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1. DATOS BASICOS DEL TFG:

Titulo: Efecto de un nuevo tratamiento sobre la disfuncién endotelial en modelo in vitro de diabetes
mellitus tipo 2.

Descripcion general (resumen y metodologia):

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es reconocida como un problema sanitario grave y una epidemia
del siglo XXI. A pesar de las continuas mejoras en el manejo de los pacientes diabéticos, la
enfermedad cardiovascular es la principal complicacién relacionada con la diabetes, y alrededor del
75% de estos pacientes mueren debido a las consecuencias cardiovasculares. La disfuncién
endotelial (DE) participa directamente, o indirectamente, en la aparicién de diversos dafios micro- y
macrovasculares, y se relaciona con una mayor vasoconstriccién, reactividad y, en consecuencia, la
activacién de las plaquetas y formaciéon de trombos. Se ha demostrado que, entre varias vias de
sefializacién involucradas, la activacién del factor de transcripcién NF-kB y del inflamasoma NLRP3,
debido a un alto estrés oxidativo, juegan un papel importante en patogénesis de la DE [1] [2].

Los cambios en el estilo de vida y las terapias farmacoldgicas actuales solo detienen parcialmente
la progresién de la DM2, y los medicamentos existentes no pueden suprimir el aumento del riesgo
CVs en los pacientes con DM2. Algunas estrategias estdn dirigidas a inhibir NLRP3 y la autofagia
cardiaca [3]. Pero el problema estd en que estas terapias estén dirigidas hacia uno de los aspectos
de la patogenia, y no hacia la mitocondria, siendo este organelo principal fuente de especies
reactivas de oxigeno (ROS). La disfuncién mitocondrial producida en condiciones de hiperglucemia,
a través de ROS, provoca la activacién de NLRP3, liberacién de citoquinas al espacio extracelular,
que junto con los cambios de expresién de exo-miRNAs, promueven la expresién de moléculas de
adhesién al endotelio, aumentando la actividad pro-coagulante.

Nuestro grupo tiene amplia experiencia en el estudio de la mitocondria y el papel de la melatonina
y de CoQ10. Ambas moléculas disminuyen con la edad y actlan directamente sobre la mitocondria.
Se ha demostrado el efecto de la melatonina en la sepsis, sarcopenia, COVID-19 [4]-[6], pero se
sabe muy poco sobre la funcidon de la melatonina en las células endoteliales en condiciones de
hiperglucemia y envejecimiento. Ademads, no se sabe nada sobre el efecto de ambas moléculas. Por
lo que nosotros planteamos evaluar el efecto del tratamiento propuesto sobre los marcadores
relacionados con la inflamacién (NF-kB, NLRP3, Procaspase-1, Caspase-1), y la adhesién vascular
(ICAM-1, VCAM-1),

Para esto se utilizaran las células humanas endoteliales de cordén umbilical (HUVEC) (jévenes y
senescentes), que se cultivardn en condiciones de normoglucemia e hiperglucemia, tratados y sin
aplicar el tratamiento propuesto. Se evaluard el efecto del tratamiento sobre algunos de los
marcadores relacionados con la inflamacién, los cuales se medirdn mediante las técnicas que
permiten medir tanto la expresiéon génica (qRT-PCR), como la expresién de las proteinas (Western
Blott).

Tipologia: Trabajos experimentales, de toma de datos de campo o de laboratorio.
Objetivos planteados:

Hito: Demostrar la eficacia del tratamiento sobre marcadores moleculares y vias de sefalizacién en
los modelos in vitro, en condiciones de hiperglucemia.
Objetivos especificos:

e En el medio de cultivo: niveles de melatonina y CoQ10, ROS; marcadores inflamatorios y pro-
coagulantes (IL-1b, IL-6, IL-8/CXCLS8, IL-18, MCP1/CCL2, TNF-a, NF-kB), (ICAM-1, VCAM-1).




e En las células se medirdn los marcadores relacionados con la inflamacién endotelial: eNOS,
VEGF-A, ICAM-1, VCAM-1, NF-kB e inflamasoma NLRP3, pro-IL-1B, IL-1B, TNFa, procaspasa-1l,
caspasa-1; iNOS.

e Andlisis y determinacién de marcadores de interés.
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Recomendaciones y orientaciones para el estudiante:

El estudiante tiene que comprometerse a aprender y realizar las técnicas propuestas, saber aplicar
las reglas basicas de cultivo celular, y servir de apoyo en la tarea de cultivo.

Al igual que se debe aprender usar sistema Stratagene QuantStudio 7 Pro (Applied Biosystems)
para las qRT-PCR, software 1D Image Analysis. La representacion y el andlisis de los datos se
realizardn con los programas GraphPad Prism 9.
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