaron 

utilizando como referencia marcadores de alto peso molecular (tiroglobulina de 17 nm, 

ferritina de 12.2 nm, catalasa de 10.4 nm, lactato deshidrogenasa de 8.2 nm y albúmina de 7.1 

nm, kit Pharmacia, UK). Se determinaron además las concentraciones plasmáticas de los 

lípidos de las subclases de HDL (colesterol total y triacilgliceroles) por métodos enzimáticos 

en fase semisólida sobre el gel de poliacrilamida según lo hemos descrito previamente [25,26]. 

 

Diseño de las sondas para cada isoforma del gen SPP1: Las sondas fueron diseñadas con las 

plataformas Primer Blast y Primer Design. 

 

Estandarización de las condiciones de amplificación: Las condiciones de amplificación se 

estandarizaron mediante PCR punto final probando diferentes temperaturas. 

 

Cultivo de células precursoras de adipocitos: Las células precursoras de adipocitos cardiacos 

humanos (Cell applications, INC., San Diego, CA.) congeladas fueron despertadas, se 

sembraron en una caja de 75 cm2 para su proliferación y fueron incubadas con medio de 

cultivo DMEM/F12 suplementado con suero fetal bovino (20% concentración final). Las 

células se incubaron a 37°C y 5% de CO2. Sin embargo, las células no fueron viables. Por 

esta razón, células estromales de tejido adiposo cardiaco de conejo en congelación fueron 
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despertadas. Dichas células proliferaron hasta alcanzar la confluencia y fueron sembradas en 

cajas de doce pozos (100 000 células/pozo). Una vez en confluencia (85%) fueron tratadas 

para su diferenciación en adipocitos cardiacos. La diferenciación de las células precursoras se 

realizó mediante la estimulación con 3- isobutilmetilxantina (0.5 mM), indometacina (200 

μM), dexametasona (5 μM) e insulina (10 μg/mL) como medio de diferenciación y con insulina 

(10 μg/mL) como parte del medio de mantenimiento. Las células fueron estimuladas con el 

medio de diferenciación por cuatro días y después fue remplazado con medio de mantenimiento 

por 2 días. Este esquema fue repetido hasta que las gotas de lípidos se formaron en el citoplasma 

de un 85% de las células (3 semanas aproximadamente). 

 

Estimulación de los adipocitos cardiacos con HDL: Los adipocitos cardiacos fueron 

incubados durante una hora con medio completo deslipidado (10% de suero fetal bovino 

deslipidado y 1x de penicilina/estreptomicina) a 37°C y 5% CO2. Al término de esta 

incubación, las células recibieron medio de cultivo nuevo deslipidado y las HDL de los 

pacientes y sujetos aisladas a una concentración final de colesterol-HDL de 50 mg/dL durante 

8 horas a 37°C y 5% CO2. Transcurrido el período de incubación, las células fueron 

recolectadas para los ensayos de expresión. 

 

Extracción de RNA total y generación de cDNA: Los adipocitos cardiacos fueron 

desprendidos y homogeneizados en trizol y posteriormente centrifugados para eliminar la capa 

de lípidos que se formó en la superficie. El RNA total fue extraído con el kit comercial 

RiboPureTMRNA Purification Kit (Ambion, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) 

siguiendo las especificaciones del fabricante. Además, se trató con buffer DNAsa libre de 

RNAsa (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) para eliminar la posible 

contaminación con DNA. La DNAsa se inactivo mediante la adición de EDTA. Finalmente, 

la pureza e integridad del RNA aislado fueron evaluadas espectrofotométricamente a 260/280 

nm y en el gel de agarosa al 1%, respectivamente. La síntesis de cDNA se llevó a cabo a partir 

de 0.5 μg de RNA total utilizando el kit comercial SuperScript® VILOTM cDNA synthesis 

(Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) siguiendo las especificaciones del 

fabricante. 
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Resultados 

Se realizó el perfil de lípidos mediante métodos colorimétricos de las muestras sanguíneas de 

los pacientes con SICA (n=40) y sujetos control (n=40). Los pacientes con SICA tuvieron 

concentraciones menores de colesterol, triacilgliceroles y colesterol-HDL con respecto al 

grupo control (figura 1). Además, la concentración de glucosa en los sujetos control fue de 

108.74 mg/dL (93.62-124.66) y en el grupo SICA fue de 129.30 mg/dL (102.25-177.75). En 

el grupo SICA el 17% y el 36% de los pacientes estaban bajo tratamiento con estatinas y 

antihipertensivos, respectivamente. Los pacientes con SICA tuvieron un IMC de 26.56 (24.68- 

29.30) y 47% eran diabéticos. 

 

Figura 1.- Perfil de lípidos de los pacientes SICA y sujetos control. Los resultados se presentan 

como la media y el rango intercuartilar (cajas). Prueba U de Mann Whitney, *p<0.05. 

 

Con la ayuda de la biblioteca digital NCBI se lograron identificar las secuencias genéticas de 

cada una de las isoformas del gen SPP1. Se realizó el alineamiento de todas las secuencias de 

las isoformas de SPP1 con el programa “MultAlin”. En la figura 2 se presenta el alineamiento 

de todas las isoformas del gen SPP1 y es de resaltar que en las primeras 257 pb se encontraron 

las diferencias entre cada isoforma y fue la zona considerada para el diseño específico de las 

sondas. 
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Figura 2.- Alineamiento de las secuencias codificantes de las isoformas del gen SPP1. A: 

isoforma a; B: isoforma b; C: isoforma c; D: isoforma d y E: isoforma e. 

 

Las sondas fueron diseñadas utilizando el programa Primer Design y Primer Blast; el programa 

Primer Blast indicó una temperatura de alineamiento (Tm) de todas las variantes del gen que 

va de 54°C-70°C y un porcentaje de CG de alrededor del 60% excepto para la isoforma a, la 

cual fue de 37% (Figura 3). 
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Figura 3.- Análisis de las sondas de cada isoforma en Primer-Blast. Las sondas presentaron 

una alta especificidad al reconocer sólo las isoformas del gen SPP1 de humano. 

 

Para establecer la temperatura de alineamiento de cada isoforma se consideró la Tm obtenida 

en el Primer Blast y se realizó una PCR punto final de gradiente de temperatura, seguido del 

corrimiento de los amplicones en geles de agarosa al 1.5%. Posteriormente, se realizó la qPCR 

usando SYBR Green. La figura 10 muestra los amplicones generados por qPCR bajo las 

siguientes condiciones: 95°C/10 min [(95°/15 seg | Tm/1 min) 35 ciclos] (figura 4). 

A excepción de la isoforma “e”, todas las demás isoformas correspondieron al tamaño 

indicado por el programa Primer Blast (isoforma a=137 pb, isoforma b=153 pb, isoforma 

c=151 pb, isoforma d= 113 pb e isoforma e=158 pb). 
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Figura 4.- Identificación del tamaño de los amplicones generados para las isoformas del gen 

SPP1 por qPCR. 

 

Las isoformas b, c y d presentaron inespecificidad, ya que se observa más de un amplicón. 

Para mejorar la amplificación realizamos diversas modificaciones, sin embargo, no logramos 

mejorar la especificidad. Por lo tanto, se realizó la búsqueda bibliográfica de sondas pre- 

diseñadas. Todas las sondas encontradas tenían condiciones para otros reactivos diferentes a 

SYBR Green, por lo que se optó por estandarizar las condiciones. 

En la figura 5 se muestra el gradiente de temperatura que realizamos por PCR punto final para 

cada isoforma. 
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Figura 5.- PCR punto final de cada isoforma del gen SPP1. Cada inciso corresponde a la 

isoforma correspondiente y las condiciones para todas fueron 95°C por 10 minutos, (95°C por 

5 segundos, Tm 55°C por 10 segundos y 72°C por 15 segundos por 45 ciclos) y 40°C por 30 

segundos. 

 

Las temperaturas elegidas para realizar los experimentos de tiempo real fueron: para la 

isoforma “a” 55.4°C, isoforma “b” 55.2°C, isoforma “c” 55°C, isoforma “d” 58°C e isoforma 

“e” 59°C. 

 

Las células de la fracción estromal de tejido adiposo cardiaco de conejo fueron diferenciados 

a adipocitos maduros, que son caracterizados por la presencia de gotas de lípidos en su 

citoplasma. La presencia de dichas gotas fue puesta de manifiesto mediante la tinción con rojo 

oleoso (figura 6). Este modelo tuvo que ser utilizado debido a que las obtenidas 

comercialmente y destinadas para el presente proyecto no fueron viables. Por cuestiones de 

disponibilidad y tiempos de entrega no fue posible adquirir un nuevo lote prontamente. 
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Figura 6.- Adipocitos maduros en medio de cultivo sin tinción (a) y con tinción con rojo 

oleoso (b). 

 

Debido a que las HDL se aíslan sólo hasta que las células eran estimuladas, el análisis de las 

subpoblaciones está en proceso. En la figura 7 se presenta la distribución relativa de las 

subpoblaciones de HDL así como su contenido de colesterol y triacilgliceroles de algunas 

muestras del grupo SICA y grupo control. 

 

Figura 7.- (a) Proporción de las subpoblaciones de HDL. Concentración de colesterol total 

(b) y de triacilgliceroles (c) de las HDL usadas para estimular los adipocitos maduros en 

cultivo (n total=15). 

Hasta el momento se ha logrado el aislamiento de RNA de 15 pozos de células estimuladas 

con HDL de sujetos control o con SICA, hemos realizado la generación de cDNA, el cual ha 

sido almacenado para su posterior uso en los ensayos de qPCR. 
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Discusión 

En el presente proyecto logramos obtener y realizar el perfil de lípidos de todas las muestras 

de los pacientes con SICA y los sujetos control propuestos. Además, realizamos la 

estandarización de las condiciones de amplificación para las isoformas del gen SPP1. El 

cultivo y la diferenciación de adipocitos realizadas permitió contribuir en la realización de un 

artículo original que actualmente se encuentra en revisión. Finalmente, sólo algunas HDL de 

pacientes SICA y sujetos control han sido caracterizadas. 

Los niveles menores de colesterol plasmático observados en los pacientes con SICA puede 

deberse al consumo de estatinas, un fármaco común en este tipo de pacientes. En 

concordancia, los niveles de colesterol-HDL también fueron menores en comparación con el 

grupo control. Diversos estudios epidemiológicos han demostrado una relación negativa entre 

el riesgo de desarrollar enfermedad aterosclerosa coronaria y la concentración de colesterol- 

HDL. En este sentido, la hipoalfalipoproteinemia presentada en el grupo SICA es consistente 

con todos esos estudios. Debido a que las HDL pueden ser modificadas en diferentes 

enfermedades, la sola determinación del colesterol en estas lipoproteínas no es suficiente. Por 

tal motivo, realizamos la determinación de los triacilgliceroles y no observamos cambios 

significativos entre el grupo SICA y el grupo control. La composición y distribución de las 

subclases de HDL aparentemente es similar entre ambos grupos, los resultados presentados 

sólo fueron descriptivos ya que el proyecto todavía no es concluido. La importancia de 

caracterizar la estructura de las HDL radica en identificar si las subclases pueden regular de 

manera diferencial la expresión génica del gen SPP1. 

La secuencia del gen SPP1 se caracteriza por tener un contenido elevado de citosinas y 

guaninas, lo que representó un reto para el diseño de las sondas de cada isoforma. A pesar de 

que el análisis en Primer Blast indicó que nuestras sondas identificaban específicamente cada 

isoforma, el análisis de los productos generados por PCR presentó más de un amplicón para 

cada isoforma. Cambios en la concentración de MgCl2, temperatura, concentración de cDNA 

y sondas fueron realizados para mejorar la especificidad. Sin embargo, al menos un amplicón 

inespecífico continuaba presente. Diversos estudios a nivel de cáncer han reportado sondas 

para algunas isoformas del gen SPP1, pero al realizar el análisis con Primer Blast no todas 

resultaron específicas. Cambios en las condiciones de amplificación y en las concentraciones 

de las sondas fueron realizados y se logró obtener un amplicón para cada isoforma, los cuales 

serán utilizados para los ensayos de expresión génica. 

El estudio de tejido adiposo se ha centrado en los adipocitos, principal tipo celular de este 

tejido. Para ello, los estudios in vitro han utilizado preferencialmente el uso de líneas celulares 

como la 3T3-L1 que son de ratón y los han diferenciado a adipocitos maduros. Sin embargo, 

existe una variabilidad entre los diferentes depósitos de tejido adiposo visceral que no puede 

ser ignorada. Por esta razón, se adquirieron dos lotes comerciales de preadipocitos cardiacos 

humanos, pero lamentablemente no fueron viables. Uno de los problemas de los cultivos 

primarios es justo su viabilidad, no siempre son resistentes al proceso de congelación. De esta 

manera, diseñamos un modelo de adipocitos cardiacos de conejo como un primer 
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acercamiento a lo que podría ocurrir en el TAE de humanos. Nuestro modelo fue reproducible 

e incluso permitió su uso en otro proyecto en el cual fui partícipe y generó un artículo original 

que actualmente se encuentra en revisión en Cells, MDPI. 

Las células precursoras se diferenciaron en adipocitos maduros en aproximadamente un 75% 

y actualmente se está realizando la estimulación de las células con las HDL aisladas de los 

pacientes SICA y el grupo control. 
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Conclusiones 

Es necesario terminar el estudio para generar una conclusión certera en torno a la hipótesis 

planteada. 

Podemos comentar que los resultados obtenidos parcialmente hasta el momento sugieren que 

los cambios en la concentración de colesterol-HDL entre los pacientes con SICA y los sujetos 

control podrían presentar diferencias en las subclases de HDL que impactarían en su potencial 

para regular la expresión génica en adipocitos cardiacos, como hemos expuesto en el artículo 

original del cual fui partícipe. 
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