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Abstract

Introduction

Diabetes mellitus (DM) is a group of metabolic disorders that occur when
hyperglycaemia is sustained over a prolonged period of time due to a lack of
pancreatic (-cell function and insulin production and release. These diseases are
associated with several complications, including a modification in the metabolism of
carbohydrates and lipids. As a consequence, diabetic patients usually suffer from
hyperglycaemia, dyslipidemia, hypertension, chronic low-grade inflammation,
atherosclerosis, chronic kidney disease, nerve damage, diabetic retinopahy, and/or

cognitive impairment.

There are different types of DM, but type 1 (T1D) and type 2 (T2D) are the most
common. TI1D, also called "insulin-dependent diabetes mellitus" or "juvenile
diabetes”, is characterized by an autoimmune response that leads to a loss of pancreas
B-cells and their failure to produce enough insulin. T2D, also known as "non-insulin-
dependent diabetes mellitus" or "adult-onset diabetes", begins with impaired insulin
signaling (insulin resistance) due to a combination of different factors, including a
genetic component that predisposes individuals to the disease, excessive body weight,

sedentary lifestyle, insufficient exercise and ageing.

Hyperglycaemia is a common feature of both T1D and T2D and is also a key factor
in the development of DM that is associated in general with macro- and
microvascular complications. In this sense, an adequate glycaemic control is essential
for preventing the onset of these complications. With this aim in mind, a new class
of oral antidiabetic drugs called SGLT2 inhibitors (iISGLT?2) is currently taking its
place as an option for the first-line management of DM. iSGLT2’s mechanism of
action is based on the inhibition of the sodium-glucose co-transporter 2 expressed in

the brush border membrane of the epithelial cells of the renal proximal tubule;
3



Abstract

following this interaction, renal reabsorption of glucose is reduced and urinary
excretion of glucose is increased (glycosuria and natriuresis). For this reason,
1ISGLT?2 shows potential as an adjunct therapy to increase the lowering of glucose
levels when used in combination with other glucose-lowering therapies (e.g. insulin,
metformin). In addition, iISGLT2 treatment has been shown to improve
cardiovascular outcomes and reduce the risk of hospitalization for heart failure, while
the progression of diabetic kidney disease 1s significantly reduced by all iSGLT2s. In
this context, we decided to investigate the mechanism of action of 1SGLT2s,

choosing Empagliflozin as one of the most widely-used drugs in this family.

Mitochondria are widely known as “powerhouses of the cell”, as they take part in
cell metabolism, ATP production through oxidative phosphorylation, and reactive
oxygen species (ROS) production. Due to their key role, homeostasis of the
mitochondria is important to prevent the onset and progress of metabolic diseases
such as DM. In this sense, T2D is characterized by impaired mitochondrial function,
oxidative stress, and increased ROS production, together with undermined

antioxidant defences.

Systemic inflammation is one of the main features of DM, and is characterized by
enhanced circulatory levels of proinflammatory cytokines and chronic activation of
the immune system due to the autoimmune response (in T1D) and hyperglycaemia
(in T2D), which are involved in vascular damage and atherosclerosis, a first step
towards DM-associated complications. In the vascular wall, endothelial cell damage
induces the release of cytokines and the expression of adhesion molecules (such as
ICAM-1, VCAM-1 and selectins). This triggers the process of recruitment of
activated leukocytes towards the vascular endothelium, where leukocytes contribute
to endothelial dysfunction by promoting oxidative stress, releasing inflammation
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mediators, and initiating the atherosclerotic process. In this context, it is necessary to
find the relationship between inflammation and leukocyte-endothelium interactions.
Since leukocytes play an important role in oxidative stress, mitochondrial
dysfunction and inflammation in both T1D and T2D, it is important to study the

underlying mechanisms of these cardiovascular diseases in the cell.

In the scientific literature, the role of hyperglycaemia in the development of oxidative
stress, mitochondrial dysfunction, inflammation and vascular complications is well
described. Moreover, glucose levels and their alteration can modulate the
inflammatory response, which has made them a target of study. Under
hyperglycaemia, leukocyte-endothelial interactions can be affected by DM, and this

can have a bearing on the development of the atherosclerotic process.

Objectives
In the present doctoral thesis we established three objectives:

1. To assess the relationship between the inflammatory/adhesive process in the
vascular wall and intracellular mechanisms in type 1 diabetic patients, and to explore

its relevance for ROS production and mitochondrial impairment.

2. To explore the role played by glycaemic control in NLRP3 inflammasome

activation in type 2 diabetic patients.

3. In the light of the beneficial effects of treatment with the iSGLT2 Empagliflozin
on the glycaemic state and vasculature of T2D patients, we set out to determine
whether Empagliflozin ameliorates systemic inflammation and to evaluate its
potential antioxidant properties in leukocytes in the peripheral blood of type 2

diabetic patients.
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Methods

T1D and T2D patients and healthy volunteers underwent a physical examination to
determine anthropometric parameters (weight, height, waist and hip circumference
and blood pressure), and blood samples were obtained from the antecubital vein in
fasting conditions for biochemical assessments. Parameters of glucose, glycated
haemoglobin Aic, HOMA-IR index, and lipid profile (total cholesterol, LDL-c,
HDL-c and triglycerides, and inflammation markers (CRP) were assessed in serum

using laboratory methods.

In order to shed some light on our first goal, we assessed the concentration of
myeloperoxidase (MPO), proinflammatory cytokines (IL-6 and TNF-a) and
adhesion molecules ICAM-1, VCAM-1 and selectins) in serum samples from type 1
diabetic patients, which were stored at -80°C. MPO concentration was determined
by an ELISA immunoassay, whereas cytokines and adhesion molecules were
measured using a Luminex® 200 flow analyzer and XMAP technology (Luminex

Corporation).

Total mitochondrial ROS production and mitochondrial membrane potential were
evaluated by static fluorimetry using a fluorescence microscope (IX81; Olympus,
Hamburg, Germany) coupled with ScanR static cytometry software (Olympus,
Hamburg, Germany). To perform this assay, 1.5 X 10° of fresh isolated PMNs were
seeded per well in 48-well plates and incubated with the following fluorescent probes:
2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA, to visualize total ROS
production), red mitochondrial superoxide indicator (MitoSOX, to visualize
mitochondrial ROS production ) and tetramethylrhodaminemethylester (TMRM, to

visualize membrane potential).
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Leukocyte-endothelium interaction assays were carried out using a parallel plate flow
chamber system, which is an ex vivo model of human physiological conditions, and
an inverted microscope (Nikon Eclipse TE 2000-S; Amstleveen, Netherlands). The
leukocyte suspension was drawn across a monolayer of human umbilical vein
endothelial cells (HUVEC) at a physiological flow rate. Real-time microscope videos
(Sony Exware HAD; Koeln, Germany) were recorded and later analyzed to calculate

leukocyte rolling velocity, flux and adhesion.

Total RNA were extracted from isolated peripheral leukocytes, and levels of
superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) were subsequently evaluated by

RT-qPCR.

Employing the methods described above, we explored our second objective by
studying biochemical and anthropometrics parameters, as well as total and
mitochondrial ROS content, in type 2 diabetic patients and healthy volunteers. To
do this, the T2D group was split into two subgroups according to HbAc levels:
HbA c <7; and HbA c >8. Patients with HbA c levels between 7 and 8 were excluded

from the analysis to avoid a “grey zone” due to variability of the results.

Total RNA and protein were extracted and levels of NLRP3 inflammasome (mRNA
and protein), caspase-1 (mRNA), interleukin (IL)-13 (mRINA and serum expression),
IL-18 (mRNA) and IL-12 (serum expression) were subsequently evaluated by RT-

gPCR, Western blotting and Luminex assays.

Finally, for our third objective, we recruited a group of T2D patients who initiated
treatment with 10 mg/day of empagliflozin, according to standard clinical care. We

studied anthropometric and biochemical indicators, as well as MPO and IL-10 levels,
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in type 2 diabetic subjects. Measurements were taken at baseline and at 12 and 24

weeks.

Mitochondrial ROS content was studied as described above, and glutathione (GSH)
content was evaluated by means of CellTracker™ Green 5-chloromethylfluorescein
diacetate (CMFDA). Antioxidant defences were assessed by measuring glutathione
S-reductase (GSR), and catalase (CAT) gene expression was evaluated by an RT-

gPCR method.

The statistics software programmes SPSS 17.0 and Graphpad Prism 5.0 were

employed for data analysis in all three studies.

Results and discussion

T1D patients did not show impaired glucose homeostasis, and a reduction in total
and LDL-c levels was observed, probably due to the insulin and lipid-lowering
treatment they were receiving. Regarding total and mitochondrial ROS levels and
mitochondrial membrane potential, we observed that all parameters were higher in
T1D patients than in control subjects. In line with this, several studies support the
idea that hyperglycaemia can promote pathological alterations of ROS in endothelial
cells and mitochondrial function. Altered levels of ROS, in turn, can affect
mitochondrial membrane potential. Accordingly, when we observed the dynamics
between isolated PMNs and endothelial cells we found a decrease in PMN rolling
velocity and an increase in PMN rolling flux and adhesion in T1D patients compared
with controls. In line with these results, we noticed an increase in levels of the
adhesion molecules P-selectin, VCAM-1 and ICAM-1 in type 1 diabetic patients,

together with an imbalance in antioxidant gene expression; specifically, a decrease in
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SOD expression and a trend towards an increase in CAT gene expression levels. In
addition, the inflammation markers TNF-a, IL-6 and MPO were all enhanced in the
T1D group. Together, these data highlight how the inflammatory process that occurs

in T1D can eventually lead to atherosclerosis and CVDs.

Lastly, we explored a possible correlation between glucose and HbAc levels. We
found a negative correlation with glucose and rolling velocity and a positive
correlation with cellular adhesion to ICAM-1 and VCAM-1. In addition, HbA,c was
negatively correlated with rolling velocity, and positively correlated with rolling flux,
cellular adhesion, ICAM-1, VCAM-1 and TNFa. TNFa was positively correlated
with mitochondrial membrane potential, rolling flux and MPO. Total ROS
production was negatively correlated with rolling velocity, and VCAM-1 was
positively correlated with IL-6, while MPO positively correlated with hs-CRP,

highlighting the proinflammatory process associated with T1D.

Regarding our second objective, we found significant differences in weight, waist
circumference and body mass index (BMI), all of which were increased in our T2D
subjects. In addition, levels of fasting glucose, HbAc, insulin, and HOMA-IR index
were enhanced in the same patients. Lipid profile was altered (lower levels of total
cholesterol, HDL-c and LDL-c than in healthy volunteers, and enhanced levels of
triglycerides), a typical feature of atherogenic dyslipidemia. This may be explained
by the antihyperlipidemic treatment which most of our diabetic patients were
receiving. When the two T2D groups were compared, no differences in lipid profile
were observed, while levels of fasting glucose, HbAic and insulin and HOMA-IR

index were higher in the group with poor glycaemic control. Interestingly, hs-CRP
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was higher among T2D with poor glycaemic control than in controls, in consonance

with the low-grade chronic systemic inflammation that is typical in T2D.

In terms of ROS production, leukocytes from both T2D groups were evaluated
according to HbAc levels (HbAic <7; HbAc >8). As expected, enhanced levels of
total and mitochondrial ROS production were detected in both T2D groups with
respect to volunteers. When the two T2D groups were compared, we observed a
more pronounced increase in mitochondrial ROS in the HbA ¢ > 8 group with respect
to both the HbAc <7 group and controls, probably due to differing glycaemic control
status. This suggests that the loss of glycaemic control in these patients is related with
an imbalance of mitochondrial dynamics in their leukocytes, which impairs

mitochondrial function.

When we explored NLRP3 inflammasome mRINA and protein expression levels, the
data revealed a decrease in both mRNA and protein expression levels in both T2D
groups with respect to controls, and was more pronounced in T2D patients with poor
glycaemic control, thus suggesting a considerable impairment of the inflammatory

response in leukocytes from these patients.

When cytokine levels were evaluated, a decrease in IL-13 was observed (measured
by mRNA expression and in serum levels), in line with low-grade chronic
inflammation. When we analysed the two diabetic subgroups, we observed that
mRNA expression levels were specifically reduced in HbA ic > 8% diabetic patients,
while serum IL-1p levels were significantly lower in both groups with respect to
controls, with a more pronounced drop seen in patients with poor glycaemic control.
The data related to IL-12 revealed a decrease in serum levels in T2D patients,
especially in poorly controlled patients. When we evaluated mRINA expression levels

of caspase-1, a decrease was found in the T2D group with respect to controls. When
10
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the T2D group was split into two, significant values were maintained only in the
poorly controlled one. Furthermore, IL-18 mRNA expression showed a trend
towards lower values, without becoming significant. Together, these data lead us to
believe there 1s a severe dysregulation of the immune response in T2D, and that
glycaemic control is essential for the adequate immune response of leukocytes in

T2D.

Lastly, we performed correlation studies in order to evaluate the role of glycaemic
control during T2D on NLRP3 inflammasome activation. We explored potential
correlations between HbA ¢ and inflammasome activation-related factors, observing
negative correlations between HbAic levels and NLRP3 protein expression,

production of caspase-1, IL-1f3 and 1L-12.

In order to address our third objective, we evaluated the effects of iISGLT2
Empagliflozin treatment on oxidative stress and leukocyte-endothelium interactions
in leukocytes isolated from T2D patients and their respective controls. We detected
a significant decrease in weight after 12 weeks of Empagliflozin treatment, which
became even more pronounced at 24 weeks of treatment and was accompanied by a
reduction of waist circumference. As expected, when we assessed biochemical
parameters, glucose levels were found to have decreased during Empagliflozin
treatment, becoming significant at 24 weeks, a trend that was also reflected in HbA ¢
levels. Moreover, we observed no changes in HOMA-IR index and insulin levels after
Empagliflozin treatment-patients whose treatment included insulin were excluded
from HOMA-IR and insulin assessments-. Otherwise, lipid profile analysis revealed
an increase in total cholesterol and triglyceride levels at 12 weeks of treatment, and a
decrease at 24 weeks of treatment. These results, together with our other data, suggest
that Empagliflozin treatment improves metabolic outcomes in T2D.

11
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When mitochondrial superoxide production was analysed in leukocytes, we
observed a trend towards less production of mitochondrial superoxide, which became
statistically significant after 24 weeks; on the other hand, GSH content had increased
significantly after 12 weeks of treatment, and even more so after 24 weeks. Data
regarding the mRINA expression of GSR and CAT showed an increase in GSR from
12 weeks onwards, becoming more significant at 24 weeks. In contrast, CAT
expression became significant only after 24 weeks of treatment, underlying the

antioxidant effect of empagliflozin treatment in T2D.

Analysis of hs-CRP, IL-10 and MPO data revealed a significant decrease in all these
markers after 24 weeks of treatment, thus confirming that the main effects of
Empagliflozin on metabolism and oxidative stress start to become evident after this
period of treatment. This suggests that Empagliflozin has a protective role in the

vascular wall, and may prevent oxidative damage and the onset of CVDs.

Overall, the findings of the current doctoral thesis reveal that mitochondrial
dysfunction, oxidative stress and glycaemic control affect leukocyte dynamics and
function in both T1D and T2D patients by promoting the interaction between these
cells and the vascular endothelium and therefore vessels damage due to low grade
inflammation. Moreover, our data support the hypothesis that treatment of T2D
patients with Empagliflozin ameliorates the disease’s inflammatory profile.
Together, these findings suggest that adequate management of the glycaemic state
and inflammation and the use of iSGLT?2 can prevent the onset of the atherosclerotic
process and, consequently, delay the development of DM-associated vascular

complications.
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Regulation and structure

According to the regulations approved by the Doctoral School and the Academic
Committee of the PhD Programme in Physiology of the University of Valencia:

1. The present PhD thesis has been structured in the form of a compendium of

publications:

e The core of the thesis is composed of three original first-author (or co-first-
author) papers published in Q1 journals according to the Journal Citation

Reports database (Annex I: Publicaciones).

2. Based on the present PhD thesis Ms. Francesca Iannantuoni would like to apply

for the International Doctorate Mention:

e The thesis includes an abstract in English consisting of an introductory
chapter explaining the consistency in the theme of the papers, a chapter
containing the main results and discussion, and a chapter setting out the

general conclusions.

e During the training period the PhD candidate has spent seven months in a
prestigious research center outside Spain (Institute Gustave Roussy Cancer

Center/Cordeliers Research Center, Paris).

e The thesis has been written in Spanish, except for the abstract and conclusion,
which are in English, and it will be defended in Spanish, except for the

conclusion, which will be defended in English.
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1.1 Definicion de diabetes mellitus (DM)

La diabetes mellitus (DM) es un grupo de enfermedades metabdlicas heterogéneas
caracterizadas por un estado de hiperglucemia secundaria a un defecto absoluto o
relativo en la secrecidén de insulina por parte de las células-f3 del pancreas. Dicha
enfermedad se asocia a alteraciones en el metabolismo glucidico, lipidico y
proteico. Bajo esta condicidn, los sujetos afectados por esta enfermedad pueden
desarrollar enfermedades secundarias como dislipidemia, obesidad y enfermedades
cardiovasculares (macro- y micro-vasculares) que pueden afectar a diferentes
organos y tejidos (vasos sanguineos, corazon, 0jos, nervios y rifion). Ademas de
estas acciones, los pacientes con DM presentan también una condicién de
inflamacion sistémica cronica de bajo grado. Es de destacar que existen distintas
formas de esta enfermedad, entre ellas la diabetes tipo 1 (DM1) y la diabetes tipo 2
(DM2).

Para realizar la diagnosis de DM, el parametro mas utilizado como medida objetiva
del estado glucémico es la hemoglobina glicosilada Aic. La hemoglobina contenida
en los glébulos rojos bajo una condicidon de hiperglucemia plasmatica puede
reaccionar de manera no enzimatica con la glucosa, glicosilandose y dando lugar a
la hemoglobina glicosilada (Alc) (Nathan et al., 2007). La Alc, por lo tanto, es uno
de los marcadores claves empleados para estudiar no solo el estado glucémico sino
también para evaluar la eficacia del tratamiento de la DM. Ademas, la Aic nos
permite evaluar las variaciones en los niveles de glucosa durante un periodo de 2-3
meses (Nathan et al., 2007; Weykamp, 2013) teniendo en cuenta que la vida media
de los globulos rojos es de 120 dias. Este valor se expresa como el porcentaje de la
hemoglobina adulta que se glicosila. Utilizando este valor podemos identificar
diferentes estadios de la enfermedad como por ejemplo el estado de pre-diabetes, es
decir el posible riesgo de desarrollar la DM2; en el estado de pre-diabetes, los
niveles de Aic estan entre 5,7 y 6,4%, mientras, en la DM2 son > 6,5%. Mientras
que la DMI se diagnostica por la presencia de autoanticuerpos, para completar el
panel diagnostico de la DM2, la Asociacion Americana de la Diabetes (ADA, del
inglés American Diabetes Association) apuntd que habia otras tres condiciones
asociadas con la DM2: niveles plasmaticos de glucosa en ayunas (fasting plasma
glucose level, FPG) > 126 mg/dL tras 8 horas de ayuno; glucosa plasmatica > 200

mg/dL a las 2 horas en la prueba de tolerancia oral a la glucosa (oral glucose
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tolerance test, OGTT); y niveles aleatorios de glucosa en plasma > 200 mg/dL en

sujetos con sintomas de hiperglicemia.

Los criterios de clasificacion de los estados de pre-diabetes (Aic entre 5,7 y 6,4%) y
de la DM (Aic> 6,5%) se definieron por la ADA en el 1997. En la misma guia, se
trazaba ademas la clasificacion de los distintos subtipos de DM que se sigue
utilizando hoy en dia (Genuth et al., 2003). La clasificacion divide las formas de

DM en 4 clases, segun su etiopatogénesis (American Diabetes Association, 2013).

Tabla 1. Clasificacion etiopatologica de la DM.

Diabetes
Mellitus Tipo 1

Afecta mas frecuentemente a poblacion joven y se caracteriza por

una produccion deficiente de insulina.

(DM1)
Diabetes ) . )
Afecta mas frecuentemente a poblacion adulta y se caracteriza por
Mellitus Tipo 2 : . . .
una ineficaz accion de la insulina.
(DM2)
Diabetes Afecta las mujeres embarazadas no diabéticas. Se manifiesta con
gestacional niveles de glucosa en la sangre aumentados durante el embarazo y

que, generalmente, vuelven a los niveles normales después del parto.

Defectos genéticos de la funcion de las células-f3 del pancreas o en la

Ottros tipos de accion de la insulina, formas autoinmunes, secundarias a

diabetes enfermedades del pancreas exocrino, endocrinopatias, tratamientos

farmacologicos, enfermedades infecciosas.

1.2 Aspectos epidemiologicos y socioeconomicos

La DM afecta a mas de 366 millones de personas en el mundo, y es una de las
enfermedades con mas prevalecia a nivel mundial, no obstante, hay muchos casos
no diagnosticados. Se estima que en 2015 fallecieron 1,6 millones de personas por
causa de la hiperglucemia debida a la diabetes y unos 2,2 millones de personas en
2012 (“WHO,” 2019). Segun las estimaciones de la Organizacion Mundial de la
Salud (WHO, del inglés Word Health Organization) la diabetes sera la séptima
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causa de mortalidad en 2030 (“WHO,” 2019) y uno de cada 10 adultos estara
afectado por ésta. Ademas, la diabetes tiene una prevalencia mas alta en los paises
en desarrollo economico (Wild et al., 2004), muy probablemente debido a los
cambios de habitos de vida. Para prevenir la DM y sus consecuencias, es muy
importante seguir un estilo de vida saludable, con una dieta equilibrada, y actividad
fisica regular para prevenir la obesidad, asi como evitar el consumo de tabaco y
alcohol. Otro factor muy importante es la prevencién mediante controles peridodicos

en los sujetos de riesgo (obesos y/o sujetos con historia familiar de DM).

1.3 Fisiopatologia de la diabetes tipo 1

La DMI, también llamada diabetes insulinodependiente o juvenil, es una
enfermedad que se manifiesta sobretodo en edad pediatrica y, rara vez, en edad
adulta (Maahs et al., 2010). La DM1 puede ser considerada como una enfermedad
inflamatoria de los islotes pancreaticos en la cual los linfocitos T activados y las
citoquinas inflamatorias interactian entre ellos dando lugar en ultimo término a
apoptosis de las células pancredticas (Eizirik and Mandrup-Poulsen, 2001).
Ademas, la ausencia de insulina que caracteriza la DM1 es secundaria a la
destruccion de las células-B del pancreas y, por lo tanto, los sujetos afectados
necesitan la administracion diaria de esta hormona. La DMI1 representa el 10-15%
de los casos totales de DM (Kharroubi and Darwish, 2015). Entre sus sintomas
caracteristicos destacan la sed (polidipsia) junto con excrecidon excesiva de orina
(poliuria), ingesta constante (polifagia), pérdida de peso, trastornos visuales,

cansancio y, mas importante, el riesgo de sufrir estados de cetoacidosis.

En la clasificacion actual, la DMI1 se subdivide en dos subtipos: DM1-A o tipo
LADA (del inglés latent autoimmune diabetes in adults, diabetes autoinmune
latente de los adultos), forma autoinmune secundaria a la destruccion de las células-
B del pancreas y DMI1-B o forma idiopatica en la cual hay ausencia de
autoinmunidad y de componente genético predisponente (Alberti and Zimmet,
1998; Bach, 1994).

En Ia historia natural de la DM1-A el componente gendémico que se correlaciona

mayoritariamente con el riesgo de desarrollar la enfermedad son los genes

21



1. Resumen global

asociados al complejo mayor de histocompatibilidad de clase II (MHC II, del inglés
major compatibility complex II), especificamente los que codifican por el antigeno
leucocitario humano (HLA, del inglés human leukocyte antigen). Estos genes son
los principales reguladores de la presentacion antigénica bajo la condicion de la
respuesta inmune adaptativa. Los genes HLA asociados a un mayor riesgo de DM1
son los genes HLA de clase II, especificamente HLA-DQA y HLA-DQB (Caputo
et al., 2005; Noble and Valdes, 2011; Urcelay et al., 2005).

Ademas, se han encontrado asociaciones con mas de 50 regiones cromosOmicas y
genes no-HLA que afectan al riesgo genético de DM, y éstos son genes que
intervienen en la regulacion de la tolerancia inmunoldgica, en los mecanismos de
defensa de las células pancreaticas, en la produccién de citoquinas proinflamatorias
y otros mediadores, confirmando el cardcter poligénico de esta enfermedad. A este
componente genético, se suma otra circunstancia desencadenante que promueve el
desarrollo de la respuesta autoinmune que, por un lado, conlleva una activacioén de
los linfocitos T, los cuales destruyen de forma selectiva las células-f3 pancreaticas vy,
por otro, promueve el desarrollo de un proceso inflamatorio cronico (Eizirik et al.,
2009). En esta secuencia de hechos, las principales células que intervienen son los
linfocitos T (CD4+ y CD8+) y B, los macrofagos, las células dendriticas (DC, del
inglés dendritic cell) y las células natural killer (NK). Todos estos tipos celulares
liberan distintos mediadores inflamatorios como el factor de necrosis tumoral-alpha
(TNF-a, del inglés tumor necrosis factor-a), el interferon-gamma (IFN-y) que
pueden inducir la secrecién de 6xido nitrico (NO, del inglés nitric oxide) por parte
de las células-B, promoviendo la apoptosis (Cnop et al., 2005) y el reclutamiento de
las células presentadoras del antigeno (APC, del inglés antigen presenting cell). A
su vez, las células apoptoticas pueden también inducir una respuesta inflamatoria,
instaurandose de esta manera un circulo vicioso que contribuye a reforzar e

incrementar el dafio a los islotes pancreaticos.
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Figura 1. Patogénesis de la DM1. En respuesta a un estimulo externo (ej. bacteria), el sistema inmunitario que
se encontraba en fase quiescente, se activa. En este momento junto a la respuesta inmune fisioldgica mediada
por las células T CD4+, las células T CD8+ y los macrofagos, los linfocitos B producen los autoanticuerpos
dirigidos contra las células- pancreaticas. En este contexto, la liberacion de mediadores de la inflamacion hace

que la respuesta inflamatoria se prolongue y se refuerce, aumentando el dafio celular.

La destruccién de las células-f3 ocurre de manera progresiva, de forma mas réapida
en los nifios, y mas lenta en los adultos. Esta condiciéon se manifiesta de forma
asintomatica (fase prodromica), hasta cuando la masa de células-f3 disminuye hacia
un valor critico y el paciente empieza a presentar la sintomatologia caracteristica,
necesitando un tratamiento con insulina exogena (Atkinson et al., 2014;
Christoffersson et al., 2016) (Figura 2). Se ha descrito que desde que empieza la
respuesta autoinmune hasta la aparicion clinica de la DM1 pueden pasar hasta 10
afios dado que los islotes de Langerhans ocupan alrededor del 1% del peso del

pancreas, y que cada islote contiene de media 1.000 células (Christoffersson et al.,
2016).
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Figura 2. Esquema de la historia natural de la DM. En un primer periodo preclinico de duracién variable, los
sujetos con una predisposicién genética permanecen asintomaticos. Tras la estimulacion por un agente externo
(ej. Virus tipo Coxsackie, fragmentos de proteinas de la leche de vaca, etc), se instaura una respuesta inmune
anomala, dentro de la cual se producen anticuerpos contra las células propias del organismo (aparicion de los
anticuerpos anti-ICA, anti-GADG65, anti-IAA). Estos anticuerpos causan una destruccion en las células-f3
pancreaticas, dando lugar a una pérdida en la masa del 6rgano. Cuando la masa de células productoras de
insulina alcanza un valor critico, el paciente presenta la sintomatologia clasica generada por la insulinopenia y

la hiperglucemia.

Hasta la fecha, se ha demostrado que los autoanticuerpos contra los antigenos
pancreaticos pueden ser detectados en el suero de pacientes DM1 vy, por lo tanto,
pueden ser empleados como marcadores de actividad de enfermedad y de
diagnostico diferencial de la DM1-A (Bingley, 2010). Los autoanticuerpos presentes

son:

e Anticuerpos anti-islotes (ICA, del inglés against cytoplasmic proteins in the
beta cell) fue el primer marcador descrito. Son un grupo de anticuerpos de
clase IgG dirigidos contra los antigenos insulares. Se encuentra en el 65-90%
de los pacientes DM1 y se asocia a un fenotipo clinico intermedio. En
general, los sujetos con estos tipos de anticuerpos muestran una secrecion
menor de péptido C. También este anticuerpo esta presente en la DM2 (al
Sakkaf et al., 1992; Maclaren et al., 1999).
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Anticuerpos anti-insulina (IAA del inglés insulin autoantibodies). Estos
anticuerpos se encuentran en sujetos bajo tratamiento con insulina exogena.
Son anticuerpos dirigidos a un epitopo conformacional de la insulina,
concretamente contra la leucina en posicién 13 de la cadena alfa y, por lo
tanto, es un marcador especifico de autoinmunidad contra las células-f3 del
pancreas. Estos anticuerpos estan correlacionados directamente con la
velocidad de desarrollo de la enfermedad y negativamente con la edad
(Fineberg et al., 1991).

Anticuerpos anti-glutamato decarboxilasa-65 (GAD-65, del inglés antibodies
to glutamic acid decarboxylase): este enzima lleva a cabo la
descarboxilacion del glutamato para producir el acido y-aminobutirico
(GABA, del inglés y-aminobutyric acid), un importante neurotransmisor
inhibidor del sistema nervioso central (CNS, del inglés central nervous
system) y periférico. Este anticuerpo estd presente también en la DM2

(Maclaren et al., 1999).

Anticuerpos anti-tirosinafosfatasa (anti-IA2, del inglés antibodies to protein
tyrosine phosphatase). Este enzima esta expresado sobre todo en las células
neuroendocrinas de los islotes pancredticos y del CNS, aunque su papel no
esta totalmente demostrado, esta implicado en la regulacién de la secrecion

de la insulina y en la seleccién negativa de la inmunidad (Lampasona and

Liberati, 2016; Maclaren et al., 1999).

Anticuerpos anti-transportador de zinc (anti-ZnT$8, del inglés antibodies to
zinc transporter 8): este antigeno se encuentra mayoritariamente presente en
las células-f y es la diana principal para la respuesta humoral y celular en
humanos. Estos anticuerpos aparecen en la fase preclinica, justo después de
los anticuerpos IAA y GAD, y son predictivos de una rapida evolucion de la
DMI1 (Wenzlau et al., 2010).
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Por ultimo, en la etapa que precede a la aparicién de los sintomas clinicos (como
por €j. poliuria o bajada de peso), la ausencia de insulina se refleja a nivel analitico
en la disminucion de niveles del péptido C en el plasma. A la vez, esta fuerte
conexion con el sistema inmunitario hace que estos sujetos estén mas predispuestos
a desarrollar otras enfermedades autoinmunes como por e¢j. tiroiditis de Hashimoto
o de Graves-Basedow, enfermedad de Addison, celiaquia, vitiligo, anemia

perniciosa, miastenia gravis y hepatitis autoinmune (de Graaff et al., 2007).

1.4 Fisiopatologia de la diabetes tipo 2

La DM2, también llamada diabetes no insulinodependiente o diabetes de la edad
adulta, tiene una prevalecia mas alta en los adultos (a partir de los 45 anos de
edad), aunque estan aumentando los casos en nifios afectados por dicha
enfermedad (“WHO,” 2019). A diferencia de la DMI, puesto que carece de
componente autoinmune, se caracteriza por una produccidén insuficiente de la
insulina y/o uso metabolico ineficiente por parte de las células de los tejidos debido
a una situacion de insulino-resistencia (IR, del inglés insulin resistance) periférica
no compensada. De esta forma, los sujetos afectados no siempre necesitan insulina

como tratamiento.

Aunque la DM2 puede clasificarse como una enfermedad inflamatoria (Donath
and Shoelson, 2011), esta estrictamente asociada a la obesidad, de hecho la
mayoria de estos pacientes presentan un indice de masa corporal (BMI del inglés
body mass index) mayor a 30 kg/m? (punto de corte para la obesidad de grado I).
La asociacién entre estas dos enfermedades se debe a la presencia de tejido adiposo
visceral, que a su vez esta correlacionada con una mayor IR. Otros factores de
riesgo de desarrollar la DM2 es el haber sufrido diabetes gestacional, una condicién
de hipertension o dislipidemia, etnia, historia familiar de DM y, la presencia de un

componente genético predisponente (“WHO,” 2019).

Esta forma de DM tiene un diagnostico dificil y muchas veces tardio. La condicidén

de hiperglucemia se desarrolla de forma gradual, resultando, por tanto,
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asintomatica al principio; esto hace que este estado de pre-diabetes sea
diagnosticado en la mayoria de los casos por casualidad durante controles de
rutina. El diagndstico precoz de la DM es de vital importancia porque se ha
demostrado que se puede retrasar el desarrollo de esta enfermedad aportando
cambios al estilo de vida, como una dieta mas saludable y la practica de ejercicio
fisico (Balducci et al., 2006; Barnard et al., 1992).

A nivel molecular, como se explicard en detalle mas adelante en esta tesis, la IR es
consecuencia de defectos en el receptor da la insulina (reduccion en el numero,
alteraciones estructurales, defectos en la afinidad de union del receptor o defectos
en la trasmisiéon de la senal) (Shepherd et al., 1998); por otro lado, a nivel
fisiologico, la IR se manifiesta cuando las células dianas pierden la capacidad de
responder correctamente a la accion hipoglucemiante de la insulina. Este hecho se
refleja en la reduccion de la captacion de glucosa por parte de tejidos periféricos
como tejido adiposo, musculo e higado (Carnagarin et al., 2015). En los adipocitos
del tejido adiposo, la insulina inhibe la lipolisis mediante la lipasa sensible a las
hormonas y la estimulacion de la lipasa favoreciendo la lipogénesis; en los sujetos
con IR este mecanismo esta comprometido y por tanto se refleja en una alteracién
de la lipolisis, tanto en ayunas como postprandial con el consiguiente aumento de
los acidos grasos libres (FFAs, del inglés free fatty acids) en el torrente sanguineo.
El aumento de los FFA liberados, se acumulan a nivel del higado (acumulacion
ectopica de lipidos), activando las rutas de la gluconeogénesis y glucogenolisis
hepatica, y estimulando la sintesis hepatica de triglicéridos, aumentando de esta
manera la hiperlipidemia (Carnagarin et al., 2015); por otro lado, los FFAs
activados se unen con la coenzima A (CoA, del inglés coenzyme A) y pueden o ser
almacenados o bien oxidados por la mitocondria (Coelho et al., 2013). A nivel
muscular, la IR impide la utilizacién de la glucosa mediante la inhibicion de la
piruvato deshidrogenasa, enzima clave de la glicdlisis, favoreciendo la instauraciéon
de un estado de hiperglicemia cronico (Coelho et al., 2013) (Figura 3). La glucosa
no captada por los 6rganos se va acumulando en el torrente sanguineo hasta poder
alcanzar y superar los limites fisiologicos, produciéndose de esta manera, la

hiperglicemia (DeFronzo, 2004).
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Figura 3: Mecanismos asociados a la IR. A consecuencia de los fallos en la sefializaciéon de la insulina, el
pancreas instaura una respuesta compensatoria aumentando la produccién de la misma. El aumento de la IR,
por un lado, en los tejidos periféricos, provoca un aumento de la gluconeogénesis y de la glucogenolisis,
aumentando los niveles de glucosa, y por otro lado, en el tejido adiposo se estimula la lipolisis con la
consecuente liberacién de acidos grasos, acumulacion ectopica de lipidos en los tejidos, fomentando la

resistencia a la insulina y a la vez instaurando un estado de hiperlipidemia.

Para poder evaluar el estado de IR de un paciente, los clinicos se sirven del indice
de evaluacion de resistencia a la insulina con el modelo homeostatico (HOMA-IR,
del inglés homeostatic model assessment - insulin resistance) que se calcula a partir

de los valores de glucosa e insulina en ayunas siguiendo la férmula (Matthews et

al., 1985):
HOMA = (Glucosa (mg/dL) x Insulina (mg/dL) / 405)

La hiperglicemia y la falta de respuesta sistémica a la insulina pueden ser detectadas
por las células-f pancredticas como sefiales de escasez de insulina en los tejidos
periféricos y, por lo tanto, deberian aumentar la produccion y secrecion de insulina
(proceso de compensacién de las células B). El resultado, por lo tanto, es un
aumento de los niveles circulantes de insulina. Al igual que todos los 6rganos que
pueden desarrollar respuestas compensatorias, también el pancreas va sufriendo si
esta condicion de “falta de insulina” y de mayor produccién persiste en el tiempo.
Por lo tanto, a largo plazo, se desarrolla una progresiva disfuncion de las células-3
acompafiada por una gradual destruccion de las mismas por apoptosis. Este es uno
de los puntos criticos para el desarrollo de la DM2. Ademas, es de destacar que en
la DM2 se esta produciendo un desequilibrio en la regulacion de la homeostasis de

la glucosa por parte del higado y el musculo esquelético.

28

............. V fGIucogenOlisis



1. Resumen global

1.5 Complicaciones y comorbilidades asociadas a la diabetes
1.5.1 Sobrepeso y obesidad

Sobrepeso y obesidad son factores de riesgo para desarrollar no s6lo la DM2 sino
también la dislipidemia, hipertension, enfermedades del sistema cardiovascular,
problemas respiratorios, osteoartritis y algunos tipos de canceres (Jensen et al.,
2014). En los ultimos afios la prevalencia mundial de la obesidad ha aumentado
alrededor del 27,5% en los adultos y de un 47,1% en los nifios. La obesidad es una
enfermedad multifactorial resultado de una compleja relacidon entre factores
genéticos, socioeconomicos y culturales, o puede ser una complicacidén secundaria
a tratamientos farmacologicos como por ejemplo sulfonilureas, tiazolidinedionas o
la insulina que se utilizan para el tratamiento de la DM2 (Apovian, 2016; Apovian
and Aronne, 2015). De hecho, un BMI > 25 kg/m? o un perimetro de cintura
(obesidad abdominal) > 88 cm en mujeres y > 102 cm en hombres, ya define un
riesgo 4 veces mayor respecto a los sujetos con este valor inferior,
independientemente de la presencia de otros factores de riesgo metabolicos, como
la DM2 (Apovian, 2016; Gray et al., 2015; Hu et al., 2001; Lecube et al., 2017).
Ademas, el estado inflamatorio subyacente a la obesidad favorece la infiltracién de
las células mediadoras de la inflamacion en los islotes pancreaticos favoreciendo la
liberaciébn de citoquinas proinflamatorias y hormonas (que aumentan la
inflamacion cronica y la IR presente en la DM) (Hotamisligil et al., 1993; Izaola et

al., 2015; Ouchi et al., 2011).

1.5.2 Homeostasis de la glucosa y sus alteraciones

La funcién principal de la homeostasis de la glucosa es garantizar a los tejidos y a
las células de todo el cuerpo unos adecuados niveles de glucosa, tanto en
condiciones de ayuno como a nivel postprandial. Este equilibrio se produce
mediante la via de la gluconeogénesis y de la glucogenolisis. Los principales
organos que requieren y utilizan la glucosa serian el intestino, cerebro, pancreas,
higado, tejidos muscular y adiposo. Cuando los nutrientes llegan al intestino
estimulan las células L del ileon-colon a producir la hormona péptido similar al

glucagén-1 (GLP-1 del inglés glucagon-like peptide 1) (Eissele et al., 1992). Este
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pasa al torrente sanguineo y en los islotes de Langerhans regula el estimulo de la
secrecion de la insulina por parte de las células-f y del glucagdn por parte de las

células a regulando de esta manera la glucemia postprandial (Halden et al., 2016)

(Figura 4).
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Figure 4. Homeostasis de la glucosa. Tras la ingestion de los alimentos se produce un aumento en los niveles
plasmaticos de glucosa. Para bajar estos niveles dentro de los rangos fisiologicos, el pancreas libera insulina a
cargo de las células-B con el fin de promover la utilizacion de la glucosa por los tejidos periféricos. A la vez, la
insulina interactia con el higado inhibiendo la gluconeogénesis, sefial que por el contrario promueve la
liberacion de glucagdn por parte de las células a de los islotes pancreaticos. Estas sefiales interactiian entre si

hasta lograr alcanzar unos valores de glucemia entre 70-110 mg/mL.

En el tejido muscular y adiposo, la insulina se une a sus correspondientes receptores
permitiendo la captacion y utilizacion de glucosa; a nivel hepatico, la insulina
inhibe la produccion de glucosa y promueve gluconeogénesis, lipogénesis e
incorporacion de aminodcidos a las proteinas. Una vez pasada la fase postprandial,
el cuerpo entra en una fase de ayuno y bajo estas condiciones, los niveles de glucosa
en sangre van disminuyendo hasta alcanzar un umbral en el que las células a
pancreaticas liberen glucagéon promoviendo la glucogenolisis y la gluconeogénesis
en higado, y aumentando la reabsorcidon de glucosa en el rifidon (Alsahli and Gerich,
2017; Roder et al., 2016).
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1.5.3 Ruta de senalizacion de la insulina

La ruta de sefializacion de la insulina es un proceso complejo y muy sensible a la
interferencia por parte de distintos factores. En condiciones normales, tras la
ingesta, los nutrientes como proteinas, vitaminas, acidos grasos y la glucosa son
absorbidos a nivel intestinal y transportados a la circulacion. En el cuerpo humano
el transporte de la glucosa entre los distintos 6rganos puede realizarse o segun
gradiente (difusion) o bien contra gradiente (transporte activo). Este ultimo ocurre,
por ejemplo, en el intestino y en el rifidon mediante los trasportadores de la glucosa
(GLUT del inglés glucose transportator) y los co-transportadores sodio-glucosa

(sodium-glucose cotrans-porter, SGLT) (Navale and Paranjape, 2016).

Los receptores GLUT estan formados por 12 segmentos hidrofébicos en forma de
a-hélice dispuestos como un canal revestido por aminodcidos hidrofilos (Barrett et
al.,, 1999; Navale and Paranjape, 2016). Existen varias isoformas, (GLUT-1,
GLUT-2, GLUT-3, GLUT-4, GLUT-5), las cuales, aunque muy similares, tienen
distintas propiedades y caracteristicas en cuanto a cinética, distribuciéon en los
tejidos y funcion. Los receptores SGLT estan ubicados en la membrana apical de
los enterocitos (SGLT-1) y en el tibulo renal (SGLT-1 y 2), y permiten el transporte
de una molécula de glucosa junto a dos iones de sodio (Na') (Navale and
Paranjape, 2016). El Na" esta mas concentrado en el espacio extracelular respecto al
citosol; el enlace con el Na* provoca una modificacion conformacional que facilita

el enlace de la glucosa y su transporte (Tabla 2).

TRASPORTADOR | 1 0CALIZACION | FUNCION

. Absorcion basal de glucosa, necesaria para la
GLUT-1 Ubicuo

respiracion celular.

Permite la salida de glucosa desde las

Hepatocitos, células | membranas basales de los enterocitos, la

GLUT-2 B-pancreaticas, regulacion de la liberacién de insulina y la
enterocitos, rindén eliminacion de la sobrecarga de glucosa de la
sangre.
GLUT-3 Neuronas Absorcion basal de glucosa.
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GLUT-4 Adipocitos, Regula la absorcion de la glucosa en respuesta a
cardiomiocitos la insulina.
. Tiene mayor afinidad por la fructosa que por la
GLUT-5 Intestino delgado
glucosa.
Intestino delgado,
SGLT-1 tabulo renal | Transporta 2 Na* y 1 molécula de glucosa
(segmentos s2 y s3)
Tuabulo renal
SGLT-2 Transporta 1 Na* y 1 molécula de glucosa
(segmento s1)

Tabla 2. Receptores de la glucosa que interviene en la reabsorcion, transporte y regulacion en la homeostasis de

la glucosa.

El transportador GLUT-2 es el primero que interviene en la ruta insulinica. Este
transportador esta involucrado en la absorcién de la glucosa tras la ingestién de
alimentos en el enterocito y en la captacion de la glucosa por las células-f3
pancreaticas (Kalwat and Cobb, 2017). Estas células pueden secretar insulina de
forma rdpida y de manera constante segin la necesidad de los 6rganos y de las
fluctuaciones de la glucemia. El higado es un 6rgano clave en el mantenimiento de
la glucemia (Lei et al., 2018; Matschinsky, 1990). En respuesta a la insulina
produce sefiales que promueven el almacenamiento de la glucosa en forma de
glucogeno mediante la glucogenogénesis y se inhibe la gluconeogénesis (Ramnanan
et al., 2011). Sin embargo, cuando la glucemia se reduce por debajo de un umbral
fisiologico, entra en juego otra hormona, el glucagdén, antagonista de la insulina.
Esta hormona estd producida por las células-a del pancreas que en los hepatocitos
aumenta la hidrélisis de glucogeno y favorece la gluconeogénesis (Doyle and Egan,
2007; Ramnanan et al., 2011).

En este sentido, el trasportador de la glucosa mas estudiado es el GLUT-4. En
condiciones normales esta proteina esta localizada en el citoplasma en forma de
vesiculas, y tras la unién con la insulina, se transloca a la membrana celular,
favoreciendo el transporte de la glucosa desde el espacio intersticial al interior de la
célula (Richter and Hargreaves, 2013). Cuando la concentracidon plasmatica de la

insulina se normaliza, GLUT-4 es internalizado por endocitosis mediante un
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sistema de vesiculas intracelulares. A nivel muscular esta translocacion del GLUT-
4 se favorece por la contraccion muscular, el aumento del flujo sanguineo y los
bajos niveles de glucogeno que caracterizan el ejercicio fisico de larga duracion,
explicando también por qué el practicar deporte ayuda a prevenir la IR en la DM2
(Kolb and Martin, 2017; Tully et al., 2016).

El receptor especifico de la insulina es una proteina transmembrana
heterotetramérica formada por dos subunidades alfa que captan a la insulina, y dos
subunidades beta con actividad tirosin quinasa. Tras la union con la insulina, se
autofosforila y desarrolla un cambio conformacional dando lugar a su forma activa.
El receptor activado estd implicado en el reclutamiento de las proteinas
sefializadoras como el sustratos del receptor de la insulina (IRS, del inglés insulin
receptor substrates), la proteina quinasa B (PKB, del inglés protein kinase B
conocida también como Akt), responsable de los efectos metabdlicos de la insulina
en los tejidos periféricos (captacion de glucosa, sintesis de glucogeno, inhibicion de
la lipdlisis) (Boucher et al., 2014), la proteina quinasa C (PKC, del inglés protein
kinase C) y el fosfoinositol 3-quinasa (PI3K, del inglés phosphoinositide 3-kinase).
Este ultimo cuando es fosforilado por el IRS, promueve la fosforilacion de
fosfatidilinositol (4,5)-bifosfato (PIP2 del inglés phosphatidylinositol (4,5)-
bisphosphate) en fosfatidilinositol  (3,4,5)-trifosfato  (PIP3  del inglés
phosphatidylinositol (3,5)-trisphosphate). El PIP3 promueve el enlace de la PKB a
la membrana plasmatica, donde se activa por fosforilacién. Es de destacar que la
PKB puede participar de distintas maneras en la ruta de la insulina. De hecho, esta
implicada en la translocacion de GLUT-4 (Cho et al., 2010); mediante la glucégeno
sintasa-3 (GSK3 del inglés glycogen synthase kinase-3) participa en la sintesis de
glucdégeno (Summers et al., 1999); contribuye a la actividad anti-lipolitica de la
insulina mediante la fosforilacion de la fosfodiesterasa-3B (PDE3B del inglés
phosphodiesterase-3B) (Kitamura et al., 1999), y por altimo a través de la ruta
mTORC1/p70S6K interviene sobre la sintesis de proteinas (Proud et al., 2001).

El receptor de la insulina puede estar regulado de forma negativa o bien por
moléculas/ rutas que modulan y reducen su actividad mediante
fosforilacion/desfosforilacién del mismo o en residuos de serina o treonina de las

proteinas del IRS que le impiden la unién con su receptor (Greene et al., 2001), o
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bien en respuesta a un aumento en los niveles de FFAs generados bajo estrés celular

o0 por citoquinas proinflamatorias.

1.6 Complicaciones cardiovasculares

Las complicaciones mas relevantes de la DM son las enfermedades
cardiovasculares (CVDs, del inglés cardiovascular desease), entre ellas las
enfermedades coronarias y la cardiopatia isquémica. La elevada concentracion de
glucosa plasmatica mantenida en el tiempo provoca dafo a las células endoteliales
de los vasos sanguineos promoviendo enfermedades que afectan los pequefios vasos
(complicaciones microvasculares) a nivel ocular (retinopatia diabética), renal
(nefropatia diabética) y neurologico (neuropatia diabética). Junto a los capilares, los
vasos de gran calibre como las arterias (aorta, coronarias y femoral) también
pueden estar afectados por la hiperglucemia, desarrollando complicaciones
macrovasculares como la cardiopatia isquémica, enfermedades arteriales periféricas
y cerebrovasculares (Hernandez-Mijares et al., 2013).

La relacion entre glucemia y CVDs no ha sido descrita en detalle, y la mayoria de
los datos que se disponen hoy en dia provienen de estudios en cohortes muy
heterogéneas de pacientes con DM2. En este sentido, se sabe muy poco del riesgo
cardiovascular efectivo en la DM1. Lo que es cierto es que un buen control
glucémico esta correlacionado, en general, con un menor riesgo de desarrollar
obesidad, hipercolesterolemia, hipertension y eventos cardiovasculares
(Haghighatpanah et al., 2018). Sin embargo, hay diferencias en la prevalencia de las
enfermedades que afectan a uno u otro tipo de pacientes. En la DMI, las
complicaciones mas frecuentes son la enfermedad coronaria (CHD, del inglés
coronary heart desease), eventos cerebrovasculares y la enfermedad arterial
periférica, aunque se hayan encontrado también casos de infarto y cardiomiopatia
isquémica (de Ferranti et al., 2014). En general, los eventos cardiovasculares son
mas frecuentes en los pacientes afectados por la DMI1 y se desarrollan antes
comparados con sujetos no diabéticos de la misma edad, y son mas frecuentes en
mujeres (de Ferranti et al., 2014). Ademas, es =10 veces mas frecuente que en la
poblacion general ajustada por edad (Krolewski et al., 1987; Roger et al., 2012). La

prevalencia de las CVDs descrita en la literatura depende de diferentes factores,

34



1. Resumen global

entre los cuales cabe destacar el tiempo de evolucion de la DMI, la edad de los
pacientes, asi como el sexo y la etnia (Bhupathiraju and Hu, 2016; Hu et al., 2001,
2005; Juutilainen et al., 2004). Con respecto a este hecho, algunos estudios han
descrito una relacion entre la duraciéon de la DM y las CVDs, observando que a
partir de los 15 afios de evolucion de la enfermedad, el riesgo de enfermedad
coronaria se iguala a la de un sujeto sin DM que tiene antecedentes por CVDs
(Vaccaro et al., 2004; Wannamethee et al., 2004).

En la DM2, la literatura describe exhaustivamente las CVDs en esta cohorte de
sujetos, describiendo la enfermedad cerebrovascular, la angina estable, la
cardiopatia isquémica y el infarto de miocardio como las principales causas de
mortalidad en estos pacientes. Con respecto a las enfermedades microvasculares, la

nefropatia diabética es la principal causa de insuficiencia renal (Morrish et al.,

2001).

Los principales factores de riesgo para el desarrollo de las CVDs junto a la
hiperglucemia son:

- El tabaquismo, el cual contribuye al fomento de la inflamacioén créonica de bajo
grado que se desarrolla en la DM.

- La obesidad, la cual puede activar de forma inapropiada el sistema renina-
angiotensina (Boustany et al., 2004).

- La aterosclerosis, proceso que afecta la anatomia de los vasos y su hemodinamica.
Se caracteriza por disfunciéon endotelial y aumento en la resistencia vascular
periférica que puede provocar hipertension (Pavlou et al., 2018) o incluso llevar a
ruptura de los vasos (aneurisma). Ademas, estd correlacionada con la deficiencia
relativa de insulina en la DM1 (Dullaart, 1995) y con la IR en la DM2 (Choi and
Ginsberg, 2011). En la DM1 y DM2 se caracteriza por un aumento en los niveles
plasmaticos de triglicéridos, de las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL-c,
del inglés very low-density lipoprotein (colesterol)), de baja densidad (LDL-c, del
inglés low-density lipoprotein (colesterol)) que ademas se presentan mas pequenas y
densas y, por ultimo, con una disminucién de los niveles de las lipoproteinas de alta
densidad (HDL-c, del inglés high-density lipoprotein (colesterol)) (Choi and
Ginsberg, 2011; Dullaart, 1995).

Sin duda, entender todos los procesos que subyacen a las CVDs, los factores

moleculares y los tipos celulares involucrados (por ejemplo, células endoteliales y
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los leucocitos de sangre periférica) sigue siendo uno de los desafios mas importantes
de esta enfermedad, asi como la busqueda de nuevas dianas terapéuticas para su

tratamiento.

1.6.1 El proceso inflamatorio

El sistema inmune juega un papel clave en la fisiopatologia de la DM. Sin embargo,
su papel puede ser muy diferente entre los distintos subtipos de DM; mientras que
la DM1 se caracteriza por una disfuncién del sistema inmune, el cual produce
autoanticuerpos contra las células-f pancreaticas, en la DM2 la lipotoxicidad es el
factor desencadenante (Surmi and Hasty, 2008), si bien, las células leucocitarias
también juegan un papel importante en la inflamacidn sistémica créonica de bajo
grado asociada a la IR (Donath and Shoelson, 2011; Kahn et al., 2006; Petersen
and Shulman, 2006). De hecho, la fosforilaciéon en residuos de serina de los IRS,
provoca una inhibiciébn en la sefializacion de la insulina. Bajo condiciones
normales, esta fosforilacion es llevada a cabo por la quinasa c-JUN NH2-terminal
(JNK, del inglés c-JUN N-terminal kinases) y el inhibidor de la subunidad 3 de la
quinasa de NF-kB (Ixkg, del inglés inhibitor of nuclear factor kB kinase ) (van
Greevenbroek et al., 2013; Wellen and Hotamisligil, 2005). Este ultimo, Ikkg, al ser
fosforilado induce la liberacion de NF-kB, que es translocado al nucleo y promueve
la expresion de otros mediadores proinflamatorios, entre ellos la interleuquina-1
(IL, del inglés interleukin), IL-6, IL-12, y TNFa (Shoelson et al., 2006), y
moléculas de adhesién, como la molécula de adhesién vascular-1 (VCAM-1 o
CD106, del inglés vascular cell adhesion molecule-1), molécula de adhesién
intracelular-1 (ICAM-1 o CD54 del inglés intercellular adhesion molecule-1) y las
selectinas (Ghosh et al., 1998).

En medicina, el proceso inflamatorio, esta definido como una respuesta fisioldgica
o bien como un mecanismo de defensa inespecifica frente a las agresiones del
medio generado por agentes inflamatorios, en un contexto caracterizado por la
presencia de las células inflamatorias y de los mediadores de la misma.
Independientemente del subtipo de DM, la respuesta inflamatoria se caracteriza por
la presencia sistétmica de mediadores liberados por los leucocitos
polimorfonucleares (PMNs, del inglés polymorphonuclear monocytes) activados,

adipocitos y hepatocitos, (Donath and Shoelson, 2011) como la citoquina
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proinflamatoria IL-6 y el TNFa (Herder et al., 2005; Kristiansen and Mandrup-
Poulsen, 2005). Ambos juegan un papel clave en la IR ya que pueden participar en
la fosforilacién de receptor IRS mediante la inhibicion de Ikkg (238 Boucher,J.
2014), participan en las rutas de sefnalizacion de la PKC y, por ultimo, intervienen
en la modulacion de la expresion del receptor GLUT4 disminuyendo su
reclutamiento hacia la membrana celular (Leguisamo et al., 2012; Rotter et al.,
2003). A la vez, la IL-6 promueve a nivel hepatico y en los adipocitos la produccion
de la proteina C reactiva (CRP, del inglés C-reactive protein), una proteina
inflamatoria de fase aguda, la cual une la fosforilcolina de las células bacterianas
y/0 dafiadas activando la via clasica del sistema del complemento. Ademas, estd
asociada al riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares como la CHD o la
isquemia (Emerging Risk Factors Collaboration et al., 2012).

En estas condiciones, existen otras citoquinas proinflamatorias que juegan un papel
fundamental, como la IL-13 y la IL-18. La IL-1 B aumenta bajo condiciones de
hiperglucemia y promueve el deterioro de las células-f3 (Maedler et al., 2017). Dicha
citoquina es secretada por las células del sistema inmune (entre ellas monocitos,
macrofagos y células dendriticas) y tiene efectos proinflamatorios ya que
promueven la vasodilatacion, la produccidon de prostaglandinas y el reclutamiento
de células inmunitarias. Ademads, la IL-1B interviene en la sefializacion de la
insulina (McGillicuddy et al., 2011) y en la adipogénesis (Lagathu et al., 2006). La
IL-18 es también secretada por los macrofagos activados y las células dendriticas, y
esta involucrada en la diferenciacion de los linfocitos T CD4" en linfocitos Tul y en
la aterosclerosis. Ademads, hay estudios que correlacionan los niveles de IL-18
circulante con la IR (Ahmad et al., 2017; Bosch et al., 2005).

Sin embargo, TNFa, IL-6, IL-13 e IL-18 afectan directamente a la IR tanto a nivel
local como sistémico (Cai et al., 2005; Dinarello, 2009; Martinez-Hervas et al.,
2015) y su presencia esta asociada a un elevado riesgo de desarrollar enfermedades
micro- y macrovasculares (Emerging Risk Factors Collaboration et al., 2012; Lowe
et al., 2014; Yudkin et al., 2000), mediante los procesos que se detallardn a

continuacion.
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1.6.2 Disfuncion endotelial

El endotelio vascular es un 6rgano muy complejo que secreta y libera una gran
variedad de sustancias vasoactivas las cuales pueden actuar de forma autocrina,
paracrina y/o endocrina. El endotelio estd involucrado en el proceso de
trombogénesis (produce sustancias que participan en la fibrinolisis), participa
activamente en el proceso de inflamacion de los vasos y, por ultimo y no menos
importante, regula el tono vascular y el flujo sanguineo, los cuales permiten
controlar la presion sanguinea. A tal fin, produce sustancias con capacidad
vasoconstrictora correlacionada con propiedades antiinflamatorias, antioxidantes y
antitromboticas como la endotelina 1 y la angiotensina II, y sustancias con
actividad vasodilatadora, como el NO y la prostaciclina que estan relacionadas con
propiedades proinflamatorias, prooxidantes y protromboticas (Hadi et al., 2005).
La disfuncién endotelial ocurre cuando este delicado y complejo equilibrio entre
vasodilatacion y vasoconstriccion, factores pro- y antioxidantes, antitromboéticos y
antiinflamatorios se desequilibra, favoreciendo el desarrollo de un estado de estrés
oxidativo e inflamacién, con el consecuente dafio vascular, infiltracion leucocitaria,
proliferacién de las células endoteliales (Mikhed et al., 2015) y alteraciones en la
dinamica del flujo sanguineo que, finalmente, desembocan en patologias como la
aterosclerosis y la trombosis (Carrizzo et al., 2018; Mikhed et al., 2015; Zhang et
al., 2017). El dafio endotelial puede dar lugar de forma precoz a enfermedades y/o
malfuncionamiento de las rutas de sefializacién de los factores involucrados, como
por ejemplo una disminucién en la biodisponibilidad de NO por reduccion de la
produccion de la NO sintasa endotelial (eNOS, del inglés endotelial nitric oxide
synthase). En este sentido, el estrés oxidativo favorecido por la hiperglicemia a
nivel del endotelio vascular puede jugar un papel principal en este desequilibrio
(Apostolova et al., 2014).

En la DM, la hiperglucemia es uno de los mayores factores predisponentes a la
disfuncién endotelial y a las CVDs. La hiperglucemia, de hecho, promueve el estrés
oxidativo, que veremos en detalle posteriormente. Bajo esta condicion, se produce
el radical superoxido (O2) que, a nivel subendotelial, reacciona con el NO
inhibiendo su funcion vasodilatadora y, en consecuencia, pudiendo desarrollar
disfuncién endotelial y CVDs. A su vez, la elevada concentracion de especies

reactivas de oxigeno (ROS, del inglés reactive oxygen species) puede crear un foco
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inflamatorio donde se liberan grandes cantidades de mediadores proinflamatorios y
también de otras ROS, ampliando y activando un circulo vicioso inflamacién-dafio
endotelial-apoptosis celular-produccion de ROS que se retroalimenta (Cheng et al.,
2011), como se explicara mas adelante en detalle.

Considerando la importancia de la homeostasis del endotelio vascular en el
desarrollo de complicaciones cardiovasculares, es imprescindible y fundamental
incluir un seguimiento continuo de los marcadores de riesgo cardiovascular, como
la hipertensién arterial, y el perfil lipidico, y poder de esta manera hacer una
correcta monitorizacion del riesgo de CVDs y prevenir su posible desarrollo en

estos pacientes.

1.6.3 Proceso aterosclerotico

Una de las causas mas frecuente de la base de las CVDs, es la aterosclerosis. Se
trata de un proceso generalmente irreversible, con modificacion del endotelio
vascular y que conlleva entre otras consecuencias, el endurecimiento de los vasos,
los cuales pierden su elasticidad a causa de los depésitos de calcio, colesterol, restos
celulares y tejidos cicatriciales que concurren al desarrollo de las placas de ateroma.
En este entorno se desarrolla dafio endotelial debido al acimulo de material en el
espacio subendotelial, y ralentizacién del flujo sanguineo debido a una reduccién
del lumen vascular favoreciendo la formacion de trombos. En la DM los principales
factores desencadenantes son la inflamacién junto a la dislipidemia, la IR, y la
hiperglucemia. El resultado es la implantacidon de un estado de estrés oxidativo y de
inflamacion sistémica de bajo grado persistente que determinan la disfuncion
endotelial y, por lo tanto, aumenta el riesgo de CVDs (Kaur et al., 2018; Sanchez-
Recalde A and Carlos Kaski, 2001; Shah and Brownlee, 2016).

Desde el punto de vista de los eventos que desarrollan el proceso aterogénico, este

puede dividirse en cuatro etapas fundamentales (Figura 5):

1. Oxidacion de las particulas de LDL-c plasmaticas en el subendotelio: la
disfuncién endotelial y las alteraciones estructurales que se crean en la pared de los
vasos sanguineos favorecen la migracion y la acumulacién anormal de moléculas
de LDL-c en el espacio subendotelial. Bajo condiciones de estrés oxidativo, estas

moléculas de LDL-c son oxidadas por las ROS, como el radical superéxido (Oy), el
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peroxido de hidrégeno (H.O,), el radical hidroxilo (OH") y el peroxinitrito (ONOO"
), y distintas enzimas liberadas por las células del sistema inmune, como la
mieloperoxidasa (MPO del inglés myeloperoxidase) y las lipooxigenasas (Weber
and Noels, 2011). Ademas, se ha demostrado que en los pacientes diabéticos, las
particulas de LDL-c son mas pequefias y densas que en los sujetos sanos y mas
susceptibles a la oxidacion (Ivanova et al., 2017).

2. Activacion de las células del endotelio vascular: una vez oxidadas, las LDL-c
promueven la liberacidon de quimioquinas (con accidon quimiotactica) y la expresion
de moléculas de adhesion de superficie por parte del endotelio (Drechsler et al.,
2015). Las moléculas de adhesion y su papel seran descritas en detalle mas adelante
en esta tesis. Las principales células reclutadas en el proceso de activacién del
endotelio, son los leucocitos, fundamentalmente monocitos. Estos tras la migracion
a la pared arterial se diferencian a macrofagos y comienzan a fagocitar LDL-c
oxidadas llegando a convertirse en células espumosas, ya que presentan el
citoplasma cargado de vesiculas de contenido lipidico.

3. Exceso y acimulo de lipidos en la pared vascular: al crecer la lesién a nivel
vascular, se crea una condicion de hipoxia y de falta de nutrientes que, junto con
los niveles elevados de LDL-c, sobrepasan la capacidad de fagocitar de los
macrofagos, pudiendo provocar la muerte de los mismos mediante la via de la
apoptosis y liberando su contenido intracelular en la pared del vaso. Este hecho
hace que se active mas la inflamacién reclutando mas monocitos e instaurando un
circulo vicioso ya que a medida que la lesion aterosclerdtica va evolucionando, el
potencial inflamatorio aumenta. Las células espumosas junto a los linfocitos T que
han migrado a la lesién forman la lesidén aterosclerdtica inicial, llamada también
estria lipidica (Weber and Noels, 2011).

4. Proliferacion y migracion hacia la intima de las células musculares lisas: las
células endoteliales producen el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGEF del inglés platelet derived growth factor) que estimula la proliferacion de las
células de musculo liso de la capa media del vaso y la produccién de coldgeno. Tras
este evento la lesion esta sometida a remodelamiento recibiendo el nombre de placa
ateromatosa. La placa favorece, por un lado, el aumento de la resistencia al flujo
sanguineo y, por otro. la reduccion del lumen vascular llevando a la oclusion del

mismo (Badimon and Vilahur, 2014; Weber and Noels, 2011).
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Figura 5. Patogénesis del proceso aterosclerdtico. Tras un dafo al endotelio, las moléculas de LDL-c pasan al
espacio subendotelial donde se oxidan por los ROS. A la vez, las células endoteliales dafiadas liberan citoquinas
y quimioquinas y aumentan la expresion en su superficie de las moléculas de adhesién leucocitarias. Este hecho
hace que los leucocitos sean atraidos hacia la pared vascular y empiecen asi el proceso de migracion al
subendotelio convirtiéndose en células espumosas. Cuando estas células mueren por apoptosis liberan su
contenido desencadenando una reaccion inflamatoria. Paralelamente las células del musculo liso migran hacia

el subendotelio y proliferan.

1.6.4 Dinamica de la interaccion entre células endoteliales y leucocitos

La inflamacién y las células del sistema inmune, como ya hemos dicho, estan
fuertemente relacionadas con la IR y con la evolucion de la DM (Shin et al., 2016;
Vozarova et al., 2002). La inflamacidn sistémica subyacente a la DM hace que en la
circulacién se encuentre un elevado numero de leucocitos activados, aumentando la
probabilidad de que sean reclutados hacia el endotelio y, por lo tanto,

incrementando el riesgo de desarrollar la aterosclerosis.

El reclutamiento de los leucocitos comienza cuando éstos, al aproximarse al
endotelio disminuyen su velocidad y empiezan a instaurar una conexion
empezando a rodar sobre las células endoteliales, hasta finalmente adherirse a ellas
(Leick et al., 2014). La cascada de eventos involucrada en el rodamiento, esta
regulada indirectamente por la liberacion de quimioquinas por parte de las células

endoteliales y, directamente, por la exposicion de las moléculas de adhesion celular

41



1. Resumen global

(CAM, del inglés cellular adhesion molecules). Las CAM son proteinas de
superficie de la membrana celular que se unen a receptores especificos situados en
los leucocitos circulantes. Las primeras proteinas que participan en este proceso son
las selectinas (Langer and Chavakis, 2009), en concreto la L-selectina (leukocyte
selectine o CD621), la E-selectina (endotelial selectin o CD62¢) y la P-selectina
(platelet selectin o CD62p). La L-selectina y la E-selectina tienen el papel de iniciar
las interacciones leucocito-endotelio facilitando el reclutamiento hacia el endotelio
y disminuyendo la velocidad de los leucocitos, permitiéndolos asi establecer la fase
de rodamiento (Figura 6), controlada principalmente por la P-selectina. Ademas de
las selectinas, en las fases sucesivas del rodamiento intervienen dos
inmunoglobulinas muy importantes, VCAM-1 y ICAM-1, las cuales interactdan
con las integrinas localizadas en la membrana de los leucocitos a fin de instaurar
conexiones mas fuertes o adhesion firme (Langer and Chavakis, 2009; Schnoor,
2015). Por lo tanto, los leucocitos reclutados por ICAM-1 y por la molécula de
adhesion plaqueto-endotelial (PECAM o CD 31, del inglés platelet endothelial cell
adhesion molecule-1) pueden empezar su migraciéon desde el subendotelio hacia el

foco de infeccion (extravasacion o diapédesis).
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@ Captura Rodamiento
@
e N

Integrinas, E-Selectina
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Figura 6. Mecanismos moleculares en la cascada de adhesion leucocitaria. En respuesta a un estimulo
inflamatorio, los leucocitos son atraidos y reclutados hacia la pared del endotelio mediante las selectinas. En
una segunda instancia, esta interaccion esta mediada por las integrinas, VCAM-1 e ICAM-1. Finalmente ocurre

la extravasacion de los leucocitos y la migracion al subendotelio.

Las moléculas de adhesion ademds de estar expresadas por el endotelio, tras
escision proteolitica se pueden encontrar libres en la circulacion sanguinea en forma
soluble (Leeuwenberg et al., 1992), de manera que, sus niveles son directamente

proporcionales a su expresion en el endotelio. Dada la relativa facilidad de
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determinacién de estas moléculas en suero, se ha podido evaluar las variaciones en
sus niveles en diferentes patologias como, por ejemplo, en la DM. En este sentido,
podemos encontrar en la literatura que los niveles de las moléculas de adhesion
estan directamente correlacionadas con el desarrollo de las placas ateroscleroticas
(Dansky et al., 2001) y de otras consecuencias de la DM, como la nefropatia

diabética (Navarro-Gonzalez et al., 2011).

Hoy en dia existen también métodos que permiten de forma bastante eficaz un
estudio mas directo de las interacciones de los leucocitos con el endotelio vascular.
De hecho, existen métodos que permiten estudiar dichas interacciones “in vivo”
mediante técnicas de imagen intravital en animales de experimentacion (Herr et al.,
2015; Jain et al., 2013) o bien “ex vivo” mediante microscopia acoplada a sistemas
de camaras a flujo paralelo, método empleado también en esta tesis (Ling et al.,

2003).

Aunque algunos de los mecanismos involucrados en la interaccion leucocito-
endotelio han sido, en parte, estudiados en la DM2, (Hernandez-Mijares et al.,
2013), mucho queda por conocer, al igual que en la DM1 donde se sigue
conociendo muy poco sobre como este proceso pueda desarrollarse y en qué forma
puede contribuir a aumentar el riesgo de CVDs. Ademads, se sabe que, por lo
menos, en la DM2 la cascada de la adhesion esta afectada por el estrés oxidativo
que se produce bajo condiciones de hiperglucemia (Alom-Ruiz et al., 2008; Cook-

Mills et al., 2011).

1.7 Mecanismos moleculares involucrados en el desarrollo de 1a diabetes
1.7.1 El estrés oxidativo

El estrés oxidativo es una condicién definida por un desequilibrio entre la
produccion de moléculas con capacidad pro-oxidante, como las ROS y las defensas
antioxidantes (Jones, 2006). Este desequilibrio, a largo plazo, puede causar dafio en
los tejidos afectados. En la DM, el estado de hiperglucemia promueve la
produccion de ROS vy, por lo tanto, estd asociado al desarrollo de las
complicaciones asociadas, como las CVDs. Ademas, en la DM2 es considerado

también como uno de los principales factores claves para el desarrollo de la IR

43



1. Resumen global

(Burgos-Mor6n et al., 2019; Leloup et al, 2009). Los ROS se producen
fisiolégicamente en las células como productos del metabolismo celular, y estan
regulados por un complejo sistema de factores antioxidantes, los cuales tienen el
papel de neutralizarlos evitando que se produzcan dafios a causa del estrés
oxidativo (Jones, 2006). Cabe destacar que dentro del entorno celular, la
mitocondria es el organulo que produce la mayoria de los ROS presentes en el
organismo Yy, por lo tanto, tiene un papel clave en muchos estudios dirigidos a
analizar el papel de los ROS en las enfermedades en general asi como en la DM en

particular (Burgos-Moron et al., 2019).

1.7.2 La mitocondria

La mitocondria es el organulo citoplasmatico celular que genera la mayor parte de
la energia quimica necesaria para permitir la supervivencia celular. Este organulo
junto con la NADPH oxidasa (NOX) son las dos mayores fuentes de produccion de
ROS. Es muy importante no olvidar que la NOX estd expresada por distintos tipos
celulares y que juega un papel importante no sélo en las defensas frente a
microorganismos patdgenos (Geiszt and Leto, 2004) sino también es un sensor de
oxigeno molecular (O2) ya que estd involucrada en la regulacion del tono vascular

(Cave et al., 2006).

En la mitocondria la mayoria de los ROS se produce a través del proceso de la
fosforilacion oxidativa, la fase final de la respiracion celular. Este proceso se realiza
por la cadena de transporte de electrones, en la membrana mitocondrial interna y
permite la sintesis de moléculas de ATP a partir de NADH y piruvato procedentes
de la oxidacioén de glucosa en la glicolisis. Al final de la glicolisis, el piruvato es
transportado desde el citoplasma a la mitocondria, donde, en presencia de O, es
oxidado junto a CoA para formar el acetil-CoA. Este ultimo entra en el ciclo de
Krebs y es oxidado, produciendo CO,, H,O, NADH y FADH.. Estos ultimos dos
coenzimas, junto con el acetil-CoA son producidos también a partir de la -
oxidacion de los acidos grasos. Por lo tanto, una hiperactivacién de estas dos rutas
metabolicas puede llevar a una hiperproducciéon de NADH y FADH,, los cuales
son los principales transportadores de electrones a la cadena respiratoria (Burgos-
Mor6n et al., 2019).
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La cadena de transporte de electrones consta de complejos proteicos/ enzimaticos y
diferentes compuestos liposolubles capaces de crear un potencial electroquimico a
través de la membrana mitocondrial mediante la creaciéon de un gradiente de
concentracion de iones H* entre la matriz mitocondrial y el espacio intermembrana.
A los cuatro complejos (I-IV) se anaden el complejo de la ubiquinona, el complejo
del citocromo c, y la ATP sintetasa, o complejo V. El complejo V utiliza este
gradiente electroquimico para llevar a cabo la sintesis de ATP (Elston et al., 1998).
Los complejos I, III y IV estan considerados “bombas protonicas” porque
transportan los protones a la membrana mitocondrial interna para la generacion del
gradiente electroquimico utilizado por la ATP sintetasa para fosforilar el ADP a
ATP (Figura 7).

Citosol

2H*

o-
NADH + H* NAD*  FADH, FAD* ADP +Pi ATP
Matriz intracelular

Figura 7. Cadena de transporte de los electrones y produccion de radicales libres. Los complejos de la cadena
de trasporte I, IIT y IV generan un gradiente de protones (H*) que es utilizado por la ATP sintetasa (complejo
V) para generar ATP a partir de ADP + Pi. Paralelamente, los complejos I y III libera el anion superoxido (Oy).
A partir de este, se pueden formar el peroxido de hidrogeno (H,O,) y el radical hidroxilo (OH).

Sin embargo, como todos los componentes celulares, las mitocondrias pueden estar
expuestas a dafio, pudiéndose provocar un desequilibrio en sus funciones
(produccion de ATP, regulacion de 1la homeostasis del calcio y de los ROS) y por lo

tanto disfuncién mitocondrial. Sin embargo, el hecho que sea una de las mayores

45



1. Resumen global

fuentes de produccion de ROS, hace que este organulo y sus componentes (DNA
mitocondrial, componentes estructurales de la membrana, proteinas,...) estén
continuamente expuestos a éstos, incrementando la probabilidad de dafio. Aunque
no disponemos de una amplia bibliografia en lo que respecta a la DM1, si que esta
descrito que en la DM2 existe dafio a nivel del complejo I (Hernandez-Mijares et
al., 2011; Musatov and Robinson, 2012) que, como ya se ha comentado
anteriormente, es la mayor fuente de ROS a nivel mitocondrial. Ademas, los ROS
afectan también a los &dcidos grasos insaturados y a los fosfolipidos de la membrana
mitocondrial iniciando y desarrollando la peroxidacion lipidica. La integridad de la
membrana mitocondrial interna es fundamental para el mantenimiento del
gradiente electroquimico. Tras un dafio a la membrana mitocondrial interna, se
produce una fuga de protones H', la cual provoca la pérdida del potencial de
membrana mitocondrial (mtAy, mitochondrial membrane potential). Bajo esta
condicion se puede desarrollar el desacoplamiento de la respiracion mitocondrial y
la activacion de la ruta mitocondrial de las proteinas mal plegadas (UPR™, del
inglés mitochondrial unfolded protein response) (Patti and Corvera, 2010;

Pellegrino et al., 2013).

En estudios llevados a cabo en modelos animales, se ha demostrado que la IR
puede estar modulada por la dindmica mitocondrial (Patti and Corvera, 2010). Es
de destacar que la actividad mitocondrial es tejido-especifica (Holmstréom et al.,
2012), y que el dafio mitocondrial a nivel muscular se traduce en una disminucién
en el indice de actividad de la cadena respiratoria, del consumo de O, mitocondrial
asi como del desarrollo de la IR (Kelley et al., 2002; Rabgl et al., 2009). Sin duda,
la acumulacién intracelular de lipidos en las células musculares (y sobretodo en los
cardiomiocitos) contribuye, como ya se ha explicado en esta tesis, a la IR y al
desarrollo de CVDs (Liu et al., 2018).

En conclusién, entender el origen y desarrollo del dafio mitocondrial es sin duda
fundamental para conocer la formacion de la placa aterosclerdtica y los
mecanismos mediante los cuales la DM induce y favorece el desarrollo de sus

comorbilidades.
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1.7.3 Especies reactivas del oxigeno (ROS)

Los ROS son moléculas muy reactivas presentes fisiologicamente en la célula y
pueden tener un papel importante en la sefializacidon celular. Por ejemplo, los ROS
estan implicados en la liberacion de insulina por parte de las células-f3 pancreaticas

en respuesta a los niveles de glucosa (Leloup et al., 2009).

Los ROS mas importantes derivan de los complejos I y III de la cadena
respiratoria, por la reduccion incompleta de una molécula de O, durante la
fosforilacion oxidativa (1-2% del oxigeno total) y se pueden originar tres ROS
principalmente: el O,; a partir del cual mediante una dismutaciéon por la
manganeso superoxido dismutasa (MnSOD, manganese superoxide dismutase), se
produce el peréxido de hidrogeno (H.O.), el OH que se produce tras la hidrolisis de
una molécula de agua o durante las reacciones de Haber-Weiss (en este caso la
reaccion es catalizada por el grupo hierro procedente de la ferritina durante la
reaccion inflamatoria) (Kehrer, 2000), o por otros metales de transicién reducidos

(Droge, 2002) (Figura 7).

La mitocondria bajo condicién de estrés puede ser también fuente de otras especies
reactivas, como por ejemplo las especies reactivas del nitrogeno (RNS del inglés
reactive nitrogen species). En efecto, estas RNS derivan de la reaccion entre el NO
(secretado principalmente por la 6xido nitrico sintasa 2 (NOS2, del inglés oxide
nitric synthase), por los macrofagos), y el O, ° que termina con la produccion de
ONOO™ (Droge, 2002). E1 ONOO™ a nivel del musculo liso vascular reduce los
efectos del NO, y ademas debido a su alta reactividad, puede reaccionar con
diferentes dianas bioldgicas y componentes celulares como los lipidos, los tioles,
aminoacidos, y DNA entre otros (Guzik et al., 2002). Ademas, los RNS intervienen
en la sefalizacion de distintas rutas metabdlica, como por ejemplo la apoptosis, la
proliferacidn celular o bien como sensores de la concentracion de O, (Droge, 2002;

Phaniendra et al., 2015) para la regulacion del tono vascular (Manea et al., 2015).

A pesar de que estas reacciones sean fisiologicas, si la produccién de los RNS
supera la capacidad de neutralizacion de la célula, se desencadenan reacciones

patologicas, como la oxidacion de lipidos, proteinas, carbohidratos, estimulacion
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de la produccion de enzimas leucocitarias causando dafio celular y al DNA. Asi
mismo, una excesiva produccion de ROS puede llevar al desarrollo de

enfermedades cardiovasculares (Incalza et al., 2018; Phaniendra et al., 2015).

Existen otras fuentes de ROS, como las enzimas lipooxigenasa, la xantina oxidasa
(XO o también XAO del inglés xanthine oxidase) y la MPO, que es secretada por
los leucocitos y produce ROS en grandes cantidades en respuesta a la activacion del
sistema inmune (Gustapane et al., 2011; Kelley et al., 2002; Sugamura and Keaney,
2011).

La MPO es una enzima oxidorreductasa que esta almacenada en los granulos
azurofilos de neutrofilos polimorfonucleares y monocitos y se libera durante la
degranulacion de los granulos, normalmente en presencia de un proceso
inflamatorio en respuesta a patdogenos. Es una hemoproteina catiénica que en su
forma inactiva estd compuesta por una sola cadena que cuando se corta da lugar a
la forma activa constituida por dos monomeros idénticos formados por una cadena
ligera y una pesada ligadas por un puente de disulfuro. La MPO cataliza la reaccion
de formacion del acido hipocloroso a partir del i6n cloruro (Cl) y el H,O,,
contribuyendo en este sentido a la formacion de ROS (Winterbourn and Kettle,
2000). La MPO tiene diferentes funciones: entre ellas oxida las LDL, facilitando asi
su acumulo en las células espumosas, inhibe la accion del NO y ejerce otras
propiedades pro oxidantes y antiinflamatorias. Por lo tanto, se considera un
marcador temprano que relaciona el estrés oxidativo, la inflamacién y la disfuncion
endotelial mediante el desarrollo del proceso aterosclerdtico (en particular es un
indicador de la estabilidad de la placa de ateroma), incrementando, de esta manera,
el riesgo de desarrollar arterosclerosis u otras CVDs (Anand and Anand, 2012;
Gustapane et al., 2011; Klebanoff, 2005; Rovira-Llopis et al., 2013).

También la hiperglucemia puede ser fuente indirecta de ROS. En la literatura estd
descrito que las variaciones en la concentracién de glucosa en sangre son un
estimulo importante en la generacion del estrés oxidativo en la DM. De hecho, el
estrés oxidativo en la DM1 estd llevado a cabo por variaciones en la homeostasis de
la glucosa y por la respuesta autoinmune, mientras que en la DM2 inicamente por

las variaciones en las concentraciones de la glucosa. A su vez, se ha descrito in vitro
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por ejemplo que cultivando células endoteliales a concentracion variable de glucosa
(de 5 a 30 mmoL/L) se produce un aumento significativo en los ROS citosolicos
(Nishikawa et al., 2000). Ademas, in vivo, se ha descrito que la glucosa promueve
un estado de estrés oxidativo actuando por 4 rutas de sefializacion (Brownlee,

2005):

1. La generacion de productos avanzados de glicosilacion (AGEs del inglés
advanced glycation end products). Las cuatro rutas empiezan con la inhibicién de
la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH del inglés
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase), la cual participa en la glicolisis.
Aungque los principales AGEs son las proteinas, la glicosilacién puede afectar a los
lipidos y a los acidos nucleicos. En este caso, las proteinas glicosiladas en sus
grupos amino, pierden funcionalidad y se pueden unir al receptor (RAGE, del
inglés  receptor of advanced glycation end products), desencadenando la
produccién de ROS tanto citosolicos como mitocondriales (Brownlee, 2005;
Coughlan et al., 2009). Ademas, el incremento de AGEs en pacientes con DM2
esta correlacionado con el desarrollo de CVDs (como la enfermedad aterocoronaria
y la nefropatia diabética), asi como en pacientes con defecto en la secrecion de

insulina (Coughlan et al., 2011).

2. La activacion de la PKC. La presencia de elevadas concentraciones de glucosa,
promueve la sintesis de novo de diacilglicerol, el cual activa la PKC. La PKC forma
parte de distintas rutas celulares; por ejemplo, promueve la activacion del factor de
crecimiento vascular endotelial (VGF, del inglés vascular endothelial growth factor)
y favorece la inflamacién a través de la ruta de NF-xB. Con respecto a su papel en
la generaciéon de ROS, en condiciones de hiperglucemia, PKC contribuye al
aumento de los ROS aumentando el desacoplamiento de la eNOS y la activacién
de la NADPH oxidasa (157 Daiber, A. 2019). Aparte de estas acciones, la PKC
reduce la biodisponibilidad de NO en el endotelio contribuyendo al desarrollo de
CVDs (Beckman et al., 2002).

3. La conversion de glucosa a sorbitol. El dafio oxidativo favorece la conversién

de la glucosa al polialcohol sorbitol. El polialcohol sorbitol afecta a los niveles de
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NADPH causando su descenso y provocando una menor generacién de glutation
reducido y, en consecuencia, de estrés oxidativo (Brownlee, 2005).

4. La senalizacion por hexosamina. El aumento de la fructosa-6-fosfato provoca la
formaciéon de O-B-N-acetilglucosamina (O-GIcNAc del inglés O-linked N-
acetylglucosamine) y, en consecuencia, un aumento de la biosintesis de
hexosamina. Por otro lado, la O-GIcNAc promueve la expresion del factor de
crecimiento transformador-beta (TGF-f3, del inglés transforming growth factor beta)

el cual tiene el poder de interferir en la homeostasis vascular (Gurel and Sheibani,

2018; Zachara and Hart, 2006).

Otro factor participante en la generacion del estrés oxidativo es la hiperlipemia: ya
que la elevada concentracion de acidos grasos presente en la DM promueve la
activacion de la NADPH oxidasa y, en consecuencia, favorece la generacion de
ROS (Inoguchi et al., 2000; Spahis et al., 2017), ademas de favorecer la formacion

de placas ateroscleroticas.

1.7.4 Defensas antioxidantes

Para poder neutralizar los ROS, la célula cuenta con diferentes estrategias
antioxidantes. Entre ellas, la superéxido dismutasa (SOD, del inglés superoxide
dismutase) que convierte el O, en H,O, y O, molecular mediante una reaccion de
combinaciéon con dos moléculas de H'; la catalasa, que actia sobre el H,O;
transformando dos moléculas de H,O; en dos moléculas de H,O y una de Oy; la
enzima glutation peroxidasa (GPX, del inglés glutathione peroxidase) que actda
sobre el H,O, y también sobre el radical OH dando como resultado dos moléculas
de H>O y una de glutation disulfidro (GSSG del inglés gutathione disulfide),
producido por la oxidacion del glutation (GSH del inglés glutathione) (Brown and
Griendling, 2015). Es de destacar que el cociente GSH/GSSG es un buen indicador
de la capacidad antioxidante celular y de su estado oxidativo.

Otro sistema que contribuye a la homeostasis del equilibrio redox es el mecanismo
regulador de la transcripcion de genes antioxidantes regulado por el factor de
transcripciéon NF-E2 (Nrf2, del inglés transcription factor NF-E2-related factor-2) y
el elemento de respuesta antioxidante (ARE, del inglés antioxidant responsive

element) (Johnson et al., 2008; Lu et al.,, 2016). Normalmente este factor de
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transcripcioén esta ligado a su inhibidor, la proteina-1 asociada a ECH similar a
Kelch (KEAPI, del inglés Kelch-like ECH-Associating protein 1); cuando se libera
de KEAPI, se transloca al nucleo y se une a ARE iniciando su transcripcion (Lu et
al., 2016).

Ademas de este sistema, hay otro sistema antioxidante muy importante, el sistema
de las sirtuinas. Las sirtuinas pertenecen a una clase de enzimas desacetilasas
dependientes de NAD® mitocondrial que participan en la regulacion del
metabolismo y la funcibn mitocondrial modulando la proliferacién, la
diferenciacion, la longevidad celular y la respuesta al estrés entre otras (Bause and
Haigis, 2013; Sack and Finkel, 2012). La mas importante en este sentido es la
sirtuina 3 (SIRT3, del inglés sirtuin 3), nombrada también el “guardian” de la
homeostasis mitocondrial; ésta tiene el papel de unirse y desacetilar varias enzimas
metabolicas y respiratorias reguladoras de las principales funciones mitocondriales
(ej. MnSOD) (Onyango et al., 2002; Tao et al., 2010); de modular la produccion de
ROS en la cadena de transporte de electrones y activar el sistema de defensa contra
el estrés oxidativo (ej. activacidon de enzimas antioxidantes) (Ahn et al., 2008;
Onyango et al., 2002), protegiendo asi la célula del dano oxidativo y, a la vez,

promover la muerte celular en condiciones de estrés (Someya et al., 2010).

Otros sistemas antioxidantes incluyen a la vitamina A (o retinol), la cual interactiia
en la ruta de la PKC, reduciendo la producciéon de ROS (Imam et al., 2001); la
vitamina C (o acido ascorbico), la cual inhibe Ikkg y, por lo tanto, la cascada de
sefalizacion de NF-kB (Carcamo et al., 2004); y la vitamina E (o tocoferol), la cual
inhibe la accion de la PKC y también actia neutralizando los ROS por acciéon
directa debido a su estructura quimica (Lloret et al., 2019). Ademas, se ha
demostrado en algunos estudios que, estos antioxidantes, si son suministrados a
pacientes diabéticos no obesos pueden producir efectos beneficiosos en términos de
reduccion del estrés oxidativo y de mejoria de la funcién endotelial vascular

(Montero et al., 2014).
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1.7.5 El inflamasoma NLRP3

El inflamasoma es un componente fundamental en el sistema de la inmunidad
innata que actua como sensor y mediador de la inflamacion. El inflamasoma
NLRP3 es un complejo multiproteico formado por sensores intracelulares
acoplados a un sistema de activacion de las proteinas de la familia de las caspasas y
la maduracion proteolitica (mediada por la caspasa-1) de las interleuquinas
proinflamatorias IL-1f y la maduracién de la IL-18 (De Nardo and Latz, 2011;
Harijith et al., 2014). Estas dos ultimas, y en particular la IL-1B participa en el
proceso de reparacion de tejidos tras un proceso inflamatorio, entre ellos el

endotelio vascular (Martinon et al., 2009).

Los inflamasomas pertenecen a la familia de receptores tipo NOD (del inglés
nucleotide-binding oligomerization domain). Los receptores NOD son receptores
citosoélicos cuya funcidn es reconocer los receptores de reconocimiento de patrones
(PRR, del inglés Pattern recognition receptor) citosélicos. Los PRR tienen la
funcién de reconocer a su vez los diferentes dominios estructurales celulares
activadores de inflamasoma: los patrones moleculares asociados a un patdgeno
(PAMP, del inglés pathogen associated molecular patterns) y los patrones
moleculares asociados a un dafio (DAMP, del inglés damage associated molecular
patterns). Ambos, PAMP y DAMP se expresan constitutivamente en células
inflamatorias o del sistema inmune, como neutréfilos, monocitos, macréfagos y

células dendriticas (Fullard and O’Reilly, 2015; Martinon et al., 2009).

El receptor mas estudiado de esta familia es el receptor dominio de oligomerizacién
de nucleotidos-similar de tipo 3 (NLRP3, del inglés NOD-like receptor Pyrin
domain containing), que estd constituido por un dominio central de unién y
oligomerizacion de nucleétidos (NACHT, del inglés nucleotide binding and
oligomerization domain) comun a todos los receptores NLRs, al cual se unen a la
extremidad C-terminal un dominio PYD constituido por uniones de pirina y una
secuencia repetitiva rica en leucinas (LRR, del inglés leucine-rich repeats domain),

y a la extremidad N-terminal la proteina adaptadora asociada a apoptosis
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conteniente un dominio de reclutamiento de la caspasa (ASC, del inglés apoptosis-
associated speck-like protein containing caspase recruitment domain). ASC esta
formada por el unién de un dominio N-terminal PYRIN-PAAD-DAPIN, también
conocido como PYD (PYRIN, del inglés pyrin domain - PAAD, del inglés pyridine
aldehyde adenine dinucleotide - DAPIN, del inglés domain in apoptosis and
interferon response) tiene el papel de facilitar la union entre los NLRP3 (Dinarello,

2009; Stehlik, 2007) (Figura 7).
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Figura 8. Estructura y funcionamiento del inflamasoma NLRP3. Tras un estimulo de activacién, el complejo
del inflamasoma NLRP3 sufre una modificacién conformacional y se une a otros inflamasomas formando un
complejo. Este, mediante el dominio CARD opera la escisién proteolitica de la procaspasa-1; esta ultima media

la activacion de las pro-IL-1f y de la pro-IL18 procedente da activacion transcripciones mediada por NFxB.

1.7.5.1 Activacién candnica, no-canonica y alternativa del inflamasoma

NLRP3

La activacion del inflamasoma se regula a nivel transcriptional y post-
transcriptional, hecho que subraya la importancia de esta plataforma multiproteica.
Normalmente, el inflamasoma estd presente en el citoplasma de forma inactiva, y,
aunque no estad completamente claro su mecanismo de activacion, en la literatura
hay evidencias que ésta puede lograse por distintas senales (Bandyopadhyay et al.,

2013) y a través de varias rutas (Figura 9). Las tres principales vias de activacion del
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inflamasoma NLRP3 estan definidas como activacién canoénica, no canonica y

alternativa.

1. Activacion candnica. Es un proceso que necesita de dos sefiales para poderse
realizar: una sefial de priming y una de activacion del inflamasoma. En la fase de
priming, el estimulo procedente de un PPR empieza una cascada de sefalizacion
llevada a cabo por la ruta del receptores tipo toll (TLR, del inglés tool-like
receptor)/caspasa 8/ NFkB, como por ejemplo ATP, toxinas bacterianas o0 RNA
viral. Ademas de estos, se ha descrito que esta ruta puede ser activada también por
otros factores, como el flujo de iones potasio (K*) o iones Ca*, ROS y DNA
mitocondrial (mtDNA) (Dinarello, 2009; Man and Kanneganti, 2015). El estimulo
de priming lleva por un lado al aumento de la expresion de NLRP3, y por otro
aumenta la expresion de la pro IL1-f mediada por NFkB (Bauernfeind et al., 2009).
La segunda sefial es dada por un PPR (PAMPs o DAMPs, el cual tiene el papel de
activar funcionalmente el complejo de NLRP3. Paralelamente a este proceso, se
lleva a cabo la deubiquitinacion por parte de la proteina BRCC3, y la fosforilacién
del dominio ASC. Tras estos eventos, NLRP3 sufre una modificacién
conformacional que induce su activacidon y oligomerizacidn en un tetramero,
permitiendo el ensamblaje de la plataforma multiproteica compuesta por NLRP3,
el adaptador ASC, y la pro-caspasa-1 (Juliana et al., 2012). La pro-caspasa esta
formada por 2 componentes activos conocidos como pl0/p20. La liberacién y
activacion de la caspasa-1 se realiza por escision proteolitica realizada por la
caspasa-14, una caspasa activadora presente en el citoplasma. La caspasa-1 asi
activada, promueve la transiciéon de las interleuquinas IL-1B y IL-18 de la forma
inactiva a la forma activa las cuales a su vez activan la cascada inflamatoria
(Hayward et al., 2018; Pellegrini et al., 2017). La activacion del inflamasoma tiene
un papel clave en la historia natural de la inflamacion y, sobre todo, concurre a la
realizacion de la piroptosis, un tipo de muerte celular llevada a cabo por la ruta de
las caspasas.

2. Activacion no canodnica. Esta ruta es iniciada por las bacterias Gram-negativas
(ej., Escherichia coli, Salmonella typhimurium). La primera sefial de activacion es
dada por la presencia de lipopolisacaridos (LPS, del inglés lipopolysaccharides) en
el citosol (Kayagaki et al., 2011; Shi et al., 2014). EI LPS activa las vias de

sefializacion del TLR4 induciendo la expresion de la prolL-1B, de las proteinas
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NLRP3 y del interferén de tipo 1 (IFN1, del inglés type 1 interferons). El IFN1
induce la expresion de la caspasa-11, la cual, a su vez es activada por el LPS junto
con la caspasa-4 y la caspasa-5, activando el inflamasoma NLRP3 y realizando la
activacion proteolitica de las IL-1B e IL-18 (Hayward et al., 2018; Man and
Kanneganti, 2015; Pellegrini et al., 2017; Wacker et al., 2017).

3. Activacion alternativa. Esta ruta es exclusiva de los monocitos y esta mediada
por activacion directa del TLR-4 pero no por la concentracién de potasio (K*)
(Dinarello, 2009; Gaidt and Hornung, 2017). Sin embargo, la activacion de esta via
sigue siendo investigada principalmente en estudios murinos, aunque existan
estudios que confirman diferencias importantes entre el sistema inmune humano y
el murino (Khare et al., 2012; Sha et al., 2014; Wen et al., 2013), Los monocitos,
protagonistas principales en respuesta inmune, secretan IL-1 de forma
independiente de la activacion del inflamasoma (Dinarello, 2009), y este hecho es
fundamental para considerar a los monocitos mismos como el “primer estimulo”
para que la activacion canodnica induzca la transcripcion de la pro-IL-1B. El tnico
efector de esta ruta es el receptor TLR4, el cual activa la caspasa 8, permitiendo la
maduracion de la pro-IL-1B (Gaidt et al., 2016).

Vias de la activacién del inflamasoma NLRP3
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Figura 9. Rutas de activacion del inflamasoma NLRP3. En la ruta de activacion canonica del inflamasoma, la
sefial de activacion puede proceder de distintos estimulos (eflujo de iones K* o Ca*" dafio mitocondrial, ROS,
etc); en la ruta de activacién no canonica, la primera sefal es dada por la presencia del LPS procedente de
bacterias Gram-negativas, el cual se une al TLR4 induciendo la transcripcion de la caspasa 11. E1 LPS presente

en el citosol (segundo estimulo) es directamente reconocido por la caspasa 4, 5 y 11, y las activa, llevando a la
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activacion del complejo NLRP3; en los monocitos, la iniciacion de la ruta alternativa es dada por el TLR-4, el

cual promueve la activacion de la caspasa 8 y, por lo tanto, del complejo del inflamasoma NLRP3.

El inflamasoma puede ser activado también por los ROS mediante la protein
quinasa de activacion mitogénica (MAPK, del inglés mitogen-activated protein
kinases) o la proteina quinasa de sefial extracelular (ERK1/2, del inglés
extracellular signal-regulated kinase 1/2) (D’Espessailles et al., 2018; McCubrey et
al., 2006). Ademas, puede ser activado también por las sirtuina-1 (SIRT-1, del
inglés sirtuin-1) (L1 et al., 2017, 2016; Zarzuelo et al., 2013), o tras la generacién de
ROS mitocondriales (Shio et al., 2009).

Por ultimo, se ha visto que NFxB juega un papel clave en la activacién del
inflamasoma NLRP3. En este sentido, algunos estudios iz vitro demuestran que tras
tratamientos con inhibidores de NFkB, la expresion de NLRP3 estd reducida de
forma dosis-dependiente en cultivos celulares, confirmando que NFkB es necesario

a la activacion de NLRP3 (Bauernfeind et al., 2009).

1.7.5.2 Relacion entre el inflamasoma NLRP3 y el sistema inmune

Los inflamasomas forman parte de los componentes de la inmunidad innata y
juegan un papel muy importante en el desarrollo de la respuesta inmune adaptativa
ya que tiene un papel clave en la regulacion del proceso inflamatorio mediante la
liberacion de la IL-1B y de la IL-18. Estas dos ultimas ademas estan producidas por

los macréfagos activados.

El inflamasoma NLRP3 estd correlacionado con diferentes enfermedades
autoinflamatorias, entre ellas la aterosclerosis, la obesidad y la DM2 y las
enfermedades intestinales (Menu and Vince, 2011; Ozaki et al., 2015), y en algunas
enfermedades autoinmunes como el Sindrome de Muckle-Wells o la urticaria
familiar por frio y en algunas enfermedades inflamatorias poligénicas como la gota
(Suresh and Mosser, 2013). Ademas, hay estudios que demuestran que la cantidad
de FFAs ingeridos o en condiciones de hipercolesterolemia podrian regular la

activacion del inflamasoma NLRP3 y aumentar la produccion de IL-1 por parte
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de los adipocitos, participando en el desarrollo de la IR (Engin, 2017; Haneklaus
and O’Neill, 2015; Legrand-Poels et al., 2014; Xing et al., 2019). De hecho, se ha
visto que la proteina desacoplante mitocondrial (UCP2, del inglés mitochondrial
uncoupling protein-2) es un modulador clave en la activacion de la FFA sintasa,
dando lugar a la activacion del inflamasoma mediada por los lipidos (Moon et al.,
2015).

Sin duda, una etapa fundamental para el desarrollo de la accién del inflamasoma es
la biodisponibilidad de pro-IL-1f y pro-IL-18, que se producen durante el proceso
inflamatorio. En este sentido, la familia de las IL-1 y el inflamasoma constituyen

una diana terapéutica muy atractiva en distintas enfermedades, entre ellas la DM2.

1.8 Manejo clinico de la diabetes y tratamiento

Considerando a la DM1 y la DM2 distintas entre ellas por la causa de la base del
desarrollo de la enfermedad, también los tratamientos son distintos, aunque
algunos farmacos pueden ser empleados para ambas patologias. El tratamiento
principal empleado en el tratamiento de la DM1 es la insulina. Los pacientes con
DMI1 muestran desde el principio un déficit de esta hormona y, por lo tanto, el
tratamiento se dirige a paliar el déficit del funcionamiento de las células-f3 y de esta
manera evitar el desarrollo de un estado de cetoacidosis (American Diabetes

Association, 2013).

En los pacientes con DM2, sobretodo en la fase de pre-diabetes y las fases
tempranas de la enfermedad, antes de empezar el tratamiento farmacologico se
intenta siempre manejar la hiperglucemia aportando cambios en el estilo de vida, es
decir, promoviendo la actividad fisica y un habito de una dieta saludable. Sin
embargo, se ha demostrado que distintos farmacos empleados como la
tiazolidinedionas (que aumentan la sensibilidad a la insulina y mejoran la
funcionalidad de las células B), las sulfonilureas (que aumentan la secrecion
pancreatica de insulina) y la insulina misma pueden estar asociados a un aumento
de peso, por lo que y aunque son efectivos en cierta manera y dadas las
consecuencias no deseables de estos farmacos, la investigacion se ha dirigido hacia

la busqueda de nuevos farmacos que permitan controlar la glucemia a través de
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otras rutas metabodlicas (Brown et al., 2017; Russell-Jones and Khan, 2007; Van
Gaal and Scheen, 2015). Entre los grupos de farmacos mas utilizados, se
encuentran los inhibidores del receptor GLP-1 (aumentando los niveles plasmaticos
de la hormona), los inhibidores de la dipeptidil peptidasa 4 (dipeptidyl peptidase 4,
DPP4, que bloquean la degradacion de la incretina inhibiendo la secrecion de
glucagdon y promoviendo la de la insulina) y la metformina, fairmaco ampliamente
utilizado durante décadas y que a su vez provoca una pérdida de peso (Malin and
Kashyap, 2014).

Por otro lado, en los tltimos afios se han desarrollado otro grupo de farmacos entre

los que se incluyen los inhibidores del cotransportador SGLT-2 (1ISGLT?2).

1.8.1 El rifidon: un silencioso actor en la homeostasis de la glucosa

Con el fin de controlar la homeostasis de la glucosa mediante otras vias que no
estén directamente relacionadas con los niveles de insulina, los diferentes estudios
se han centrado en la busqueda de otros “actores” muy importantes en este proceso,
entre ellos, el rifion. Este, ha sido siempre considerado fundamental para el
equilibrio hidroelectrolitico y s6lo en los ultimos anos, también ha sido considerado
como un Organo diana para la regulacion del metabolismo glucidico. De hecho,
este Organo participa en la regulacion de los niveles de glucosa mediante la via de la
gluconeogénesis (la cual se activa bajo condiciones de ayuno), y mediante el
proceso de filtraciébn glomerular y reabsorcién de la glucosa en los tubulos
contorneados proximales, evitando que la glucosa se pierda a través de la orina.
Cada dia, el rifidn filtra alrededor de 180g de glucosa, y solo <1% se excreta en la
orina (Wright, 2001). Cuando la glucosa llega al rifién pasa por el glomérulo y llega
al sistema de tibulos renales, donde la carga de glucosa tubular, (aproximadamente
120 mg/min) es reabsorbida totalmente. Sin embargo, si ésta excede los 220
mg/min (limite denominado «umbral de glucosa»), la glucosa atraviesa el filtro
renal y es excretada por la orina. Para que la glucosa tubular exceda el umbral de la
glucosa, se ha estimado que la concentracidon plasmatica de glucosa debe ser
alrededor de 130 y 300 mg/dL, pudiendo haber claro esta, variaciones por edad,
sexo (aumenta en las mujeres), etnia y diabetes (Butterfield et al., 1967). La

reabsorcion de la glucosa es llevada a cabo por las células epiteliales de los capilares
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peritubulares a través de los receptores SGLT. Esta familia incluye numerosas
proteinas de membrana involucradas en el transporte de glucosa, iones,
aminoacidos y osmolitos. Entre ellas, las mas importantes implicadas en este
proceso son los cotransportadores SGLT-1 y SGLT-2. El primero es un
transportador de baja capacidad y de alta afinidad localizado en el segmento recto
S3 del tubulo proximal descendente y reabsorbe solo el 10% de la glucosa tubular.
El segundo es un transportador de gran capacidad y de baja afinidad y estd
anatomicamente localizado cerca del SGLT-1, exactamente en el segmento
contorneado del tubulo proximal y reabsorbe hasta el 90% de la glucosa filtrada
(Abdul-Ghani and DeFronzo, 2008), convirtiéndolo en una interesante diana
farmacologica para el manejo de la hiperglucemia. Bajo condicién de DM, se ha
visto en modelos animales y en estudios en humanos que la capacidad maxima de
reabsorcidén es mas alta en los modelos con DM frente a los DM2 (Kamran et al.,
1997; Mogensen, 1971).

1.8.2 iSGLT2: La Empagliflozina como tratamiento terapéutico en la

DM2

Los iISGLT?2 son una clase de farmacos antidiabéticos orales empleados en la DM
(oral anti-diabetic drugs, OAD) que actian inhibiendo el cotransportador SGLT-2.
El SGLT?2 tiene el papel de transferir el sodio y la glucosa al citoplasma de las
células tubulares mediante un mecanismo de transporte secundario Na+-glucosa, o
bien aprovechando el gradiente de energia que se crea de la reabsorcidén de sodio
(Anders et al., 2016; Wright, 2001) (Figura 10). A la vez, en la membrana
basolateral, el receptor GLUT-2 transfiere estas moléculas de glucosa desde el
espacio intracelular hasta el intersticio y la circulacion mediante un mecanismo de
transporte facilitado por la ayuda de la actividad Na+/K+ ATPasa (Freitas et al.,
2008).

El primer farmaco capaz de causar glucosuria descubierto se remonta al 1835
cuando se aislo de la corteza del manzano, la florizina, molécula capaz de inhibir
los receptores SGLT-1 y SGLT-2 (Rossetti et al., 1987). Su mecanismo de accién
no selectivo, ha limitado su utilizacion en humanos, ya que el receptor SGLT-1 esta

presente también en el trato gastrointestinal donde estd implicado en la reabsorcion
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de la glucosa intestinal. Ademas, se demostrd que no era lo bastante estable para ser
absorbido por el trato gastrointestinal. Actualmente, se han desarrollado moléculas
andlogas a la florizina, entre las cuales se encuentran la dapagliflozina, la

canagliflozina y la Empagliflozina.

1) GLuT2  ® Glucosa © isGLT2

E SGLT-2

Célula epitelial tubular

®
0I2135423U]

Figura 10. Mecanismo de accion de los iSGLT2. Los cotrasportadores SGLT-1 y SGLT2 en el rifidn llevan a
cabo la reabsorcion de la glucosa aprovechando el gradiente electroquimico que se crea durante el transporte
del ion sodio (Na*). De esta manera, la glucosa asi es libre de pasar con el ayuda del receptor GLUT-2 al
torrente sanguineo evitando que se excrete en la orina. El iSGLT-2 acttia inhibiendo este receptor asi que es

incapaz de seguir funcionando, y, por lo tanto, la cantidad de glucosa que se reabsorbe es menor.

Estos farmacos al no interferir directamente en la ruta de la insulina se utilizan en la
practica clinica en monoterapia o bien en terapia combinada con los antidiabéticos
orales “clasicos” o la insulina (Abdul-Ghani et al., 2011). Algunos estudios han
observado que el uso de iSGLT2 puede mejorar la sensibilidad de los tejidos a la
accion de la insulina (Ferrannini et al., 2014; Merovci et al., 2014), asi como
promover la secrecion de glucagdn (Bonner et al., 2015). Ademads, como se ha
demostrado también por el estudio EMPA-REG, estos farmacos estdn también
asociados a una reduccion del peso corporal y de la tension arterial (Pham and
Chilton, 2017; Rajasekeran et al., 2016) y, por lo tanto, se asocian a una proteccion
contra la obesidad (Ferrannini et al., 2015) y a nivel cardiovascular disminuyen el
riesgo de este tipo de enfermedades (Ferrannini et al., 2015; Pham and Chilton,

2017; Rajasekeran et al., 2016; Zinman et al., 2015).
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Por el contrario, tienen también algunos efectos adversos. Entre ellos, existe el
riesgo de desarrollar infecciones del tracto urinario debido a la reduccion del
volumen intravascular secundario a la elevada diuresis; el riesgo de incurrir en el
desequilibrio hidroelectrolitico; y de nefrotoxicidad por la acumulacion de

productos finales de AGE (Esteban-Jiménez et al., 2018; Morales-Olivas, 2016).

61






2. OBJETIVOS






2. Objetivos

La DM es una enfermedad que, independientemente de su historia natural, conlleva
un riesgo intrinseco de desarrollar comorbilidades como obesidad, hipertension,
hipercolesterolemia y CVDs. Estas ultimas son el resultado no so6lo de la
hiperglucemia, factor critico en la DM sino también del estrés oxidativo, del proceso
inflamatorio cronico y de la constante activacion de los componentes del sistema
inmune.

Con estas premisas, esta claro el papel de la homeostasis de la glucosa y el sistema
inmune en la patogénesis tanto de la DM como en el desarrollo de sus
comorbilidades, en particular las CVD. De hecho, la inflamacién crénica conlleva a
una hiperactivacién de los leucocitos, favoreciendo su reclutamiento al endotelio,
fomentando el dafio endotelial, la produccion de ROS y la disfuncién celular (de los

leucocitos y de las células endoteliales).

Sin duda, hay que realizar mas estudios para llegar mas alld de lo que sabemos hoy
en dia y arrojar luz sobre los mecanismos mediante los cuales actua la hiperglucemia
y cuales son los factores que median la activacién de los PMNs, su reclutamiento por
parte del endotelio vascular y las relaciones con la activacion del inflamasoma. Sin
embargo, a fin de mantener un O6ptimo control glicémico en estos pacientes, y de
prevenir variaciones frecuentes en la homeostasis de la glucosa, en los ultimos afios
se estan desarrollando nuevas clases de farmacos que actian de forma insulin-

independiente, como por ejemplo los iISGLT2.

En este sentido, los PMNs son actores principales en la respuesta inflamatoria y en
la disfuncion endotelial, transformandose en una diana atractiva para el estudio del

proceso inflamatorio que subyace a la DM y de sus comorbilidades.

A tal fin, en la presente tesis doctoral nos planteamos investigar sobre diversos
aspectos donde existen vacios en el conocimiento. Por lo tanto, hemos establecido

los siguientes objetivos especificos:
1. Evaluar las interacciones leucocitos-endotelio y explorar tal relaciéon y su

correlacion con la produccion ROS y la disfunciéon mitocondrial en leucocitos de

pacientes con DM1 y sus respectivos controles.
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2. Evaluar el papel del control glicémico en la activacion del inflamasoma NLRP3

en pacientes con DM2.

3. Evaluar el efecto del iSGLT2 empagliflozina sobre el perfil inflamatorio y la
respuesta antioxidante en leucocitos procedentes de pacientes con DM2 y sus

respectivos controles.
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3. Principales resultados y discusion

La DM es una enfermedad de fuerte impacto socio-sanitario, y es considerada en los
paises desarrollados como una de las epidemias del siglo XXI junto con la obesidad.
Mientras la DMI1 depende de factores genéticos y étnicos, la DM2 esta
principalmente relacionada con la obesidad y la IR (se estima que un 14% de los
sujetos obesos desarrollan DM?2). Dentro de las causas de la obesidad, se determinan
diferentes factores como estilos de vida inadecuados, el sedentarismo y una
alimentacion poco saludable. Estos factores favorecen el desarrollo de la obesidad, y

por consiguiente el desarrollo de CVDs.

En la presente tesis doctoral, hemos pretendido investigar diferentes dreas tematicas
con un componente comun de investigacion basica traslacional, asi como intentar
elucidar los diferentes mecanismos moleculares involucrados en la fisiopatologia de
la DM. Ademas, hemos evaluado el efecto que esta enfermedad tiene sobre los
leucocitos circulantes de dichos pacientes y su asociacion con el riesgo de desarrollar
CVDs, asi como las asociaciones entre la DM y los mecanismos subyacentes a la
inflamacion cronica presente en dicha enfermedad y el papel fundamental que puede

ejercer el control glucémico sobre dichos mecanismos.

Durante el transcurso de la presente tesis doctoral, hemos desarrollado tres estudios
observacionales evaluando tres cohortes de pacientes con DM1 y DM?2, establecidas
segun los criterios de la ADA (American Diabetes Association, 2013), asi como sus
correspondientes controles. Dichos pacientes acudieron al Servicio de
Endocrinologia y Nutricién del Hospital Universitario Dr. Peset de Valencia para su
tratamiento y seguimiento habitual. A su vez, se ha incluido en los estudios una
cohorte de sujetos controles sanos voluntarios, creando grupos ajustados por edad y
sexo. Todos los estudios han sido realizados a partir de muestras de suero y de
leucocitos aislados de sangre periférica. En este trabajo, hemos seleccionado los
leucocitos para evaluar los diferentes mecanismos moleculares que intervienen bajo
condicién de DM porque son células representativas del estado de activacion del
sistema inmune de dichos pacientes y, sobretodo, porque los leucocitos son
representativos del estado redox del organismo, siendo uno de los principales tipos
celulares implicados en la formacién de la placa de ateroma, primer paso hacia la
aterosclerosis y el desarrollo de las CVDs (Weber and Noels, 2011).
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Todos los pacientes que se estudiaron estaban bajo tratamiento con antidiabéticos
tales como: Humalog, Novorapid o Fiasp (insulinas rapidas), o bien Tresiba o Toujeo
(insulinas lentas) para la cohorte de pacientes con DM1; metformina, inhibidores de
DPP-4, sulfonilureas, glinidas, tiazolidinedionas y empagliflozina para la cohorte de

pacientes DM2.

Por lo general, y como era lo esperado, tanto los pacientes DM1 como los pacientes
DM2 mostraron alteraciones en la homeostasis de la glucosa, presentando elevados
niveles plasmaticos de glucosa en ayunas y un porcentaje de Aic significativamente
superior con respecto a los controles sanos. Por el contrario, los pacientes DM1 no
presentaban otras diferencias significativas con respecto al grupo control, muy
probablemente debido a los tratamientos farmacologicos prescritos a estos pacientes.
Sin embargo, en los pacientes DM2, se encontraron valores elevados en el BMI, en
el perimetro de la cintura y en la presidon arterial, junto a un aumento del indice
HOMA-IR, de la insulina (no medidos en los pacientes DM1) y alteracién en el
metabolismo lipidico caracteristico de la dislipidemia aterogénica (definida como
hipertrigliceridemia acompanada por niveles reducidos de HDL-c y aumento de las
particulas de LDL-c pequefias y densas). Ademas, es de destacar que los parametros
relativos al metabolismo hidrocarbonado estan correlacionados con los niveles de
Aic. Este factor es muy importante porque, debido a la falta de un adecuado control
glicémico, se ha visto que cuando los valores de Aicsuperan el 7% empieza a subir
el riesgo de desarrollar CVDs sobre todo a nivel microvascular pudiendo dar lugar a
la aparicion de nefropatia, retinopatia y neuropatia diabética (American Diabetes
Association, 2013; Pyorala et al., 1997; Stratton et al., 2000).

El aumento del riesgo de CVDs debido a los niveles de Alc junto a un aumento en
los niveles de colesterol son los principales motivos por los cuales, a los pacientes
diabéticos, se les afiade generalmente un tratamiento hipolipemiante. De hecho, en
estos pacientes el transporte del colesterol esta alterado (Borggreve et al., 2003),
haciendo que las particulas de LDL-c que participan en el proceso de aterosclerosis
sean mas pequefias y densas en los pacientes diabéticos (Choi and Ginsberg, 2011;
Dullaart, 1995). Es de destacar que la dislipidemia que aparece en estos cuadros
clinicos contribuye al riesgo de complicaciones macrovasculares (Brownlee, 2005;

Chawla et al., 2016; Pyorala et al., 1997).
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Al fin de seguir investigando sobre las diferencias/similitudes que unen o diferencian
a los pacientes DM1 y DM2, durante el desarrollo de esta tesis doctoral, se ha
decidido explorar las dindmicas de interaccion entre los leucocitos circulantes en los
pacientes DM1 y las células endoteliales. Como ha sido descrito por Hernandez-
Mijares et al (Hernandez-Mijares et al., 2013), la inflamacion crénica de bajo grado
presente en los DM2 se refleja con un aumento en las citoquinas proinflamatorias IL-
6 y TNFaq, junto con los niveles de CRP y de la enzima MPO con respecto a una
poblacién control. De acuerdo con estos datos, en los pacientes DM1 hemos
observados un aumento en los niveles de TNFa y de la actividad de la MPO, pero,
por el contrario, los datos no han evidenciado ninguna diferencia significativa en los
niveles de la IL-6 y de la CRP, hecho probablemente debido a que el 40,4% de los
pacientes DM1 estaban bajo tratamiento con estatinas, moléculas con propiedades
anti-inflamatorias ademds de su actividad hipolipemiante (Cherry et al., 1992;
Loppnow et al., 2011). A su vez, los pacientes con DM1 no presentaron sobrepeso y
obesidad, por lo que su estado se puede considerar como inflamatorio, pero en menor
grado que los DM2.

Bajo esta condicién de inflamacién cronica y constante derivada por la respuesta
inmune que caracteriza estos pacientes, en respuesta a la liberacion de mediadores
proinflamatorios, se promueve la produccién de moléculas de adhesion celular
(como las selectinas, VCAM-1 e ICAM-1) por parte de las células endoteliales
(Gahmberg et al., 1998), las cuales median el proceso de la cascada de adhesion
leucocitaria (marginalizacion a lo largo de las paredes endoteliales, adhesién y
transmigracion al subendotelio vascular). En este sentido, nuestra cohorte de
pacientes DM1, mostré6 un aumento significativo en los niveles de la P-selectina,

VCAM-1 e ICAM-1 en suero.

Con el fin de poder estudiar las dindmicas de interaccidon que ocurren iz vivo, hemos
utilizado un sistema ex vivo formado por una cdmara de flujo paralelo a velocidad
constante (0,3mL/min, correspondiente a la velocidad del flujo sanguineo humano
in vivo) conectado a un microscopio invertido dotado de un sistema con camara de
video. Para ello, se perfundieron los leucocitos aislados en suspension y se dejaron
pasar sobre una monocapa de células endoteliales humanas procedentes de vena de
cordén umbilical (HUVEC del inglés human umbilical vein endothelial cells),
reproduciendo de esta forma el proceso de la captura de los leucocitos por parte del
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endotelio (Goetz et al., 1999). Los pacientes DM1 presentaron una menor velocidad
de rodamiento de los leucocitos sobre el endotelio junto a un mayor flujo de
rodamiento, reflejando que en la DMI1 los leucocitos tienden a frenarse cuando se
acercan a las células endoteliales. En consonancia con esto, observamos mayor
nuamero de leucocitos que interaccionan con el endotelio y, por lo tanto, que
permanecen adheridos al mismo. El aumento de las interacciones entre los leucocitos
y el endotelio vascular y el consiguiente aumento en el flujo de migracién al
subendotelio pueden potenciar el desarrollo de disfuncion endotelial con el
consecuente dafio vascular, predisponiendo al desarrollo de CVDs (Weber and
Noels, 2011).

En cuanto al estudio de los parametros redox, hay que destacar que los leucocitos
activados que migran en el subendotelio producen y liberan una gran cantidad de
ROS aumentandose de esta manera el estado de inflamacion crénica y de estrés
oxidativo (Kaur et al., 2018; Mittal et al., 2014). Los pacientes DM1 estudiados
presentaban un aumento en la producciéon de los ROS tanto totales como
mitocondriales, de manera similar a lo que habiamos descrito para los pacientes
DM2 (Hernandez-Mijares et al., 2013; Rovira-Llopis et al., 2013; Shurtz-Swirski et
al., 2001). Sin embargo, hecho observado un resultado diferencial ya que mientras
en los leucocitos aislados en pacientes DM2 se ha observado un descenso en el
potencial de membrana (Hernandez-Mijares et al., 2013), en el estudio de DM1
hemos observado un aumento del potencial de membrana. En este sentido,
Wiederkehr et al (Wiederkehr and Wollheim, 2008) han descrito que en las células
B-pancreaticas tras el aumento de los niveles de glucosa se desarrolla una
hiperpolarizacién en la membrana mitocondrial interna, debido a un aumento de la
oxidacion de la glucosa misma y un aumento del consumo de ATP (Bokvist et al.,
1991; Wiederkehr and Wollheim, 2008).

Aunque en la DM2 la relacion entre la activacion de leucocitos, expresion de
moléculas de adhesion, ROS y riesgo de CVDs ha sido estudiada en detalle, por el
contrario se sabe muy poco sobre esta relacion en los pacientes DM1 (Bliiher et al.,
2002; Hernandez-Mijares et al., 2013; Mazzone et al., 2008). En este sentido, la
hiperglicemia podria ser el factor clave que une en gran medida esta secuencia de

acontecimientos, aunque no se conocen con precision los mecanismos a través de los
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cuales podria estar actuando. A tal fin, hemos explorado en los pacientes DM1 las
posibles correlaciones entre la hiperglicemia y los parametros anteriormente
mencionados. Los resultados nos han indicado que los niveles de glucosa en suero y
la Aic estaban correlacionados de forma negativa con la velocidad de rodamiento y
de forma positiva con el numero de células que se adhieren al endotelio y con las
moléculas de adhesion VCAM-1 e ICAM-1. A su vez VCAM-1 se correlacionaba
con la IL-6. Ademas, la Aic se correlacion6 de forma positiva con el flujo de
rodamiento y con el TNFa, subrayando de esta manera el importante papel jugado
por el control glicémico en el desarrollo de las primeras fases del proceso
aterosclerético.

También, hemos observado una correlacion positiva entre los niveles de TNFa y el
potencial de membrana, el fluyjo de rodamiento y los niveles de MPO. Todos estos
datos apuntan a que el estado glicémico puede estar modulando la inflamacién, y
que el TNFa pudiera potenciar el aumento del potencial de membrana (Simpson and
Ferguson, 2017). La MPO ademas se correlacion6 positivamente con la CRP, y es
de destacar que, bajo condiciones de un proceso inflamatorio, la IL-6 puede estimular
el higado a producir la CRP (Yasojima et al., 2001), y que la CRP a su vez estimula
la liberacion de MPO por parte de los leucocitos promoviendo el estado inflamatorio
(Singh et al., 2009) pudiendo contribuir por tanto, a la oxidacion de los lipidos
(Hazen et al., 1999; Singh et al., 2008). Es de destacar que ambas, MPO y CRP son
utilizadas como marcadores de riesgo de CVDs y de evolucion de la placa
aterosclerodtica (Hernandez-Mijares et al., 2013; Kimak et al., 2018; Scharnagl et al.,
2014).

Por ultimo, observamos una correlacién negativa entre los niveles de ROS totales y
la velocidad de rodamiento. Este hecho, es muy importante ya que los ROS fomentan
la adhesion leucocitaria y promueven la disfuncion endotelial mediante la
inactivacion del NO y la activacion de NF-kB, como se ha explicado anteriormente

(Apostolova et al., 2014; Ghosh et al., 1998; Montero et al., 2014).

Como conclusion de este bloque de resultados, podemos decir que al igual que lo
observado con anterioridad por nuestro grupo en la DM2, también en la DM1 se
observa un estado caracterizado por estrés oxidativo, disfuncién mitocondrial y
alteraciones de las interacciones leucocito-endotelio las cuales participan en el
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aumento del riesgo de desarrollar CVDs y sus complicaciones, aunque los
mecanismos a través de los cuales actian estos factores necesita estudios mas

profundos.

En un segundo estudio realizado, hemos profundizado sobre dos factores
fundamentales que varian seguin los habitos y medicacion de los pacientes: los niveles
de glucosa y el control glucémico. En particular hemos estudiado el papel jugado por
estos dos factores sobre la respuesta inflamatoria que subyace a la DM2, poniendo la
atencion en la activacion del complejo del inflamasoma NLRP3. El inflamasoma
NLRP3 no sélo es de los mayores factores involucrados en la respuesta inflamatoria
y en la disfuncién mitocondrial, sino que en la tltima década ha sido considerado
como una importante diana terapéutica en las enfermedades inflamatorias y CVDs
(Bando et al., 2015; Coll et al., 2015; De Nardo and Latz, 2011; Rovira-Llopis et al.,
2018).

En estudios previos hemos observado que el control glucémico juega un papel
importante en la produccion de ROS (Rovira-Llopis et al., 2014), y que a peor control
glucémico correspondia una mayor liberacion de ROS, tanto totales como
mitocondriales generandose estrés oxidativo. En el presente estudio hemos
corroborado este hecho, y, por lo tanto, que la hiperglucemia puede perturbar la
homeostasis del sistema redox celular. Ademas, para el desarrollo de este objetivo
hemos dividido nuestra poblacion de estudio en dos grupos segun los valores de Alc:
un grupo con Aic < 7% y uno con Aic > 8%. Hemos decidido excluir en la segunda
fase de analisis los sujetos que presentaban valores de Aic entre 7 y 8%, siendo este
intervalo peculiar en el sentido de las diferencias inter-individuales entre los pacientes
ademds de que teniamos un numero reducido de pacientes. Los datos obtenidos
mostraron que no habia diferencias significativas en los niveles de ROS totales entre
los dos grupos de pacientes. A nivel mitocondrial, observamos niveles de ROS mas
altos en los dos grupos con respecto al grupo control, aumentando dicha diferencia
de manera mas significativa en el grupo con peor control glucémico. Ademas,
observamos que existia entre los dos grupos de pacientes diferencias significativas en
la produccion de ROS mitocondriales, sugiriendo que el control glucémico puede
afectar el correcto funcionamiento de la mitocondria y su estado redox. (UKPDS
Group, 1998a, 1998D).
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En los estudios que se emplean para evaluar la activacion del inflamasoma NLRP3,
hemos observado datos contradictorios en relacion a lo descrito en la bibliografia en
otros tipos celulares. Este hecho probablemente es debido a que muchos estudios
evaluan los niveles de las interleuquinas y/o la activacion del complejo NLRP3
induciendo/inhibiendo su expresion/activacion empleando tratamientos o
substancias que activan esta ruta, como por ejemplo acidos grasos y palmitato
(Shirasuna et al., 2016; Snodgrass et al., 2013). En nuestro estudio hemos estudiado
los leucocitos procedentes de pacientes DM?2 sin tratarlos, de manera que los datos
obtenidos reflejaban lo que estaba pasando en el organismo del paciente sin
posibilidad de modificacion de los efectos de la respuesta inflamatoria por
interferencias por parte de tratamientos externos. Nuestros datos indicaban una
disminucion en la expresion de mRNA y de proteina NLRP3, acentudndose este
descenso de forma muy significativa en los pacientes con un peor control glicémico,
sugiriendo la presencia de alteraciones en la respuesta inflamatoria en los leucocitos
de estos pacientes.

A su vez, también hemos obtenido una disminucion significativa en los niveles de
expresion del mRNA de la caspasa-1 en el grupo de pacientes con mal control
glucémico frente al grupo control. Al dividir la poblacion por grupos, obtuvimos que
en los pacientes bien controlados esta diferencia se perdia, y los niveles de expresion
de la caspasa-1 se presentaban similares a lo del grupo control, pero, por el contrario,
en el grupo con mal control glucémico la expresion de la caspasa-1 disminuia mas,
en acuerdo con la bajada de la expresion del inflamasoma NLRP3 (Kousathana et

al., 2017).

Analizando el cuadro inflamatorio, observamos que la expresién de la IL-13 tanto
en suero como a nivel de mRNA disminuia a medida que empeoraba el control
glucémico. En relacion a la expresion de la IL-12 en suero y en la expresion a nivel
de mRNA en la IL-18, hemos observado que este patron se mantiene, es decir un
descenso, aunque en la IL-18 la bajada no era estadisticamente significativa,
probablemente debido al nimero reducido de participantes en el estudio. En apoyo
a nuestra hipotesis, nuestros resultados son parecidos a lo que han obtenido
Kousathana et al (Kousathana et al., 2017), los cuales observaron en los monocitos
aislados de pacientes DM2 con mal control glucémico una alterada activacioén del

inflamasoma NLRP3, Ia cual es causa de defectos de produccion de la IL-18 y un
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aumento de la interleuquina IL-6, pudiéndose explicar de esta manera por qué estos
pacientes tienen tendencia a desarrollar con mas facilidad infecciones. Ademas de la
hipétesis de la desregulacion de la respuesta inmune, hemos observado una
disminucion en los niveles de IL-12 en suero, citoquina que estd implicada en la
activacion de los linfocito T helper 1 (Trinchieri, 2003); asi como de la interleuquina
IL-18, que ha demostrado estar relacionada con el desarrollo de obesidad e IR en
modelos murinos (Netea et al., 2006).

Estos resultados, podrian explicar el aumento de ROS, la disminucién de la
activacion de NLRP3 y el papel del control glucémico. Sin embargo, se ha
demostrado que los ROS son uno de los factores implicados en la activacion del
inflamasoma NLRP3, como se ha descrito anteriormente en la presente tesis. Dicho
aumento podria estar activando el complejo del inflamasoma NLRP3, aunque en
nuestro estudio, no hemos observado tal efecto. Es por ello, que futuros experimentos
tendran en cuenta los posibles cambios a nivel de los complejos mitocondriales y
otros mecanismos moleculares que estan afectados en la DM2, asi como su relacién

con la activacion o no del inflamasoma NLRP3.

Con respecto a los resultados que han mostrado una disminuciéon en la expresion
proteica de la caspasa-1, se ha descrito que el descenso de los niveles de IL-1B y la
dieta pueden modular la accion del complejo del inflamasoma NLRP3 (Kousathana
et al., 2017; Traba et al., 2017, 2015; Youm et al., 2015) mediante la sirtuina-3, la
cual actuaria sobre la activacion de la caspasa-1. Ademas, la deficiencia de la caspasa-
1 se ha visto que puede predisponer a la obesidad (Kimura et al., 2016), y en la
bibliografia también se ha descrito que en el tejido adiposo visceral (VAT, del inglés
visceral adipose tissue) de sujetos obesos, esta mas asociado a disfunciones
metabolicas con respecto al tejido adiposo subcutaneo (del SAT inglés subcutaneous
adipose tissue) (Esser et al., 2013). De hecho, en el VAT se producen una gran
cantidad de citoquinas pro-inflamatorias y se ha constatado que los componentes del
complejo NLRP3 son més abundantes que en el SAT (Koenen et al., 2011), aunque
la cantidad de mediadores producida y el grado de activacion del complejo del
inflamasoma varia segun que estos sujetos sean metabolicamente sanos o estén

afectados por desérdenes metabolicos (Esser et al., 2013).
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En conclusidn, el control glucémico estaria jugando un papel clave en la activacion
del inflamasoma NLRP3 y, por lo tanto, en la activacion del sistema inmune de los
pacientes con DM2. A pesar de los avances de la presente tesis doctoral, se necesita
profundizar los estudios explorando los mecanismos moleculares relacionados con

estas rutas.

Por ultimo, en el tercer estudio realizado durante el desarrollo de la presente tesis
doctoral, hemos decidido explorar los efectos a nivel molecular del 1ISGLT2
empagliflozina en los pacientes con DM2. La eleccion de dicho farmaco se debe a
las evidencias presentes en la literatura sobre su papel protector a nivel cardiovascular
en los pacientes con DM2 (EMPA-REGQG), asi como en su comparativa con otros
farmacos empleados en la terapia de la DM2, como metformina, sulfonilureas,
inhibidores-DPP4 etc., a pesar de que la mayoria de las evidencias proceden de
modelos animales (Oelze et al., 2014; Osorio et al., 2012; Shin et al., 2016). Es mas,
hasta la fecha existe un gran desconocimiento sobre los mecanismos moleculares
modulados por dichos fairmacos en cuanto a sus posibles efectos sobre los leucocitos.
En nuestro estudio hemos evaluado una cohorte de pacientes con DM2 los cuales
fueron tratados con el iISGLT-2 empagliflozina. De estos pacientes se evaluaron los
parametros antropométricos y bioquimicos en una situacion basal, es decir en el
momento de su reclutamiento, de esta manera teniamos los valores de referencia; y
alos 3 y 6 meses del tratamiento. A su vez, se evaluo el estrés oxidativo asi como un
panel de citoquinas entre las cuales se incluia IL-6, TNFa, IL-10 y mediadores pro-

y anti-inflamatorios (hs-CRP y MPO).

Los resultados mostraron una disminucion significativa en el peso de los pacientes a
los 3 y a los 6 meses tras tratamiento, junto a una marcada reduccién en el perimetro
de la cintura, probablemente ambos debidos al efecto diurético del tratamiento
(Sattar etal., 2017). En este estudio, no hemos observado diferencias en las presiones
arterial sistolica y diastolica, probablemente por el tiempo de estudio, a diferencia de
lo que esta descrito por otros estudios (Hattori, 2018). Con respecto al perfil lipidico,
observamos un aumento en los niveles de colesterol total a los 3 meses de
tratamiento, que se veia revertido a los 6 meses, aunque presentando un valor
ligeramente mayor que en el tiempo basal, como también ha sido descrito en otros

estudios (Haring et al., 2014; Monami et al., 2014). Este patron lo hemos encontrado
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también en los niveles de triglicéridos y en los niveles de LDL-c; por el contrario, los
niveles de HDL-c presentaban una tendencia a bajar a los 3 meses y a subir mas del
valor basal a los 6 meses, aunque el aumento observado no era significativo.
Evaluando el indice HOMA-IR vy la insulina, los datos mostraron una tendencia a
bajar tras el tratamiento, sin llegar a la significacion, mostrando de nuevo un papel

beneficioso de la empagliflozina en el tratamiento de la DM2.

Los datos que se refieren a los mecanismos moleculares que intervienen en la DM2,
hemos observado un descenso en la produccion de ROS mitocondriales, indicando
una disminucion de estrés oxidativo. Ademas, observamos un aumento significativo
en los niveles de GSH a los 3 y 6 meses del tratamiento, aunque no encontramos
cambios significativos al evaluar la carbonilacion de las proteinas. Estudiando la
expresion génica de los principales antioxidantes, los datos mostraron en
consonancia con los resultados obtenidos por el GSH, un aumento significativo en
la expresion de la enzima glutatiéon S reductasa (GSR). Ademas, observamos un
aumento en la expresion de la enzima catalasa (CAT), la cual aumentaba a los 3
meses alcanzando la significacién a los 6 meses. De acuerdo con los resultados
obtenidos en los modelos animales (Li et al., 2019; Osorio et al., 2012; Shin et al.,
2016; Sugizaki et al., 2017) y en algunos estudios conducidos en pacientes DM2 y
cultivos celulares en humanos (Das et al., 2020; Nishimura et al., 2015), nuestros
resultados destacan que la empagliflozina estd reduciendo el estrés oxidativo, y por
lo tanto contribuyendo a restaurar la homeostasis entre factores pro- y anti-oxidantes
en los leucocitos de pacientes con DM2.

Es de destacar que el rifién es un 6érgano muy susceptible al dafio oxidativo producido
por la hiperglucemia. Ademas, el proceso de captacion de glucosa por parte de las
células mesangiales y tubulares no estd controlado por la insulina, y si por la
concentracion de la glucosa misma. Este hecho hace que bajo condiciones de
hiperglucemia cronica se produzca una gran cantidad de ROS, causando dafios
funcionales y estructurales en las células, aumentando el riesgo de desarrollar
enfermedades tales como la nefropatia diabética (Singh et al., 2011), enfermedad de

muy alta prevalencia en la DM2.

Teniendo en cuenta que desde estos primeros resultados fue bastante evidente que el

tratamiento con la empagliflozina empezaba a manifestar sus efectos beneficiosos
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después de 6 meses, nos hemos centrado principalmente en este tiempo de estudio.
En este sentido, y al evaluar los marcadores inflamatorios observamos un descenso
en los marcadores pro-inflamatorios CRP y MPO, y un aumento en la IL-10,
citoquina anti-inflamatoria. Estos resultados estdn en linea con el efecto
cardioprotector y anti-inflamatorio que ejerce la empagliflozina, teniendo en cuenta
que la CRP y MPO se correlacionan con el dafio endotelial y con la formaciéon y
ruptura de la placa aterosclerética que subyacen a las CVDs (Anatoliotakis et al.,
2013; Bosch et al., 2005; Teng et al., 2017). En apoyo a estos resultados, en la
bibliografia hay muchos estudios que demuestran que los iISGLT2 pueden preservar
a las células endoteliales vasculares de danos debidos a la hiperglucemia en modelos
animales (El-Daly et al., 2018; Steven et al., 2017).

Por ultimo, todos estos resultados sugieren que la empagliflozina previene la
aparicion de estrés oxidativo actuando sobre el equilibrio redox entre los factores pro-
y anti oxidantes, modulando en consecuencia la inflamacién subyacente a la DM2 y
el riesgo de CVDs, aunque los mecanismos a través de los cuales este farmaco estaria
actuando se conocen solo en parte. Un primer mecanismo de prevencion en las CVDs
podria ser el hecho de la reduccién del peso corporal, al cual se acompana una
reduccién del tejido adiposo, el cual, como se ha comentado anteriormente en la
presente tesis, es un gran generador de mediadores inflamatorios; la bajada de peso
junto a la reduccion en la presiones sistolica y diastolica descrita en la literatura
contribuye sin duda a la prevencion de los dafios en las paredes vasculares; el
incremento de las defensas antioxidantes puede contribuir a la proteccion de las

células cardiacas de los dafios causados por el estrés oxidativo.

Todos estos resultados apuntan a que los iSGLT2 y, entre ellos, la empagliflozina,
puedan ser considerados como farmacos con una alta prevencion del riesgo de CVDs
en la DM2 y otras enfermedades correlacionadas como la obesidad. En este sentido,
hay un estudio muy importante, el EMPA-REG OUTCOME (Pham and Chilton,
2017; Zinman et al., 2015), donde se ha demostrado una reducciéon del 38% en la
mortalidad en sujetos diabéticos y con alto riesgo cardiovascular tratados con
empagliflozina. En este estudio de alrededor de 3 afios, se reclutaron 7020 pacientes
con DM2 que tomaron empagliflozina 10 mg, 25 mg o una dosis de ‘placebo una vez

al dia. Los resultados demostraron que tras el tratamiento con empagliflozina habia
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una reduccion en términos de peso, de PAS y de riesgo cardiovascurar total, junto a
cambios en la elasticidad de las paredes arteriales y mejora en la funcion cardiaca
(efecto cardioprotector); ademas disminuyeron los niveles de albumina y del acido
arico (efecto renoprotector) (Ferrannini et al., 2016; Munir and Davis, 2016; Sattar
et al., 2016; Vettor et al., 2017; Zinman et al., 2015). Queda pendiente todavia por
aclarar los mecanismos moleculares involucrados en este efecto beneficioso sobre la
modulacidn del estrés oxidativo y de la inflamacion generalizada. Por otro lado, el
efecto combinado de la terapia con 1SGLT2 con otros farmacos, ya que dicha
combinacién, como en el caso de los inhibidores-DPP4 (Birnbaum et al., 2018)
podria prevenir también otras comorbilidades de 1la DM2.

Hay que tener en cuenta que nuestro estudio tiene varias limitaciones: una es el
numero de los pacientes reclutados, y otra es el limitado tiempo de seguimiento. A

tal fin, nos proponemos ampliar este estudio.
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4. Conclusions

1. Enhanced leukocyte-endothelium interaction, oxidative stress and mitochondrial
dysfunction are features present in the leukocytes of DM1 patients, and they are
correlated with glucose and Aic levels, increased cytokine and pro-inflammatory
mediators, likes TNFa and MPO, and expression of endothelial adhesion molecule.
These findings indicate that oxidative stress and mitochondrial dysfunction promote
leukocyte-endothelium interactions in T1D and can be correlated to the development

of CVDs.

2. There 1s an increase in total al mitochondrial ROS production, an impairment in
NLRP3 inflammasome activation, decrease in IL-1[3, IL-12 and caspase-1 levels in
response to glycemic control and in with A;c levels, which is more evident in patient
with poor poorly controlled patients. These results suggest that in DM2 patients
glycemic control is essential for inflammasome activation and a correct immune

response, explaining why this patients are more prone to infection.

3. Empagliflozin treatment decrease glucose and A c levels and ameliorate oxidative
stress and inflammation by decrease mitochondrial ROS production, increase
antioxidant defense in leukocyte from DM?2 patients after 24-week treatment.
Concomitantly empagliflozin treatment ameliorate inflammation by decreasing CRP
and MPO levels and increasing IL.-10 levels. All together these findings demonstrate
that empagliflozin not only prevent hyperglycemia but also protect against ROS

injury decreasing risk of CVDs.
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Abstract

Since mitochondrial dysfunction is associated with NOD-like receptor family protein 3 (NLRP3) activation in
type 2 diabetes (T2D), which can eventually lead to an impaired immune response, we set out to determine if
glycemic control modulates the effects of T2D on the NLRP3 inflammasome. We have studied leukocytes from
61 diabetic patients [25 with glycated hemoglobin (HbA.) <7% and 36 with HbA ;. =28%] and 40 healthy
controls. Total and mitochondrial reactive oxygen species (ROS) production was enhanced in T2D patients, and
mitochondrial ROS was more pronounced in those with poor glycemic control. Levels of gene and protein
expression of NLRP3 were decreased in both diabetic groups and more so in those with HbA. >8%. In
addition, there was a decrease in gene expression and serum concentrations of interleukin (IL)-1p, IL-12, and
caspase-1 in line with inhibition of the NLRP3 inflammasome. Our data also suggest negative correlations
between HbA, . levels and NLRP3 protein expression, serum levels of IL-12 and IL-1p, and caspase-1 messenger
RNA expression. Our findings lead us to raise the hypothesis of an association between poor glycemic control in
T2D and an impairment of the NLRP3 inflammasome, suggesting that glycemic control plays an important role in
the immune response of diabetic subjects. Antioxid. Redox Signal. 00, 000-000.
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Introduction inflammasome, which is involved in a large number of meta-

bolic diseases (1).

YPE 2 DIABETES (T2D) is a chronic pathology associated

with insulin resistance, obesity, cardiovascular disease
(CVD), and chronic low-grade inflammation that has dra-
matically increased over recent years.

There is clear evidence that the immune system plays a key
role in the pathogenesis of T2D. T2D involves key mechanisms
such as oxidative stress, proinflammatory cytokine release, Toll-
like receptor expression, and alterations of the inflammasome.
Inflammatory mediators such as interleukin (IL)-1f and IL-18
promote initiation and progression of metabolic diseases by
activating the NOD-like receptor family protein 3 (NLRP3)

NLRP3 is a multiprotein complex comprising the NLR
scaffold protein, caspase recruitment domain (CARD), speck-
like protein containing CARD, and procaspase-1. This complex,
which is normally inactive, can be activated by nuclear factor-
kappa B or by pathogen- and damage-associated molecular
patterns. When activated, NLRP3 promotes caspase-1 activa-
tion by autocatalytic cleavage of procaspase-1, which leads to
IL-1f maturation and secretion.

A review of the bibliography reveals discrepancies when
looking at possible associations between the NLRP3 in-
flammasome response and T2D or hyperglycemia conditions.
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Innovation

Type 2 diabetes (T2D) is related to mitochondrial
dysfunction and modification of the redox state, which
leads to impairment of the immune response. The role
played by glycemic control has not yet been fully un-
derstood. The present study not only confirms that the
glycemic state can modulate mitochondrial reactive ox-
ygen species (ROS) production but also suggests that it
has a key role in NOD-like receptor family protein 3
(NLRP3) inflammasome activation in leukocytes of T2D
patients (poorly controlled patients show enhanced levels
of mitochondrial ROS and decreased expression levels of
NLRP3, interleukin (IL)-1p, IL-12, IL-18, and caspase-
1). Therefore, ensuring glycemic control in T2D patients
could improve the mitochondrial function and NLRP3
inflammasome response of their leukocytes and therefore
maintain an adequate immune response.

On the one hand, IL-1f production by macrophages and
pancreatic islets is increased by high-glucose concentrations
in vivo (4). On the other hand, Kousathana et al. (3) dem-
onstrated a decrease of IL-1 levels in T2D patients. Either
way, the mechanism by which IL-1§ acts in T2D is yet to be
determined.

Mitochondrial impairment and enhanced levels of reactive
oxygen species (ROS) have been widely related to T2D (2),
especially when T2D patients present poor glycemic control
(6). ROS production is essential for inflammasome activation
and therefore for the inflammatory response. Furthermore, an
adequate control of glycemia is key to preventing complica-
tions associated with T2D. In this sense, we have demonstrated
that poor glycemic control is associated with development
of endoplasmic reticulum stress and leukocyte—endothelium
interactions (2, 6). However, knowledge about the possible
influence of glycemic control on activation of NLRP3 in-
flammasome is scarce.

To shed light on a potential involvement of glycemic
control in oxidative stress and NLRP3 inflammasome acti-
vation, we have evaluated total and mitochondrial ROS
production as well as expression levels of the principal
NLRP3 markers in nonstimulated leukocytes from control
subjects and T2D patients.

Results
Anthropometric and biochemical parameters

Our cohort of patients comprised 61 type 2 diabetic patients
[25 with glycated hemoglobin (HbA ) levels <7% and 36 with
HbA,. 28%] and 40 healthy subjects. Anthropometric and
metabolic characteristics of the study population are shown in
Table 1. We observed significant differences in weight, body—
mass index (BMI), and waist circumference, all of which were
higher in diabetic patients than in control subjects (p <0.001).
T2D patients (both groups) also showed differences in glucose
metabolism—augmented levels of fasting glucose, insulin,
homeostasis model assessment of insulin resistance (HOMA-IR)
index, and HbA . (p <0.001) with respect to the control group.

When we analyzed the lipid profile, we found lower levels
of total cholesterol (TC) (p <0.05 only for the HbA . <7 group),
high-density lipoprotein cholesterol (HDL-c) (p<0.001), and
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low-density lipoprotein cholesterol (LDL-c) (p <0.05) and
higher levels of triglycerides (TGs) (p <0.001) in both T2D
groups, while high-sensitivity C-reactive protein (hs-CRP)
was enhanced in those with poor glycemic control (p <0.01)
compared to controls.

Since diabetic patients showed higher BMI than controls,
the data were adjusted for BMI, but statistical differences
remained. When we explored differences between T2D pa-
tients due to glycemic control, we obtained statistical dif-
ferences in glucose metabolism, but not in the lipid profile,
with augmented levels of fasting glucose (p <0.001), insulin
(p<0.05), HOMA-IR index ( p <0.001), and HbA . (p <0.001)
in the group with poor glycemic control with respect to well-
controlled diabetic patients. Statistical differences remained
when the analysis was adjusted for BMI.

To study the impact of pharmacological treatment on the
results, we compared proportions of patients treated with
different drugs. No statistical differences were found be-
tween diabetic groups.

Total and mitochondrial ROS production

Total and mitochondrial ROS production was assessed in
leukocytes from T2D and control subjects (Fig. 1). Leukocytes
from diabetic patients showed enhanced levels of total ROS
production with respect to those from controls (p<0.01;
Fig. 1A). When diabetic patients were divided according to
HbA . levels <7% and 28 %, we observed increased total ROS
production in both groups of diabetic patients (p<0.01;
Fig. 1B, C). With regard to mitochondrial ROS production, an
increase in T2D patients was observed (p <0.01; Fig. 1D) with
respect to controls. Furthermore, whereas T2D patients with
HbA . <7% showed a slight increase in mitochondrial ROS
production (p<0.05 vs. controls), T2D patients with poor
glycemic control (HbA . 28%) displayed a more pronounced
increase in mitochondrial ROS production (p<0.001 vs.
controls and p <0.05 vs. HbA . <7% group; Fig. 1E, F).

Inflammasome NLRP3 measurements

We assessed leukocyte messenger RNA (mRNA) and
protein expression levels of NLRP3 and observed a decrease
in both mRNA (p<0.05; Fig. 2A) and protein (p<0.001;
Fig. 2C) expression levels in T2D patients with respect to
controls. The decreases in NLRP3 mRNA and protein ex-
pression levels were particularly pronounced among T2D
patients with poor glycemic control (HbA. =8; Fig. 2B, D).
Representative unedited blots showing protein expression of
NLRP3 and actin are shown in Supplementary Figures S1 and
S2 (Supplementary Data are available online at www.liebert
pub.com/ars). In fact, statistically significant differences in
NLRP3 mRNA expression levels (p <0.05; Fig. 2B) and in
NLRP3 protein levels (p<0.01; Fig. 2D) were found be-
tween the two T2D groups.

When mRNA expression levels of caspase-1 were ana-
lyzed in leukocytes, we observed a decrease in T2D with
respect to controls ( p < 0.05; Fig. 2E). Although patients with
HbA | levels <7% showed a slight decrease in mRNA levels
of caspase-1, it did not reach statistical significance. How-
ever, the reduction in caspase-1 mRNA levels was more
pronounced in patients with HbA;. 28% and was significant
when compared with control subjects (p<0.01) and well-
controlled patients (p <0.05; Fig. 2F).
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TABLE 1. ANTHROPOMETRIC AND METABOLIC PARAMETERS AND PHARMACOLOGICAL
TREATMENT OF THE STUDY POPULATION

12D with T2D with BMI-adjusted
Control HbA. <7% HbA . =28% p-Value p-value

N 40 25 36
Age (years) 549173 58.8+7.3 57.2+£9.7 ns
Weight (kg% 73.0x15.6 89 & 15%** 86.9£18.7%** <0.001
BMI (kg/m~) 26.614.6 31 £3.9%%:* 30.7 £ 6.3%** <0.001
Waist (cm) 89.2+13.5 106.8 & 10.3%:** 107.2£15.5%** <0.001
Glucose (mg/dL) 942+11.5 106.6 £ 19** 203.3 + 688w HHH <0.001 <0.001
Insulin (xUI/mL) 8.89+4.87 12+3.66* 17.63 + 14,524 <0.001 <0.01
HOMA-IR 2.12+1.30 3.29+1.26* 8.3 & 6.44 kA <0.001 <0.001
HbA . (%) 5.3740.32 5.68 0.2 9.49 & | ] g HH¥ <0.001 <0.001
TC (mg/dL) 208.4+31.6 166.8 £32.7* 175.69+34.4 <0.05 <0.05
HDL-c (mg/dL) 54.6+12.9 43.2+10.7* 41.7£11.1* <0.001 <0.001
LDL-c (mg/dL) 131.9+27.4 97.3 £ 30%** 97.2+27.8%** <0.05 <0.01
TG (mg/dL) 92 (64.5-131) 120 (96.8—183)*** 150 (102-267)*** <0.001 <0.001
hs-CRP (mg/L) 1.19 (0.57-2.6) 2.8 (1.3-7.1) 4.6 (1.4-11.1)** <0.001 <0.001
Treatment (%)

Antihypertensive — 52.0 429 ns

Metformin — 80 65.7 ns

DPP-4 inhibitor — 52 51.4 ns

Sulfonylurea — 4 0 ns

Glitazone — 4 5.57 ns

Glinide — 4 114 ns

GLP-1 agonist — 12 17.1 ns

Statin — 56 60 ns

Fibrate — 20 17.1 ns

Ezetimibe — 4 5.7 ns

Values are expressed as mean * standard deviation for parametric data and as median (25th and 75th percentiles) for nonparametric data.
The three groups were compared with one-way analysis of variance (and Student—-Newman—Keuls post hoc test) or Kruskal-Wallis test (and
Dunn’s multiple comparison post hoc test) for parametric and nonparametnc data, respectively. Analysis of covariance was performed with
a univariate general linear model using BMI as a covariate. *p <0.05; **p <0.01; and ***p <0.001 with respect to control, *p <0.05 and

###p<0.01 with respect to T2D with HbA . <7%.

BMI, body-mass index; DPP-4, dipeptidyl peptidase 4; GLP-1, glucagon-like peptide; HbA,., glycated hemoglobin; HDL-c, high-
density lipoprotein cholesterol; HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin resistance; hs-CRP, high-sensitivity C-reactive
protein; LDL-c, low-density lipoprotein cholesterol; ns, non-significant; T2D, type 2 diabetes; TC, total cholesterol; TGs, triglycerides.

Proinflammatory cytokine measurement

When we evaluated cytokine levels, we observed a decrease
of IL-18 mRNA expression level, but did not observe signifi-
cant differences between diabetic individuals and controls
(Fig. 3A, B). Interestingly, a drop in IL-1f was observed in
T2D patients not only in leukocyte mRNA expression levels
(p<0.05; Fig. 3C) but also in serum IL-1§ concentration
(p<0.01; Fig. 3E). When T2D patients were split according to
glycemic control, we witnessed that mRNA expression levels
were specifically reduced in HbA ;. >8% diabetic patients
(p<0.05; Fig. 3D), while serum IL-1f levels decreased sig-
nificantly in both T2D groups (p <0.05 in HbA. <7% and
p<0.01 in HbA,. 28%) with respect to controls, showing a
more pronounced drop in patients with poor glycemic control
(p <0.05 with respect to the HbA . <7% group; Fig. 3F).

IL-12 serum levels were decreased in T2D patients
(p<0.001; Fig. 3G). In addition, the decline in serum IL-12
concentration was more marked in poorly controlled patients
(p<0.01 with respect to controls and p < 0.05 compared with
well-controlled patients; Fig. 3H).

Correlation studies

We further evaluated the role of glycemic control during
T2D on inflammasome activation by exploring possible

correlations between HbA,. and NLRP3 inflammasome
activation-related factors. Interestingly, we found negative
correlations between HbA,. levels and NLRP3 protein ex-
pression ( p <0.05, r=-0.438), production of IL-12 and IL-1p
(p<0.05, r=-0.476, and p<0.01, r=—-0.555, respectively),
and caspase-1 mRNA expression levels (p <0.05, r=-0.408).

Discussion

We have studied the involvement of glycemic control in
oxidative stress and NLRP3 inflammasome activation by
evaluating total and mitochondrial ROS production and
expression levels of the principal NLRP3 markers in non-
stimulated leukocytes from control subjects and T2D patients.
In this context, it is relevant that T2D and hyperglycemia can
cause disturbances in the redox state, thereby contributing to
development of vascular complications. Furthermore, we have
demonstrated in previous studies that mitochondrial dysfunction
and ROS production are present in leukocytes of T2D patients
and are related to macro- and microvascular complications (2).

In this study, we have observed an increase in total and mi-
tochondrial ROS production in leukocytes from T2D patients,
which was more pronounced in subjects with poor glycemic
control (HbA . 28%), suggesting that leukocyte mitochondrial
function is altered during chronic hyperglycemia.
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FIG. 1. Total ROS production and mitochondrial ROS production in leukocytes of control subjects and diabetic
patients. (A, B) Levels of total ROS measured as DCFH-DA fluorescence and expressed as arbitrary units. (C) Re-
presentative images of leukocytes stained with DCFH-DA (green) and Hoechst 33342 (blue) and visualized by fluorescence
microscopy. (D, E) Levels of mitochondrial ROS measured as MitoSOX Red fluorescence and expressed as arbitrary units.
(F) Representative images of leukocytes stained with MitoSOX (red) and Hoechst 33342 (blue *) and visualized by fluorescence
microscopy. *p<0.05; **p<0.01; and ***p<0.001 with respect to control volunteers. "p<0.05 when compared with
HbA,. <7%. DCFH-DA, 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate; HbA,., glycated hemoglobin; MitoSOX, MitoSOX
Red mitochondrial superoxide indicator; ROS, reactive oxygen species; T2D, type 2 diabetes. To see this illustration in color, the
reader is referred to the web version of this article at www liebertpub.com/ars
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Oxidative stress, redox imbalance, and mitochondrial
function are linked to activation of the NLRP3 inflammasome,
which is in turn linked to chronic inflammation in insulin
resistance-associated diseases (5). In fact, activation of the
NLRP3 inflammasome induces production of IL-1f in T2D
patients and in animal models of obesity (1, 5). Saturated fatty
acids, such as palmitate, can also induce NLRP3 inflamma-
some activation in hematopoietic cells, thus contributing to
insulin resistance and glucose intolerance (8). Notwithstand-
ing, the bibliography contains controversial evidence, perhaps
as a consequence of the use of different types of cells, drug
treatments, or the fact that cells have been usually activated
in vitro by substances that can promote inflammasome acti-
vation, thus leading to generation of contradictory data.

In our study, we have evaluated leukocytes from T2D
patients and their respective controls without in vitro stimuli
to observe a naive inflammatory response. We have seen a
decrease in NLRP3 mRNA expression and protein levels
suggestive of considerable impairment of the inflammatory

response in leukocytes from this cohort of diabetic patients. In
fact, the decrease in NLRP3 expression was more evident in
T2D with poor metabolic control.

Our results are in line with those obtained by Kousathana
et al. (3) who reported a defective production of proin-
flammatory cytokines and NLRP3 activation in leukocytes
from diabetic patients. Furthermore, it is known that regulation
of the activation of NLRP3 varies depending on nutrient
levels (7). Traba et al. (7) also demonstrated in peripheral
blood mononuclear cells induced with lipopolysaccharide
and adenosine triphosphate that redox stress during fasted
state can activate sirtuin 3, which in turn is able to modu-
late mitochondrial ROS production through inhibition of
NLRP3 inflammasome and repressing the cleavage of
caspase-1 (7).

Therefore, alterations in mitochondrial function by other
pathways might induce innate immunological activations,
clearly pointing to interaction between the innate immune
system and mitochondrial function. NLRP3 inflammasome
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with control volunteers. *p <0.05 with respect to HbA . <7% T2D patients. IL, interleukin.
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can also be inhibited by f-hydroxybutyrate or a ketogenic
diet, which also inhibits caspase-1 activation and IL-1f se-
cretion in animal models of inflammation (9). Another me-
diator that inhibits the NLRP3 inflammasome is IL-10. In
fact, IL-10 has demonstrated an anti-inflammatory effect by
metabolic reprogramming of macrophages and can inhibit
glycolytic flux, prevent accumulation of dysfunctional mi-
tochondria via induction of mitophagy, promote induction of
autophagy, and maintain mitochondrial function and integ-
rity via inhibition of mammalian target of rapamycin.

In accordance with NLRP3 inflammasome inhibition in
leukocytes from diabetic patients, we have observed a de-
crease in IL- 13 gene expression in these cells and IL-1f serum
levels, an effect that was more pronounced in subjects with
poor metabolic control. In addition, levels of IL-12 and
caspase-1 decreased to a greater extent in diabetic patients
with poor glycemic control, suggesting severe dysregula-
tion of the immune response. Reduction in these levels of
proinflammatory cytokines and caspase-1 suggests a
downregulation of the NLRP3 inflammasome, which is in
line with the known susceptibility of diabetic patients to
infections. Furthermore, impairment of the release of
proinflammatory cytokines has been described in animal
models of diabetes with concomitant infections.

Overall, our findings suggest an increase in total and mi-
tochondrial ROS production, impairment in NLRP3 in-
flammasome activation, and decrease in IL-1f, IL-12, and
caspase-1 in T2D patients. These trends are more pronounced
in subjects with poor glycemic control, suggesting that gly-
cemic control is essential for the adequate immune response
of leukocytes in T2D. Although new mechanistic pathways
need to be explored, we propose the possibility that poor
glycemic control impairs the NLRP3 inflammasome re-
sponse in T2D.

Notes
Subjects of the study and sample collection

One hundred one subjects were enrolled in the study and
subdivided into two groups: 61 T2D patients (25 with HbA.
levels <7% and 36 with HbA . 28%) and 40 healthy controls
adjusted for age. We have chosen to compare patients with
good glycemic control, that is, with HbA . <7% since it is the
cutoff point for good metabolic control in our hospital’s
Endocrinology and Nutrition Department based on the dis-
tribution of HbA | levels in its patients and, moreover, this is a
cutoff point for avoiding thromboembolism in patients. On the
other hand, a poor glycemic control cutoff of HbA,. 28% has
been chosen based on the increase in risk of cardiac failure in
our hospital’s Endocrinology and Nutrition Department.

The study was conducted in the Endocrinology and Nu-
trition Service of University Hospital Doctor Peset, Valencia,
Spain. T2D diagnosis was confirmed according to the
American Diabetes Association’s criteria: levels of fasting
serum glucose 2126 mg/dL; HbA . 26.5%; random serum
glucose 2200 mg/dL on at least two occasions; and/or
antidiabetic medication. Subjects with chronic, malignant,
hematological, autoimmune, infectious, and inflammatory
diseases or with a documented history of CVD (stroke, is-
chemic heart disease, and peripheral vascular disease, etc.)
were excluded.

The present study was conducted according to ethical
guidelines laid down in the Helsinki Declaration and with
the approval of our hospital’s Ethics Committee. All par-
ticipants were informed about the procedure, risks, and
benefits of the study before they signed an informed consent
form.

Clinical and biochemical determinations

Patients underwent a physical examination to obtain an-
thropometrical measures such as height (m), weight (kg),
waist circumference (cm), BMI (kg/mz), and systolic and
diastolic blood pressure (mmHg). Blood samples were
collected from the antecubital vein in fasting conditions
between 8:00 a.m. and 9:30 a.m. for biochemical and mo-
lecular determinations.

To obtain serum, centrifugation was performed at 1500g
for 10 min at 4°C. TC, TG, and glucose levels were deter-
mined in the serum by means of enzymatic assay (Beckman
Corp., Brea, CA). The percentage of HbA,. was obtained
with an automatic glycohemoglobin analyzer (Arkray Inc.,
Kyoto, Japan). HDL-c concentration was quantified with a
Beckman LX20 analyzer (Beckman Corp.) and LDL-c con-
centration was calculated with Friedewald’s formula. Fasting
insulin levels were measured by immunochemiluminescence
(Abbott, Abbott Park, IL) and HOMA-IR index was calculated
as [fasting insulin (uU/mL) X fasting glucose (mg/dL)]/405.
hs-CRP was measured by a latex-enhanced immunonephe-
lometric assay (Behring Nephelometer II; Dade Behring,
Inc., Newark, DE).

Cell isolation

Leukocytes were isolated from heparinized blood samples
by incubating whole blood samples with half a volume of
dextran (3% w/v in saline solution, 45 min; Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO). Supernatants were collected, placed over
Ficoll-Hypaque (GE Healthcare, Uppsala, Sweden), and
centrifuged at room temperature at 650g for 25 min. Leu-
kocytes were collected from the bottom phase and centri-
fuged at room temperature at 650g for 10 min. The collected
pellets were washed with phosphate-buffered saline
(Sigma-Aldrich) and resuspended in Hank’s balanced salt
solution (Sigma-Aldrich), at which point cells were coun-
ted. Pellets for Western blot and quantitative real-time
polymerase chain reaction (RT-qPCR) were stored at —80°C
until utilization.

Static cytometry assay

Total and mitochondrial ROS production in leukocytes was
assessed with a fluorescence microscope (IX81; Olympus,
Hamburg, Germany) coupled with the static cytometry soft-
ware, ScanR (Olympus). Total ROS was determined by
seeding leukocytes in a 48-well plate and incubating it with
the fluorescent probe 2’°,7’-dichlorodihydrofluorescein dia-
cetate (5x 107° mol/L, 30 min) (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA) or, for mitochondrial ROS production,
using the fluorescent probe MitoSOX Red mitochondrial
superoxide indicator (MitoSOX) (5 % 107° mol/L, 30 min)
(Thermo Fisher Scientific), and Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich)
was used to visualize nuclei. Fluorescence was standardized and
referred to as % of control.
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Real-time PCR

RT-gPCR was performed to measure relative gene expres-
sion of NLRP3, IL-1, caspase-1, and IL-18 in leukocytes. To
obtain total RNA, a GeneAll Ribospin™ Total RNA extraction
kit (GeneAll Biotechnology, Hilden, Germany) was em-
ployed following the manufacturer’s instructions. RNA
amount and purity were determined by a NanoDrop 200c
spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific). For com-
plementary DNA (cDNA) obtention, 1 ug of RNA was
reverse-transcribed by using a RevertAid first-strand
cDNA synthesis kit (Thermo Fisher Scientific). RT-qPCR
reactions were performed using a 7500 Fast RT-PCR
system (Thermo Fisher Scientific) with FastStart Universal
SYBR Green Master (Sigma-Aldrich).

The protocol used to perform the experiments was 10 min at
95°C, followed by 40 cycles of 10s at 95°C and 60°C for 30's,
and melting curve. Analyzed genes were NLRP3 (forward:
CTTCTCTGATGAGGCCCAAG:; reverse: GCACGAAACT
GGAAAGGAAG), IL-1p (forward: AAAAGCTTGGTGAT
GTCT; reverse: TTTCAACACGCAGGACAGG), caspase-1
(forward: TTTCAACACGCAGGACAGG; reverse: AGAAA
GCCCACATAGAGAAGG), and IL-18 (forward: GACCA
AGGAAATCGGCCTCT; reverse: AATATGGTCCGGGGT
GCATT). Relative quantification was conducted according
to the comparative 274AC method, and glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) (forward: CGCATCT
TCTTTTGCGTCG; reverse: TTGAGGTCAATGAAGGGG
TCA) was used as a housekeeping gene in the analysis performed
with ExpressionSuite software (Thermo Fisher Scientific).

Western blot

Total protein extracts from leukocytes were obtained after
lysis with an extraction buffer (20% glycerol, 20 mM HEPES
pH 7.5, 0.1 mM EDTA, 10 uM Na,-MoQO,, 400 mM NaCl,
and 0.5% NP-40) containing protease inhibitors (1 mM
NaVOs;, 10mM NaF, 10mM PNP, and 10mM f-glycerol
phosphate) and dithiothreitol 1 mM, after incubation for
15min on ice and centrifugation at 4°C for 15min. The
isolated supernatant containing the protein extract was
quantified by a BCA protein assay (Thermo Fisher Scientific)
and stored at —80°C until use.

To assay protein expression levels, protein samples
(25 ug) were resolved on 10% polyacrylamide gels and
transferred onto nitrocellulose membranes. After blocking,
membranes were incubated overnight at 4°C with the fol-
lowing primary antibodies: anti-NLRP3 (Cell Signaling
Technology, Danvers, MA) and anti-Actin (Sigma-Aldrich).
As a secondary antibody, we used horseradish peroxidase
goat anti-rabbit (Millipore Iberica, Madrid, Spain). Mem-
branes were developed with ECL Plus reagent (GE Health-
care, Little Chalfont, UK) or SuperSignal West Femto
(Thermo Fisher Scientific). The Fusion FX5 acquisition
system (Vilbert Lourmat, Marne La Vallée, France) was
used for band visualization. Signals were analyzed, quantified
by densitometry using Bio1D software (Vilbert Lourmat), and
normalized for actin.

Assessment of cytokines

MILLIPLEX® human high-sensitivity T cell magnetic
bead panel 96-well plate assay (EMD Millipore Corporation,

IANNANTUONI ET AL.

Billerica, MA) coupled with multianalyte profiling (xMAP)
technology was used to determine serum levels of the
proinflammatory cytokines, IL-1f and IL-12 (p70), in a Lu-
minex 200™ system (Luminex Corp., Austin, TX). Assay
was performed following technical guidelines provided in the
kit. All analytes were measured simultaneously in the same
serum sample and assayed in duplicate, with intra-assay %
coefficient of variation <5% and interassay % coefficient of
variation <15% for each analyte.

Data analysis

Statistical analysis was performed with SPSS 17.0
software (SPSS Statistics, Inc., Chicago, IL). Values are
expressed as mean * standard deviation for parametric data
and as median (25th and 75th percentiles) for nonpara-
metric data. Bar graphs show mean + standard error.
Comparisons between groups were performed by Student’s
t-test for normally distributed samples and Mann—Whitney
U-test for non-normally distributed samples. Chi-square
test was employed to compare proportions. The three
groups were compared with one-way analysis of variance
(and Student—Newman—Keuls post hoc test) or Kruskal-
Wallis test (and Dunn’s multiple comparison post hoc test)
for parametric and nonparametric data, respectively. Cor-
relations were calculated using Spearman’s correlation
coefficient. Significant differences were considered when
p<0.05.
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Abstract: Sodium-glucose co-transporter 2 inhibitors (iSGLT2) have been linked to a considerable
reduction in cardiovascular risk in patients with type 2 diabetes (T2D), but the precise molecular
mechanisms are still elusive. We aimed to evaluate the effects of the iSGLT2 empagliflozin on
systemic inflammation and its potential antioxidant properties. This is an observational, prospective
follow-up study of a cohort of fifteen patients with T2D who received 10 mg/day of empagliflozin
according to standard clinical care. Measures at baseline, 12 and 24 weeks were taken. Metabolic and
anthropometric parameters were evaluated. Production of mitochondrial superoxide, glutathione
content, and glutathione s-reductase and catalase mRNA levels were measured in leukocytes. Serum
levels of myeloperoxidase, hs-CRP and IL-10 were determined. In addition to decreased body
weight and reduced glucose and HbA1c levels, we observed a reduction in superoxide production
in leukocytes of diabetic patients and increased glutathione content, prominently after 24 weeks of
empagliflozin treatment. Leukocyte expression of glutathione s-reductase and catalase, and serum
levels of IL-10 were enhanced at 24 weeks of empagliflozin treatment. Concomitantly, reduced
hs-CRP and myeloperoxidase levels were seen. This study provides evidence of the antioxidant and
anti-inflammatory properties of empagliflozin treatment in humans, which may contribute to its
beneficial cardiovascular effects.

Keywords: empagliflozin; SGLT2 inhibitors; type 2 diabetes; oxidative stress; inflammation; leukocytes

1. Introduction

Type 2 diabetes (T2D) is one of the most common chronic metabolic diseases, strongly associated
with cardiovascular diseases, which account for up to 80% of deaths among the diabetic population,
thus constituting a serious health problem [1-3]. The characteristic metabolic disturbances of T2D are
insulin resistance, hyperglycaemia and altered lipid metabolism, which sustain a state of subacute
chronic inflammation [4]. At the cellular level, these alterations lead to a shift in the balance between
oxidants and antioxidants in favour of oxidants, such as superoxide, which is released mostly as
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a by-product of mitochondrial oxidative phosphorylation [5]. Antioxidant defenses include many
enzymes, such as glutathione s-reductase (GSR), involved in the reduction of glutathione disulphide to
glutathione (GSH), or catalase (CAT), which dismutates H,O, into H,O and O,.

On the other hand, the systemic inflammation present in diabetic patients is mainly manifested
by increased circulating pro-inflammatory cytokines, such as tumor necrosis factor alpha (TNF«) or
interleukin 1 beta (IL-13), released by leukocytes [6]. These two main features of diabetes, namely;,
oxidative stress and chronic inflammation are of pivotal importance for diabetes-induced cardiovascular
risk, and as such are key targets for therapy [7].

A key player in the multifactorial pathophysiology of diabetes is glucose reabsorption
by the kidneys, which becomes maladaptive and markedly enhanced, thereby contributing to
hyperglycaemia [8]. The sodium and glucose co-transporter 2 (SGLT2), located at the kidney proximal
tubule, is the main driver of glucose transport from urine back into the bloodstream, accounting
for at least ninety percent of filtered glucose [9]. Recently, major attention has been focused on a
novel type of oral anti-diabetic drugs (OAD), the SGLT2 inhibitors (iSGLT2). iSGLT2 act directly on
glucose without depending on 3-cell function or insulin resistance [10]. Empagliflozin is one such
iSGLT?2, and is being widely used both as monotherapy or combined with insulin or other OADs, as its
mechanism of action does not interfere with traditional antidiabetic medications [11]. In addition to
their antihyperglycaemic effects, iSGLT2s have been shown to improve tissue insulin sensitivity [12,13],
increase glucagon secretion by alpha cells in the pancreas [14], prevent obesity by reducing body
weight [15], and decrease blood pressure [16]. Most importantly, a reduction in cardiovascular mortality
attributed to iSGLT2 treatment has been demonstrated in diabetic patients, in which a combined effect
of the aforementioned mechanisms may be critical [17,18]. However, the precise molecular basis for
cardiovascular protection in patients treated with iSGLT2 eludes our understanding.

Given this scenario, the aim of the present study was to examine the metabolic outcomes of
empagliflozin treatment in T2D patients, focusing on its chronic (24 weeks of treatment) effects on
inflammatory and oxidative stress signaling.

2. Experimental Section

2.1. Patients and Sample Collection

This is a post-authorization, observational, prospective follow-up study of a cohort of patients with
T2D. The T2D diagnosis was confirmed according to the American Diabetes Association’s criteria [19].

Fifteen patients with T2D who received treatment with empagliflozin according to standard
clinical care for T2D and who met the inclusion and exclusion criteria of the study were recruited from
the Endocrinology Service (University Hospital Doctor Peset). Initially, 17 patients were included in
the study, however, two were excluded due to lack of adherence to the treatment.

The inclusion criteria were as follows: age between 40 and 70 years of age and time of evolution of
the disease greater than 10 years. Exclusion criteria were the following: significant renal impairment
(creatinine >1.5 mg/dL or eGFR < 60 mL/min/1.73 m?); severe diabetic neuropathy; chronic diseases
other than those directly related to cardiovascular risk; morbid obesity (BMI > 40 kg/m?); smoking
habit or habitual alcohol intake. Patients were also excluded if other hypoglycaemic, antihypertensive
or lipid-lowering treatment had been altered (changes in dose or type of drug) in the previous year or
during the study period. The treatment consisted of 10 mg/day of empagliflozin for 24 weeks taken
orally, and measurements were taken at baseline and at 12 weeks and 24 weeks. Given the safety and
tolerability of empagliflozin [20] in patients with type 2 diabetes, and the efficacy demonstrated in
large-scale clinical trials [17,18], the dose of 10 mg/day was chosen. Urinary tract infections and genital
infections are the most common side effects for iSGLT2 treatment, and none of the subjects developed
any of these conditions in the study period.

The study was performed in compliance with the statement of ethical principles for medical
research of the Declaration of Helsinki and approval was obtained from our hospital’s Ethics Committee
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(CEIC 30/17) for all procedures involving human subjects. Informed written consents were obtained
from all patients before their participation.

2.2. Anthropometric and Biochemical Analyses

During each visit patients underwent a physical examination to obtain anthropometrical
measurements such as weight (kg), height (m), waist circumference (cm), systolic (SBP) and diastolic
blood pressure (DBP, mmHg). Overnight fasting blood was collected from the antecubital vein between
8:00 a.m. and 9:30 a.m. Samples were centrifuged at 1500 g for 10 min at 4 °C to obtain serum for
biochemical and molecular determinations.

Glucose levels were measured using enzymatic techniques and a Dax-72 autoanalyzer (Bayer
Diagnostic, Tarrytown, NY, USA). Fasting insulin levels were quantified by immunochemiluminescence
(Abbott, Madrid, Spain). Homeostasis model assessment of insulin resistance index (HOMA-IR) was
estimated as (fasting insulin (uU/mL) X fasting glucose (mg/dL))/405. The percentage of HbAlc was
obtained with an automatic glycohaemoglobin analyzer (Arkray Inc., Kioto, Japan).

The lipid profile was analysed as follows: total cholesterol and triglyceride levels were obtained
by means of enzymatic assay, high-density lipoprotein concentration (HDL-c) was determined with a
Beckman LX20 analyzer (Beckman Corp., Brea, CA, USA), and low-density lipoprotein concentration
(LDL-c) was calculated with Friedewald’s formula. High sensitive C-reactive protein (hs-CRP)
concentration was assessed by latex-enhanced immunonephelometric assay (Behring Nephelometer
II—Dade Bhering, Inc., Newark, DE, USA).

2.3. Leukocyte Extraction

Blood collected in heparinized tubes was incubated for 45 min with dextran (3% w/v in saline
solution; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). A gradient centrifugation was performed by placing
collected supernatants on Ficoll-Hypaque (GE Healthcare, Chicago, IL, USA) and centrifuging them
at 650 g for 25 min at room temperature. A bottom phase containing leukocytes was collected and
centrifuged at 650 g for 10 min at room temperature. The pellets were collected, washed with phosphate
buffered saline (PBS; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) and resuspended in Hank’s Balanced Salt
Solution (HBSS; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). Pellets were counted and divided into aliquots
and used fresh or stored at —80 °C until utilization.

2.4. Superoxide Production and GSH Content

MitoSOX Red mitochondrial superoxide indicator—MitoSOX™—(MTX, 5 x 10~® mol/L; Thermo
Fisher Scientific, Waltham, (Massachusetts), USA) was employed to evaluate mitochondrial superoxide
oxidation, and CellTracker™ Green 5-chloromethylfluorescein diacetate (CMFDA, 1 X 10~ mol/L;
Thermo Fisher Scientific, Waltham, (Massachusetts), USA) was used to assess GSH content.
After extraction, 1.5 X 10° of fresh isolated leukocytes were seeded per well in 48-well plates and
incubated with the corresponding fluorescent probes for 30 min. Cells from each subject were seeded
in triplicate and 12 images per well were recorded. Fluorescence was analyzed with a fluorescence
microscope (IX81; Olympus Corporation, Tokyo, Japan) coupled with the static cytometry software
“ScanR” (Olympus). In order to visualize nuclei, we coupled both fluorochromes with Hoechst 33342
(4 x 107 mol/L, Sigma Aldrich, St. Louis (Missouri), USA).

Fluorescence was standardized and referred to as percentage of control.

2.5. Quantitative Analysis of GSR and CAT Gene Expression

Total RNA was extracted from the pellet of leukocytes using GeneAll Ribospin™ Total RNA
extraction kit (Geneall Biotechnology, Hilden, Germany) following the manufacturer’s protocol.

Quantitative RT-PCR (qRT-PCR) analysis was carried out using FastStart Universal SYBR Green
Master (Sigma Aldrich, St. Louis (Missouri), USA) and the 7500 Fast RI-PCR system (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA). The purity and concentration of the RNA in samples was ascertained and
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calculated using a NanoDrop 200c spectrophotometer (Life Technologies, Thermo Fisher Scientific) at
an absorbance of 260 nm/280 nm (A260/280).

First strand cDNA was attained by means of a RevertAid first-strand cDNA synthesis kit
(Life Technologies, Thermo Fisher Scientific). qRT-PCR reactions were carried out as follows: 10 min at 95 °C,
40 cycles (designed in one step) at 95 °C for 10 s and one cycle at 60 °C for 30 s, and a melting curve stage.

Primers used for the study of mRNA expression of GSR were: Forward, GTGGAGGTGCTG
AAGTTCTCC and Reverse, AACCATGCTGACTTCCAAGC; and for CAT were: Forward, CTTC
GACCCAAGCAACATGC and Reverse, CGGTGAGTGTCAGGATAGGC. Data were normalized to
GAPDH by using the primers: Forward, CGCATCTTCTTTTGCGTCG and Reverse, TTGAGG
TCAATGAAGGGGTCA. Relative quantification was carried out according to the comparative 272t
method. Data were analyzed with Expression Suite software (Life Technologies, Thermo Fisher Scientific).

2.6. Myeloperoxidase (MPO) and Interleukin 10 (IL-10) Levels

MPO and IL-10 levels were evaluated in serum using a Luminex 200 flow analyzer system
(Millipore, Austin, TX, USA).

2.7. Statistical Analysis

GraphPad Prism version 7.00 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA, www.graphpad.com)
was employed for statistical analysis. Parametric data are expressed as mean + standard deviation
(SD) and non-parametric variables as median (25th and 75th percentiles). Bar graphs show mean +
standard error of the mean (SEM). The three groups were subjected to repeated measure one-way
ANOVA analysis followed by Tukey’s multiple comparison test or the Friedman test followed by
Dunn’s multiple comparisons test for parametric and non-parametric data. When only 2 groups were
compared, a paired t-test was employed.

Differences were considered significant when p < 0.05.

3. Results

3.1. Anthropometric and Biochemical Parameters

The present study involved 15 diabetic subjects who initiated treatment with empagliflozin
according to the standard clinical care for T2D. Among these patients, five were on treatment
with metformin, one with insulin, four with metformin + DPP-4 inhibitors, two with metformin +
DPP-4 inhibitors + insulin, two with metformin + insulin, and one patient received empagliflozin as
monotreatment. However, all patients had received stable glucose-lowering therapy for at least 12
months before the study and continued to do so during follow-up; hence, empagliflozin treatment was
the only substantial change in their treatment. With regard to lipid-lowering drugs, 80% of patients
received statins. A total of nine patients took antihypertensive medications, five of which with diuretic
treatment. Retinopathy and nephropathy affected 20% and 33% of T2D patients, respectively.

Anthropometric and metabolic characteristics of the study group are shown in Table 1. We observed
a significant decrease in weight after 12 weeks of empagliflozin treatment (p < 0.05), and a further
decrease at 24 weeks of treatment (p < 0.05 compared to baseline, and also between 12 and 24 weeks),
together with a marked reduction in waist circumference (p < 0.01 between baseline and 24 weeks).
Systolic and diastolic blood pressure remained unchanged during the follow-up period.
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Table 1. Anthropometric parameters of the study population at baseline, 12 weeks and at the end of

24-week follow-up.

Baseline 12 Weeks 24 Weeks p-Value
Empagliflozin Empagliflozin
N (males) 15 (11) 15 (11) 15 (11)
Age (years) 60.8 +10.2 - -
Weight (kg) 88.1 +19.8 85.1+£20.2*% 83.7 +20.4 ** <0.001
Waist circumference (cm) 104.4 + 124 100.9 = 15.6 98.22 + 13.0 ** <0.05
SBP (mmHg) 139.3 £25.9 137.3 +£20.9 139.3 £21.2 ns
DBP (mmHg) 772 +11.6 79.1+13.3 77.0 £ 125 ns
Total cholesterol (mg/dL) 141 £ 25 155 +£28* 150 + 27 <0.05
LDL-c (mg/dL) 79.5 +18.6 89.2+17.0 86.7 +20.4 ns
HDL-c (mg/dL) 446+78 428 +6.9 47.0+ 39 ns
Triglycerides (mg/dL) 94 (86—137) 119 (101-171) * 108 (85—-130) <0.05
Insulin (pUI/mL) 9.6 +5.7 9.3+58 92+6.1 ns
HOMA-IR 328 +2.23 3.00 + 1.63 2.83+1.96 ns

! Data are expressed as mean + SD for parametric variables and as median (interquartile range) for non-parametric
data. Repeated measure one-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparisons test or Friedman test followed
by Dunn’s multiple comparisons test were performed when comparing parametric and non-parametric variables,
respectively. * p < 0.05 vs. baseline, ** p < 0.01 vs. baseline, ¥ p < 0.05 vs. 12 weeks-empagliflozin. Abbreviations:
SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic blood pressure; LDL-c, low-density lipoprotein cholesterol; HDL-c,
high-density lipoprotein cholesterol; HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin resistance.

Regarding lipid profile, our data showed a modest increase in total cholesterol at 12-weeks of
empagliflozin treatment (p < 0.05), but this increase was not maintained at 24-weeks, though levels were
still higher than at baseline. LDL-c and HDL-c levels increased slightly, but did not show significant
differences after treatment. Triglyceride levels increased transiently at 12 weeks of treatment (p < 0.05).
Lastly, when we analyzed insulin levels and HOMA-IR index, no differences from baseline were
noted after treatment with empagliflozin. Patients whose treatment included insulin were excluded
from HOMA-IR and insulin assessments. As expected, glucose levels decreased with empagliflozin
treatment and became significant at 24-weeks of treatment (p < 0.05; Figure 1A). We observed the same
pattern in HbAlc % (p = 0.09 at 12-weeks and p < 0.05 at 24-weeks treatment; Figure 1B).
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Figure 1. Empagliflozin effect on glucose metabolism. Blood glucose (A) and HbAlc levels (B) at 12
and at 24 weeks of treatment with empagliflozin 10 mg/day. Abbreviations: EMPA, empagliflozin;
HbAlc %, glycated hemoglobin. * p < 0.05 vs. type 2 diabetes baseline.

3.2. Mitochondrial Superoxide Production and GSH Content in Leukocytes

Data showed a tendency (p = 0.059) to produce less mitochondrial superoxide after 12 weeks,
a value that became statistically significant after 24 weeks (p < 0.05; Figure 2A) and is indicative of a
reduction in oxidative stress.
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Figure 2. Effect of empagliflozin treatment on oxidative stress parameters and antioxidant enzymes.
Mitochondrial superoxide production (A), GSH content (B) and mRNA expression of the antioxidant
enzymes GSR (C) and CAT (D) in human leukocytes at 12 and 24 weeks of empagliflozin treatment.
Data were normalized to fluorescence at baseline. The values of the relative gene expression were normalized
to baseline mRNA expression levels and calculated using the 2-8ACT method. Abbreviations: EMPA,
empagliflozin; MTX, MitoSOX Red mitochondrial superoxide indicator; CMFDA, 5-chloromethylfluorescein
diacetate; GSH, glutathione, GSR, glutathione S-reductase; CAT, catalase. * p < 0.05, ** p < 0.05 vs. type 2
diabetes baseline. Representative fluorescence microscopy images are shown.

GSH content, an endogenous antioxidant, increased significantly after 12 weeks of treatment
(p < 0.05) and this trend was maintained after 24 weeks (p < 0.01; Figure 2B). Despite this antioxidant
marker improvement, plasma carbonyl content did not change after either 12 or 24 weeks of

3.3. Antioxidant Gene Expression

Besides GSH content, we evaluated GSR gene expression, which codifies for the enzyme involved
in GSH synthesis. As shown in Figure 2C, GSR levels increased significantly after 24 weeks of treatment
(p < 0.05) compared to baseline. The same pattern was observed for the mRNA expression of CAT,

another key antioxidant enzyme, which augmented in a significant manner after 24 weeks of treatment
(p < 0.05; Figure 2D).
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3.4. Inflammatory Parameters

Because the main effects of empagliflozin on metabolism and oxidative stress were evident
at 24 weeks of treatment, we focused on inflammatory markers at this time point. Analyzing the
pro-inflammatory markers hs-CRP and MPO, we observed a significant decrease in both markers after
treatment (both p < 0.05; Figure 3A,B). In terms of the anti-inflammatory cytokine IL-10, we observed a
significant increase in its levels following treatment (p < 0.05; Figure 3C).
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Figure 3. Assessment of inflammatory parameters; serum hs-CRP (A), MPO (B) and IL-10 (C) levels at
baseline, 12 and 24 weeks of treatment. Abbreviations: EMPA, empagliflozin; hs-CRP, high-sensitive
C-reactive protein, MPO, myeloperoxidase; IL-10, interleukin 10. * p < 0.05 compared with type 2
diabetes baseline.

4. Discussion

iSGLT2s are a new class of oral hypoglycaemic drugs that block glucose reabsorption at the renal
level, thus promoting urine glucose and sodium excretion and reducing plasma glucose levels [21].
In the present study, we have focused on the effects of empagliflozin on oxidative stress in the leukocytes
of T2D subjects, and on inflammatory parameters. In addition to a reduction in body weight and
an improved metabolic profile—characterized by reduced plasma glucose and HbAlc levels—we
observed a reduction in mitochondrial superoxide production in diabetic patients after treatment
with the iSGLT2 empagliflozin, together with increased antioxidant defenses. Moreover, reduced
proinflammatory markers and increased anti-inflammatory parameters were maintained after 24 weeks
of treatment with empagliflozin. Besides their glucose-lowering effect, iSGLT2s produce changes in
the lipid profile that should also be highlighted. Empagliflozin treatment is correlated with increased
total cholesterol due to slight increases in HDL-c and LDL-c, as we have observed, and reported
in other studies [22,23]. However, there is a well-documented cardiovascular protection exerted by
iSGLT2s, which endows these drugs with clinical potential [24]. This has been reflected by several
studies, such as the EMPA-REG OUTCOME study [25] in which a reduction of 38% in cardiovascular
mortality was evident in the empagliflozin vs. placebo group. However, neither the reduction in
HbA1lc observed in the study (0.60% over 12 weeks) nor the reduction in SBP (up to 5 mmHg) are
sufficient to explain the reported protection against cardiovascular mortality [26,27].

Interestingly, as little as 24 weeks of treatment with iSGLT?2 is sufficient to witness their beneficial
effects on HbAlc, body weight, blood pressure and, most importantly, on the cardiovascular system [28].
As an example, the reduction in hospitalization rates for heart failure in the group treated with
empagliflozin in the EMPA-REG OUTCOME study was already significant at this time point [25].
A recent study demonstrated an improved arterial stiffness after 6 weeks of treatment with empagliflozin
in T2D patients, and hs-CRP was shown to be one of the main significant determinants for this
improvement [29]. Nevertheless, despite the available evidence, the molecular mechanisms underlying
the cardiovascular protection attributable to iSGLT2 treatment are still unknown, though amelioration
of oxidative stress has been hypothesized to be a potential contributor [30]. Because cardiac tissue
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possesses low antioxidant defenses, increasing the expression or activity of antioxidant enzymes could
be a mechanism of cardiac protection under high risk situations such as T2D.

Oxidative stress occurs when the production of pro-oxidant species overcomes the intrinsic
antioxidant defense system of the cell, thus triggering damage to lipids, proteins and DNA, and
eventually compromising cellular and tissue function. Exploring the role of SGLT2 inhibition in the
prevention or reduction of oxidative stress conditions has been the subject of several studies over the
last decade. However, to date, most of the studies evaluating the effect of iSGLT2 on oxidative stress
have been performed in animal models [31-33].

Our data demonstrate that T2D patients receiving iSGLT2 treatment undergo a reduction in
mitochondrial superoxide production in parallel to an increase in glutathione content, and markedly
so after 24 weeks of treatment. This is accompanied by increased expression of the antioxidant
enzymes GSR and CAT. However, no changes in plasma protein carbonyl content were observed with
empagliflozin treatment at these time-points. Whether this could be due to the small sample size or
would require long-term empagliflozin treatment needs to be addressed in future research. Our findings
are in accordance with previous studies in rat models of T2D, in which increased antioxidant enzyme
content [32] and activity [33] in renal tissues has been reported. Furthermore, iSGLT2 treatment in
diabetic mice has been shown to induce antioxidant gene expression (manganese-dependent superoxide
dismutase and CAT) in adipose tissue and muscle [34].

Our study provides consistent and novel evidence of the antioxidant effect of empagliflozin
treatment in humans. In this regard, one study showed that dapagliflozin, another iSGLT2, promoted
a reduction in urinary isoprostane excretion, an indirect marker of oxidative stress, although this effect
was acute (2 days of dapagliflozin treatment) and chronic effects were not evaluated [35]. Regarding
empagliflozin, a previous study in patients with T2D showed that the use of empagliflozin was
associated with a reduction in oxidative stress, although the study’s duration was rather short (28 days).
Moreover, changes were evident in a single marker of oxidative stress—namely, the urinary excretion of
8-iso-prostaglandin F2a—Dbut neither reactive oxygen species production nor antioxidant content were
studied in cells isolated from such patients [36]. We have focused our study on immune cells, which
are key players in the context of metabolic diseases, and particularly in T2D [6]. Circulating leukocytes
participate in the maintenance of a chronic low-grade inflammatory state that is ongoing during T2D
and could be one of the main causes of increased cardiovascular risk in these patients. Moreover,
T2D patients are characterized by increased circulating proinflammatory cytokines and decreased
anti-inflammatory IL-10, with these molecules being released by leukocytes [37-39]. We observed
decreased inflammation following 24 weeks of empagliflozin treatment, evidenced by a drop in
circulating hs-PCR. In addition, serum myeloperoxidase concentration was also markedly reduced by
iSGLT2. This pro-oxidant enzyme is mainly released by neutrophils as an anti-microbial response, but
enhanced levels have been observed during chronic inflammatory situations, and may trigger damage
to the vascular walls [40,41]. We have previously demonstrated higher levels of myeloperoxidase in
T2D patients, especially in those with vascular complications [42].

The present study, indicates that myeloperoxidase levels are reduced with empagliflozin,
suggesting that this may be the way in which empagliflozin prevents the oxidative damage to
the endothelium that precedes many of the complications of diabetes. We observed a concomitant
increase in the anti-inflammatory cytokine IL-10 after 24 weeks of empagliflozin treatment. This finding
supports an anti-inflammatory role of iSGLT2, which could contribute to preserving the vascular
system in T2D patients. Recently, an ex vivo study demonstrated that SGLT2 inhibition prevents the
hyperglycaemia-induced impairment of endothelium-dependent vasodilatation [43]. In accordance
with these potential benefits to the vascular system, animal studies have shown that empagliflozin
protects against vascular complications by undermining oxidative stress [31,44], which is reinforced by
our present findings.

Is important to take into account that empagliflozin may decrease hs-CRP and reduce the levels of
lipoproteins via ameliorating insulin resistance [45]. Therefore, the cardiovascular benefits conferred
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by empagliflozin might be driven at least partly by anti-inflammatory effects, and this mechanism
might cooperate with reduced blood pressure, also observed under empagliflozin treatment [45]. The
underlying mechanisms to explain empagliflozin-induced anti-inflammatory effects are multiple, but
may involve weight loss, a reduction in adipose tissue inflammation, a slight increase in ketone bodies,
and diminution of uric acid levels or attenuation of oxidative stress [46].

5. Conclusions

In summary, this study provides new evidence of the antioxidant and anti-inflammatory properties
of empagliflozin treatment in humans. These benefits may play a role in the well documented
cardiovascular protection provided by iSGLT2, although the precise underlying mechanisms require
further investigation.
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Abstract: Type 1 diabetes has been associated with oxidative stress. This study evaluates the
rates of oxidative stress, mitochondrial function, leukocyte—endothelium interactions and adhesion
molecules in type 1 diabetic patients. The study population consisted of 52 diabetic patients
and 46 body-composition and age-matched controls. We assessed anthropometric and metabolic
parameters, oxidative stress and mitochondrial function by evaluating reactive oxygen species (ROS)
production, mitochondrial ROS production, mitochondrial membrane potential and superoxide
dismutase (SOD) and catalase (CAT) expression in polymorphonuclear leukocytes from type 1 diabetic
patients. In addition, we evaluated interactions between leukocytes and human umbilical vein
endothelial cells (HUVEC), and serum expression of adhesion molecules (P-selectin, VCAM-1 and
ICAM-1), proinflammatory cytokines (IL-6 and TNF«) and myeloperoxidase (MPO). HbA¢c and
glucose levels were higher in diabetic patients than in control subjects, as expected. Mitochondrial
function was altered and leukocyte—endothelium interactions were enhanced in diabetic patients,
which was evident in the increase in total and mitochondrial ROS production, higher mitochondrial
membrane potential, enhanced leukocyte rolling and adhesion, and decreased rolling velocity.
Furthermore, we observed an increase in levels of adhesion molecules P-selectin, VCAM-1,
and ICAM-1 in these subjects. In addition, type 1 diabetic patients exhibited an increase in
proinflammatory mediators TNFo and MPO, and a decreased expression of SOD. The enhancement
of leukocyte—endothelium interactions and proinflammatory markers correlated with glucose and
HbAclevels. Mitochondrial alteration, oxidative stress, and enhanced leukocyte—endothelium
interactions are features of type 1 diabetes and may be related to cardiovascular implications.

Keywords: type 1 diabetes; mitochondria; endothelium; inflammation; cardiovascular risk

1. Introduction

Mitochondrial dysfunction and cardiovascular events have been previously related to metabolic
diseases such as obesity and diabetes. Furthermore, impaired mitochondrial energetics and oxidative
damage have been implicated in cardiac dysfunction in obesity and diabetes [1-3], and a disruption
of physiological reactive oxygen species (ROS) homeostasis may lead to the impairment of 3-cell
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function [4]. On the other hand, a regulated production of ROS can be beneficial, as it mediates different
physiological processes [5], acting as a double-edged sword by modulating insulin signaling-required
for insulin to exert its physiological action-while also playing a role in the pathogenesis of insulin
resistance [3].

Cardiovascular disease (CVDs) and related macro- and microvascular disease are long-term
complications of obesity and diabetes and, together with chronic diabetic renal disease, are the most
important cause of morbi-mortality in patients with type 1 diabetes [6-9]. It has been estimated that
the relative risk of CVDs in these patients is 10 times higher than in non-diabetics [7]. In this sense,
it is important to highlight that one of the key factors in the development of CVDs is atherosclerosis.
The atherosclerotic process is considered a chronic inflammatory disease characterized by accumulation
of lipids, infiltration of leukocytes, proliferation of smooth muscle cells and deposition of connective
tissue [10]. Furthermore, atherosclerotic lesions in type 1 diabetic patients are characterized by
the involvement of multiple vessels, including the distal coronary artery, and severe stenosis [11].
The complex relationship between type 1 diabetes and CVDs is not fully understood. In fact, the longer
duration of type 1 diabetes can promote CVDs through different pathophysiological pathways [7,12,13].

Peripheral polymorphonuclear leukocytes (PMNs) are one of the main types of inflammatory cells
and can release ROS when activated, contributing to oxidative stress, inflammation and endothelial
impairment. Eventually, oxidative stress is produced in the PMNs of insulin-resistant patients and is
related to an impairment of mitochondrial function [14]. In agreement with this idea, PMNs could
also be activated by glucose homeostasis variation, such as acute hyper-and hypoglycemia, and these
variations can concur, generating advanced glycosylation-end products (AGEs) that promote cellular
dysfunction and endothelial expression of several adhesion molecules, such as vascular adhesion
molecule-1 (VCAM-1), intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) and selectins [15-17]. On the other
hand, AGEs have been demonstrated in atherosclerotic lesions of diabetic patients [18]. Furthermore,
it is important to stress that the onset of many CVDs is heralded by the movement and accumulation
of leukocytes in the vessel wall [18], and that these processes are mediated by an interaction between
the adhesion molecules expressed on leukocytes and/or endothelial cells [19].

Lastly, PMNs also play an important role by releasing high amounts of ROS from different sources,
such as mitochondria and myeloperoxidase (MPO) [20-22], which are well known risk factors of CVDs.
Furthermore, the association of oxidative stress and inflammation with type 1 diabetes is partially
documented, while the role of oxidative stress in PMNs, leukocyte—endothelium interactions and
endothelial dysfunction is still unclear. The purpose of the present study was to throw light on the
relationship between mitochondrial dysfunction, leukocyte activation and, especially, the increase of
leukocyte—endothelium interactions observed in type 1 diabetes.

2. Experimental Section

2.1. Patients and Sample Collection

Our study population was composed of 52 patients with type 1 diabetes diagnosis [23] and
46 healthy volunteers recruited from the Endocrinology and Nutrition Service at University Hospital
Dr Peset (Valencia, Spain), and who were adjusted by sex and age. The subjects signed a written
informed consent form and protocols were approved by our hospital’s Ethics Committee for Clinical
Investigation (ID: 98/19), in line with the ethical principles of the Helsinki declaration.

Exclusion criteria were: presence of any documented history of CVDs (ischemic cardiopathy;,
stroke, peripheral arteriopathy, or any other chronic disease related to cardiovascular risk); any severe
condition including inflammatory, infectious, and autoimmune diseases or malignancies.
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2.2. Clinical and Biochemical Analysis

All subjects recruited for the present study underwent a physical examination to obtain
anthropometrical measurements such as weight (kg), height (m), waist circumference (cm), body mass
index (BMI), and systolic (SBP) and diastolic blood pressure (DBP). Blood samples for biochemical
and experimental procedures were collected from the antecubital vein between 8:00 and 9:30 a.m. in a
fasting condition. To obtain serum, samples were centrifuged at 1.500 g at 4 °C, for 10 min. Glucose
levels were determined by means of an automated enzymatic technique using a Beckman Synchron
LX20 Pro analyzer (Beckman Coulter, Brea, CA, USA), and percentage of glycated hemoglobin A;c
(HbAjc) was obtained with an automatic glycohemoglobin analyzer (Arkray Inc., Kyoto, Japan).
Total cholesterol, high-density lipoprotein cholesterol (HDL-c) and triglyceride levels were determined
by means of an automated enzymatic technique (Beckman Coulter, Brea, CA, USA). Low-density
lipoprotein cholesterol (LDL-c) was calculated with Friedewald’s formula. Highly sensitive C-reactive
protein (hs-CRP) concentration was calculated by latex-enhanced immunonephelometric assay (Behring
Nephelometer II; Dade Behring, Inc., Newark, NJ, USA).

2.3. Isolation of Leukocytes

To isolate human leukocytes, blood collected in citrated tubes was incubated for 45 min with
dextran (3% w/v in saline solution; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). A gradient centrifugation was
performed by placing collected supernatants over Ficoll-Hypaque (GE Healthcare, Barcelona, Spain)
and centrifuging at 650 g for 25 min at room temperature. Pellets containing PMNs were collected and
washed with phosphate-buffered saline (PBS; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA), resuspended in
1 mL of Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). Cells were counted
and divided into different aliquots: a first aliquot of 1.95 x 10° cells/mL was resuspended in HBSS to
perform a fluorescent microscopy assay; a second aliquot of 1.2 x 10° cells/mL was resuspended in
complete Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI; Biowest-bw, Nuaillé, France) to perform
leukocyte—endothelium interaction assays; the remaining cells were stored at —80 °C.

2.4. ROS Production and Mitochondrial Membrane Potential

Total and mitochondrial ROS production was evaluated by static fluorimetry using a fluorescence
microscope (IX81; Olympus, Hamburg, Germany) coupled with the static cytometry software “ScanR”
(Olympus, Hamburg, Germany). After extraction, 1.5 x 10° of fresh isolated PMNs were seeded per well
in 48-well plates and incubated with 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA, 5 uM), red
mitochondrial superoxide indicator (MitoSOX, 5 uM) and tetramethylrhodaminemethylester (TMRM,
5 uM) fluorescent probes (Thermo Fisher Scientific, Needham, MA, USA) for 30 min to measure total
and mitochondrial ROS production, and mitochondrial membrane potential, respectively. Hoechst
33,342 (Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) was used to visualize nuclei. Results were expressed as %
of the control.

2.5. Interaction and Adhesion Assays

Interaction and adhesion dynamics were explored using an ex vivo model which simulates
human physiological conditions, with an inverted microscope (Nikon Eclipse TE 2000-S; Amstleveen,
Netherlands) connected to a video camera (Sony Exware HAD; Koln, Germany) for visualization and a
parallel plate flow-chamber system as described previously [24]. To recreate the human endothelium,
human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) were extracted from umbilical cords donated by
healthy volunteers. HUVEC primary cultures were cultured in EBM2 medium (PromoCell GmbH,
Heidelberg, Germany) supplemented with Supplement Pack Endothelial Cell GM2 (PromoCell GmbH,
Heidelberg, Germany) on fibronectin-coated plastic coverslips (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)
until confluence. To perform the assay, coverslips were placed on the bottom of the flow chamber and
the leukocyte suspension—Obtained as described previously—Were perfused across the system at a
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flow rate of 0.36 mL/min (physiological human rates) for 5 min. The whole experiment was recorded
and leukocyte rolling flux, rolling velocity and adhesion were studied as usual [24].

2.6. Adhesion Molecule and Biomarkers of Inflammation

To better understand cell adhesion dynamics, levels of P-selectin, VCAM-1, ICAM-1 and selected
mediators of inflammation interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor alpha (TNF«) and MPO were

evaluated in the serum of participants using a Luminex 200 flow analyzer system (Millipore, Austin,
TX, USA).

2.7. Quantitative Analysis of SOD and CAT Gene Expression

Total RNA from leukocyte pellets were isolated with GeneAll® RibospinTM kit (GeneAll
Biotechnology, Hilden, Germany). RNA concentration was measured with Nanodrop 2000 c
(Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, Needham, MA, USA), and an optical density absorption
ratio of 260/280 nm between 1.8 and 2.0 confirmed RNA purity.

First-strand cDNA was attained by means of Revert Aid First-Strand cDNA Synthesis kit (Life
Technologies, Thermo Fisher Scientific, Needham, MA, USA) using oligo (DT) primers. We made
diluted 1:10 (v/v) working aliquots of the first-strand cDNA and 2 pL of these aliquots were used in the
following steps. qRT-PCR reactions were carried out as follows: 10 min at 95 °C, 40 cycles (designed in
one step) at 95 °C for 10 s and one cycle at 60 °C for 30 s, and a melting curve stage using LightCycler®
480 SYBR Green I Master (Roche, Mannheim, Germany) in a 7500 Fast real-time PCR system (Life
Technologies, Carlsbad, CA, US).

Primers used for the study of mRNA expression of SOD1 were: Forward, GGTGTGGCCGAT
GTGTCTAT and Reverse, TTCCACCTTTGCCCAAGTCA,; and for CAT were: Forward, CTTCGACCCA
AGCAACATGC and Reverse, CGGTGAGTGTCAGGATAGGC. Data were normalized to 3-Actin by
using the primers: Forward, CCTCGCCTTTGCCGATCC and Reverse, CGCGGCGATAT CATCATCC.
Relative quantification analysis was made according the comparative 2-#4“t method with Expression
Suite software (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).

2.8. Statistical Analysis

GraphPad Prism version 7.00 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) was employed to perform
the statistical analysis. Parametric variables are expressed as mean =+ standard deviation (SD) and
non-parametric variables as median (25th and 75th percentiles). The bar graphs in the figure show
mean =+ standard error of the mean (SEM). An unpaired Student’s ¢-test was used for comparisons
between groups. Correlations between variables were explored using SPSS 17.0 software (SPSS Statistics,
Inc. Chicago, IL, USA) and calculated using Spearman’s correlation coefficient. Differences were
considered significant when p < 0.05.

3. Results

3.1. Characteristics of the Study Population

The present study involved 52 type 1 diabetic subjects and 46 healthy controls. Evolution time
of the patients” diabetes was 15.8 + 8.3 years. Table 1 shows non-statistical differences among the
groups with respect to sex, age and BMI. Type 1 diabetic patients received continuous antidiabetic
treatment consisted of fast-acting insulin (Humalog, Novorapid or Fiasp), and slow-acting insulin
(Tresiba, or Toujeo), and as shown in Table 1, antihypertensive medications and lipid-lowering drugs.
No subjects were being treated with diuretic agents. The following comorbidities were reported
among the type 1 diabetic group: 15 patients were affected by retinopathy, 3 by nephropathy and 3
by neuropathy.
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Table 1. Anthropometric characteristics, biochemical determination and pharmacological treatment of
the study population.

. Type 1
Characteristics Control Diabet}i’fPatients p-Value
n 46 52
Sex (% men) 46% 50%
Age (years) 434+79 41.7 £13.0 ns
Duration of diabetes (years) - 15.8 +£8.3
Weight (kg) 73.3 +£16.0 752 +£17.0 ns
Waist circumference (cm) 84.6 +13.1 87.1+13.4 ns
BMI (Kg/m?) 252 +4.7 253+ 3.6 ns
SBP (mmHg) 117.8 £+13.3 120.0 £ 19.6 ns
DBP (mmHg) 702 + 8.4 714 +8.2 ns
Glucose (mg/dL) 919+ 113 167.9 + 74.8*** p <0.001
HbA1c-DCCT (%) 521 +0.22 7.72 + 1.12%%* p <0.001
Total cholesterol (mg/dL) 189.9 + 32.7 171.5 +29.2 ns
HDL-c (mg/dL) 582 +12.4 57.8 + 14.6 ns
LDL-c (mg/dL) 115.1 +26.8 98.6 +26.4 ns
Triglycerides (mg/dL) 73.0 (54.0-104.0) 73 (53.0-87.0) ns
hs-CRP (mg/L) 1.15 (0.48-2.0) 1.17(0.56-2.32) ns
TREATMENT (%)
Antihypertensive medications - 9.6%
Statins - 40.4%
Fibrate - 3.9%

Data are expressed as mean + SD for parametric variables and as median (interquartile range) for non-parametric
data. An unpaired Student’s t-test was used for comparisons between groups.** p < 0.001 control vs. type 1
diabetic subjects. Abbreviations: BMI, body mass index; DBP, diastolic blood pressure; HbA;c-DCCT, glycated
hemoglobin-according to Diabetes Control and Complications Trial method; HDL-c, high-density lipoprotein
cholesterol; HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin resistance; hs-CRP, high-sensitive C-reactive
protein; LDL-c, low-density lipoprotein cholesterol; ns, not significant; SBP, systolic blood pressure.

Anthropometric and metabolic characteristics of the study population are shown in Table 1.
We observed significant differences in glucose and HbA ;¢ levels according to diabetes definition
(both p < 0.001). A reduction in total and LDL-c levels (both p < 0.05) was also observed in type 1
diabetic group, probably due to the lipid-lowering treatment received by patients. No other significant
differences were found.

3.2. ROS Production and Membrane Potential

When we focused on ROS production in leukocytes, we noticed that both total and mitochondrial
ROS levels were higher in type 1 diabetic patients than in control subjects (Figure 1A,B, p < 0.05 both),
and an increase in mitochondrial membrane potential was observed in the former group (Figure 1C,
p < 0.05).
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Figure 1. Evaluation of oxidative stress (total and mitochondrial ROS production) and mitochondrial
membrane potential in type 1 diabetic and control subjects. (A) Levels of total ROS production measured
as DCFH-DA fluorescence. Representative images of leukocytes stained with DCFH-DA (green) and
Hoechst 33,342 (blue) and visualized by fluorescence microscopy. (B) Levels of mitochondrial ROS
production measured as MitoSOX red fluorescence. Representative images of leukocytes stained with
MitoSOX (red) and Hoechst 33,342 (blue) by fluorescence microscopy. (C) Mitochondrial membrane
potential measured as TMRM fluorescence. Representative images of leukocytes stained with TMRM
(red) and Hoechst 33,342 (blue) and visualized by fluorescence microscopy. Fluorescence was measured
as arbitrary units of fluorescence and expressed as % of control fluorescence. Data are expressed as
mean + SEM. * p < 0.05 control vs. type 1 diabetic subjects.

3.3. Leukocyte—Endothelium Cell Interaction

The dynamic between isolated PMNs and endothelial cells was explored using a flow-chamber
system that measures the flux of PMNS, their velocity and their adhesion to the endothelium. In addition,
we chose to evaluate some representative soluble adhesion molecules in serum. The results are shown
in Figure 2. PMNs from type 1 diabetic patients showed a decrease in rolling velocity (Figure 2A,
p < 0.001) and an increase in rolling flux (Figure 2B, p < 0.01) compared with those from controls.
In addition, we observed an increase in PMNs adhesion (Figure 2C, p < 0.001). In line with these
results, we detected an increase in the levels of the adhesion molecules P-selectin (Figure 2D, p < 0.05),
VCAM-1 (Figure 2E, p < 0.01) and ICAM-1 (Figure 2F, p < 0.001) in type 1 diabetic patients.
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Figure 2. Evaluation of PMNs interactions in type 1 diabetic and control subjects, and levels of adhesion
molecules in serum. (A) PMNs rolling velocity (umsecond™); (B) PMN rolling flux (cells/min);
(C) PMNs adhesion (cells/mm?); (D) Levels of P-selectin (ng/mL); (E) Levels of VCAM-1 (ng/mL);
(F) Levels of ICAM-1 (ng/mL). Data are expressed as mean + SEM. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001
control vs. type 1 diabetic subjects. Abbreviations: ICAM-1: intercellular adhesion molecule-1; PMNSs,

polymorphonuclear leukocytes; P-selectin: platelet selectin; VCAM-1: vascular cell adhesion molecule-1.

3.4. Expression of Inflammatory Mediators

As expected, when serum TNF« levels were analyzed the data revealed an increase in type 1
diabetic patients with respect to controls (Figure 3A, p < 0.01), but differences in IL-6 serum levels were
not found between the two groups (Figure 3B). Lastly, when we explored MPO levels, we observed an
increase in serum levels in type 1 diabetic patients versus controls (Figure 3C, p < 0.01).
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Figure 3. Evaluation of serum levels of cytokines and mediators of inflammation in type 1 diabetic
and control subjects. (A) Serum levels of TNF« (pg/mL); (B) Serum levels of IL-6 (pg/mL); (C) Serum
levels of MPO (pmol/L). Data are expressed as mean + SEM. * p < 0.05, ** p < 0.01 control vs. type 1
diabetic subjects. Abbreviations: IL-6, interleukin 6; MPO, myeloperoxidase; TNF«: tumor necrosis

factor alpha.
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3.5. Antioxidant Gene Expression

We have measured the antioxidant gene expression of SOD and CAT. Figure 4A shows that there
was a decrease in type 1 diabetic patients with respect to controls (Figure 4A, p < 0.05), but differences
in CAT levels were not found between the two groups (Figure 4B).
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Figure 4. Evaluation of mRNA expression of SOD (A) and CAT (B) in type 1 diabetic and control
subjects. Data are expressed as mean + SEM. * p < 0.05, control vs. type 1 diabetic subjects. * p < 0.05
control vs. type 1 diabetic subjects.

3.6. Correlations Studies

We further explored possible correlations with glucose and HbA ¢ levels in the study population
(Table 2). Glucose was negatively correlated with rolling velocity (r = —0.457; p < 0.05) and positively
correlated with cellular adhesion (r = 0.369; p < 0.001), to ICAM-1 (r = 0.335; p < 0.05) and VCAM-1
(r=0.291; p < 0.05). In addition, HbA;c was negatively correlated with rolling velocity (r = —0.719;
p < 0.001), and positively correlated with rolling flux (r = 0.401; p < 0.05), cellular adhesion (r = 0.658;
p <0.001), ICAM-1 (r = —0.497; p < 0.001), VCAM-1 (r = 0.397; p < 0.01) and TNF« (r = 0.397; p < 0.05).
TNF« was positively correlated with mitochondrial membrane potential (r = —0.406; p < 0.05), rolling
flux (r = 0.469; p < 0.05) and MPO (r = 0.402; p < 0.05). Total ROS production was negatively correlated
with rolling velocity (r = —0.395; p < 0.05), and VCAM-1 was correlated with IL-6 (r = 0.491; p < 0.01),
while MPO correlated with hs-CRP (r = 0.427; p < 0.05). It is important to take into account that r < 0.5
has been considered to be a week correlation.
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Table 2. Correlations between glucose blood, ROS production, leukocyte-endothelium interaction and inflammation in study population.

Parameters Glucose HbAc-DCCT Total ROS Production TNFx hs-CRP

Rolling velocity r =-0.457 p <0.05 r=-0.719 p < 0.001 r=-0.395 p <0.05 - -
Rolling flux - r=0.401 p<0.05 - r = 0.469 p <0.05 -
Cellular adhesion r =0.369; p < 0.001 r=0.658 - - - -
ICAM-1 r=0.335 p <0.05 r=0.497 - - - -
VCAM-1 r=0.291 p <0.05 r=0.397 - - - -
TNFx - r=0.397 p<0.05 - - -
IL-6 - - - - -

MPO - - - r = 0.402 p <0.05 r=0.427 p<0.05
Membrane potential - - - r = 0.406 p <0.05 -

Correlation coefficients were estimated by Pearson’s correlation for parametric parameters or Spearman’s correlation when data were nor normally distributed. Abbreviations:
HbA;c-DCCT, glycated hemoglobin HbAc-according to Diabetes Control and Complications Trial method; hs-CRP, highly sensitive C-reactive protein; ICAM-1, intercellular adhesion
molecule-1; IL-6, interleukin-6; MPO, myeloperoxidase; ROS, reactive oxygen species TNF-o, Tumor necrosis factor alpha; VCAM-1, vascular cell adhesion molecule-1.
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4. Discussion

The results of the present study show an increase in fasting levels of HbAjc and glucose in type 1
diabetic patients with respect to controls, as expected. Several animal and human studies have provided
evidence that hyperglycemia can cause pathological changes in endothelial cells through different
pathways, such as activation of protein kinase C, AGEs and polyol and hexosamine pathways [13,25-27].
In addition to these alterations, the present study highlights mitochondrial alterations (defined as an
increase in total and mitochondrial ROS production and mitochondrial membrane potential) in PMNs
from type 1 diabetic patients. Mitochondria are one of the most important sources of ROS production,
and play a key role in diabetes [28,29]. Physiologically, ROS are released by inflammatory cells and
the endothelium, and an exacerbated ROS production can damage cells and lead to mitochondrial
dysfunction and oxidative stress in 3-cells, which are related to type 1 diabetes [18,27]. For these reasons,
restoring mitochondrial ROS homeostasis could be essential for preventing diabetic complications
and improving endothelial function in CVDs, as demonstrated by several meta-analysis studies on
antioxidant supplementation in diabetic patients [30-32]. Furthermore, we should remember that
type 1 diabetes is an autoimmune disease; it has been shown that mitochondrial function is essential
for T cell activation and function and antigen presentation (as naive and memory cells depend on
efficient mitochondrial oxidative phosphorylation) [33-35].

We have observed an increase in mitochondrial membrane potential in leukocytes from type 1
diabetic patients. In line with this, Jing et al., described an inner-membrane hyperpolarization of
mitochondria in human T cells from type 1 diabetics subjects that did not correlate with metabolic
control, subject age or duration of diabetes, but was correlated with ROS levels and subsequent
IFNYy production [35]. In accordance with our results, it has been described that 3 cells exposed
to hyperglycemia are prone to high levels of reducing equivalents and consumption of adenosine
diphosphate (ADP) [36], resulting in an enhanced mitochondrial membrane potential and, therefore,
enhanced ROS production.

The role of mitochondrial dysfunction in leukocytes has been related to vascular complications
such as silent myocardial ischemia [37], but this has not been explored in depth in type 1 diabetes.
To take a step further and investigate these dynamics in type 1 diabetes, we have developed an
ex vivo model in which human leukocytes flow over a monolayer of human endothelial cells with
shear stress [37]. This methodology mimics the process that occurs during the atherosclerosis in vivo
(rolling and adhesion), which is critical for vascular integrity and homeostasis. In the present study;,
we have observed that type 1 diabetic patients display increased leukocyte-endothelium interactions;
specifically, we have observed decreased PMN rolling velocity and increased rolling flux and adhesion,
which are results of great relevance. It is important to highlight that our system has been widely used
for analyzing the recruitment of leukocytes to the endothelium [38], and that this process has been
poorly studied in type 1 diabetes until now. To visualize the whole adhesion cascade, we explored
some of the adhesion molecules and inflammatory mediators involved in this process. We observed
an increase of the adhesion molecules P-selectin, VCAM-1 and ICAM-1 expression, together with
proinflammatory markers TNFo and MPO. Hypertension, CVDs and the atherosclerotic process are
characterized by leukocyte recruitment to the vascular wall. In fact, when leukocyte—endothelium
interactions are exacerbated, vascular dysfunction arises, leading to CVDs [39]. In addition, we have
demonstrated a decrease of SOD expression, highlighting the oxidative stress situation under type 1
diabetes condition.

Lastly, we demonstrate that levels of glucose are negatively correlated with rolling velocity
and positively correlated with cellular adhesion, ICAM-1 and VCAM-1, thus supporting a role for
glycemic control in inflammation and the atherosclerotic process [18], as illustrated previously in
animal models [40]. In support of this hypothesis, HbA;c levels were also negatively correlated
with rolling velocity and positively correlated with rolling flux, cellular adhesion, ICAM-1, VCAM-1
and TNFa. In this way, we can affirm that hyperglycemia enhances levels of HbA;c and promotes
mitochondrial impairment, leading to enhanced leukocyte-endothelium interactions [36]. In this sense,



J. Clin. Med. 2020, 9, 2155 11 0f 14

increased leukocyte—-endothelium interaction has been associated with insulin resistance [24,29]. In line
with the present study, a decreased venular shear rate and an enhanced number of rolling leukocytes
in mesenteric vessels have previously been reported in diabetic patients with respect to controls in
study employing an animal model [41].

Adhesion molecules such as P-selectin, VCAM-1 and ICAM-1 are key factors resulting from
endothelial activation. In the present study, we have shown that type 1 diabetic patients exhibit an
increase in these adhesion molecules. Furthermore, our data for leukocyte-endothelium interactions
demonstrate an enhanced production of vascular adhesion molecules, thus providing strong evidence
of the inflammatory process that occurs in type 1 diabetes and which can eventually lead to CVDs [18].
In addition, we report an increase of TNFe, a trend related to an impairment in insulin signaling [42].
Furthermore, different studies have shown that increased levels of MPO, IL-6 and hs-CRP are
significantly associated with an increased risk of diabetes [22,43]. Our data show a rise in MPO levels
and a correlation with hs-CRP levels, prompting the hypothesis that this enzyme is also important in
the development of microvascular alterations in type 1 diabetes [44].

5. Conclusions

In conclusion, the current study provides evidence of oxidative stress, mitochondrial alterations,
antioxidant decrease and especially enhanced leukocyte—endothelium interactions in leukocytes of
type 1 diabetic patients. It is important to highlight the role of increased leukocyte—endothelium
interactions and their possible role in the development of atherosclerosis in type 1 diabetes. However,
knowledge of the role of mitochondrial alterations, ROS and leukocyte—endothelium interactions in
type 1 diabetes is still insufficient. Future studies should focus on these features to clarify the nature of
the molecular mechanisms involved in type 1 diabetes and to modulate them in both type 1 diabetes
and related CVDs.
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