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Resumen

Las enfermedades cardiovasculares se encuentran entre las principales causas de mortalidad
en el mundo, donde la diabetes tipo 2 (T2DM) se encuentra entre uno de los motivos de dicha
tendencia al alza. Con el aumento de la prevalencia de la diabetes en todo el mundo, las
complicaciones vasculares de la diabetes también van en aumento, dando como resultado un
riesgo mayor de desarrollo de complicaciones macrovasculares, siendo la enfermedad
cardiovascular aterosclerdtica la principal causa de muerte en adultos con diabetes. La
diabetes esta relacionada con un ambiente que propicia la activacion de los macréfagos hacia

un fenotipo metabdlico que puede formar parte de las complicaciones vasculares en diabetes.

En este trabajo se pretende realizar un estudio de la expresién de RNA de diferentes canales
idnicos y marcadores de fenotipo en macréfagos derivados de médula ésea (BMDM) asi como
el estudio de la expresidon de RNA del canal de potasio Kv1.3 en diferentes tejidos sensibles a
insulina. Para ello, se utilizan técnicas moleculares como la PCR cuantitativa en tiempo real
(gPCR) para estudiar los niveles de expresion en muestras de ratones macho y hembras
alimentados con una dieta estandar (SD) y con una dieta alta en grasa (HFD) que simula el

metabolismo de una persona diabética.

A la luz de los resultados puede concluirse que no existen cambios resefiables en la expresidn
de RNA entre ratones SD y HFD pero si entre machos y hembras, hecho destacado de cara al

planteamiento de posibles tratamientos contra la T2DM en funcién del sexo del paciente.

Palabras clave: Diabetes tipo 2, macréfagos, aorta, Kv1.3.



Abstract

Cardiovascular diseases are among the leading causes of mortality in the world, where type 2
diabetes (T2DM) is among one of the reasons for this upward trend. With the increasing
prevalence of diabetes worldwide, vascular complications of diabetes are also increasing,
resulting in an increased risk of developing macrovascular complications, with atherosclerotic
cardiovascular disease being the leading cause of death in adults with diabetes. Diabetes is
related to an environment that leads to the activation of macrophages towards a metabolic

phenotype that can be part of the vascular complications in diabetes.

This project aims to carry out a study of the RNA expression of different ion channels and
proinflammatory phenotypic markers in bone marrow-derived macrophages (BMDM) as well
as the study of the RNA expression of the potassium channel Kv1.3 in different insulin-sensitive
tissues. For this purpose, molecular techniques such as qPCR are used to study the expression
levels in samples of male and female mice fed with a standard diet (SD) and a high-fat diet

(HFD) that simulates the metabolism of a diabetic person.

In view of the results, it can be concluded that there are no notable changes in RNA expression
between SD and HFD mice, but there are changes between males and females, a remarkable
and very important fact for the development of possible treatments against T2DM based on

the sex of the patient.



Abreviaturas

BMDM: Macréfagos derivados de médula ésea (Bone Marrow Derived Macrophages)
BPH: Presion arterial elevada (Blood Pressure High)

BPN: Presion arterial normal (Blood Pressure Normal)

cDNA: DNA complementario

Ct: Cycle Threshold

DNA: Acido desoxirribonucleico (DeoxyriboNucleic Acid)

ECV: Enfermedad cardiovascular

T2DM: Diabetes Mellitus Tipo 2

FBS: Suero Fetal Bovino (Fetal Bovine Serum)

HFD: Dieta alta en grasa (High Fat Diet)

ipGTT: Prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal

ipITT: Prueba de tolerancia a la insulina intraperitoneal

Kir: Canal de potasio de rectificacion interna (Inward Rectifier Potassium Channel)
Kv: Canal de potasio dependiente de voltaje (Voltage Gated Potassium Channel)
LDL: Lipoproteina de baja densidad (Low-Density Lipoprotein)

LPS: Lipopolisacarido

NOS2: Oxido nitrico sintasa 2 (Nitric Oxide Synthase 2)

NTC: No Template control

PA: Presion arterial

PCR: Reaccidn en cadena de polimerasa

PM: Modulacién fenotipica (Phenotypic Modulation)

gPCR: PCR cuantitativa o en tiempo real



RNA: Acido ribonucleico (RiboNucleic Acid)

SD: Dieta estandar (Standard Diet)

TNF-a: Factor de necrosis tumoral a (Tumor Necrosis Factor-a)
Vm: Potencial de membrana

VRF: Factores de Riesgo Vascular (Vascular Risk Factors)

VSMC: Células de musculo liso vascular (Vascular Smooth Muscle Cells)



Listado de figuras y tablas

Figura 1 Estructura de la pared de los vasos sanguineos.

Figura 2 Fenotipo metabdlico en células de musculo liso vascular.

Figura 3 Esquema resumen del proceso de aterosclerosis.

Figura 4 Representacion de los componentes estructurales basicos de un canal idnico.
Figura 5 Estructura de la subunidad Kv1.3 humana.

Figura 6 Dibujo esquematico de una subunidad del canal Ki.

Figura 7 Esquema de los receptores P2X.

Figura 8 Esquema resumen de la obtencidn de ratones con diabetes y otros factores de riesgo.
Figura 9 Sistema de medicidn de presion arterial en ratones.

Figura 10 Equipo de anestesia Somno Suite™ de Kent Scientific.

Figura 11 Esquema resumen de los tejidos extraidos del ratén sacrificado.

Figura 12 Esquema resumen de la obtencién de BMDM.

Figura 13 Estructura general del lipopolisacarido (LPS).

Figura 14 Programa seguido para llevar a cabo una reaccidn de retrotranscripcién.

Figura 15 Esquema resumen del proceso de actuacién utilizando un ensayo TagMan.
Figura 16 Esquema de protocolo gPCR con ensayo TagMan.

Figura 17 Esquema resumen del proceso de actuacién utilizando un ensayo SybrGreen.
Figura 18 Esquema de protocolo gPCR con SybrGreen.

Figura 19 Ejemplo de una curva de Melting obtenida al final de una qPCR utilizando SybrGreen.
Figura 20 Ejemplos de graficas de fluorescencia en funcion del tiempo obtenidas en gPCR.
Figura 21 Grafico del incremento de peso y medidas de presion arterial en ratones.

Figura 22 Medidas de glucosa en sangre.



Figura 23 Curvas obtenidas en las pruebas de tolerancia a la glucosa e insulina

intraperitoneales.
Figura 24 Abundancia relativa de los marcadores de fenotipo metabdlico.

Figura 25 Diferencias en la expresion relativa de marcadores en hembras con respecto a

machos en macréfagos MO.
Figura 26 Abundancia relativa de receptores purinérgicos en macroéfagos.

Figura 27 Diferencias en la expresién relativa de receptores purinérgicos en hembras con

respecto a machos en macréfagos MO.
Figura 28 Abundancia relativa de los canales idnicos dependientes de voltaje en macréfagos.

Figura 29 Diferencias en la expresién relativa de canales idnicos en hembras con respecto a

machos en macréfagos MO.

Figura 30 Abundancia relativa del canal Kv1.3 en diferentes tejidos de ratonas.
Figura 31 Abundancia relativa de los canales Kv1.3 y Kv1.5 en aorta.

Figura 32 Ratio Kv1.3/Kv1.5

Tabla 1 Composicion (mM) de la disolucion Tyrode 1X.

Tabla 2 Tabla resumen de los volimenes necesarios para llevar a cabo una qPCR con cada uno

de los ensayos.

Tabla A.l Ensayos TagMan comerciales y personalizados usados.



Introduccion

1.Sistema cardiovascular

El sistema cardiovascular estd formado por el corazén y un sistema de vasos sanguineos
(arterias, capilares y venas ), cuya funcidén es transportar oxigeno y nutrientes a todos los
tejidos del cuerpo y sustraer los productos de degradacion del metabolismo. También participa
en otros mecanismos homeostaticos, como el mantenimiento del gradiente de concentracion
intracelular y extracelular, la sefalizacién quimica mediada por neurotransmisores y

hormonas, el control de la temperatura corporal...[1]

1.1. Los vasos sanguineos

Los vasos sanguineos constituyen un circuito cerrado de conductos dispuestos a modo de red,
encargados de irrigar todos los érganos y tejidos del cuerpo. Su estructura varia, adaptandose
a las diferentes funciones especificas. Las paredes de los vasos sanguineos, estan compuestas

por tres capas concéntricas (Figura 1): [1]

- La tdnica intima: Es la capa mas interna y esta integrada por una sola capa de células
endoteliales (EC), separadas de la tunica media por la lamina basal y la ldamina elastica
interna. Las células endoteliales son células especializadas que permiten el intercambio de
sustancias entre el torrente sanguineo y los tejidos, ademads de prohibir el paso de otras

sustancias.

- La tunica media: Contiene células de musculo liso alojadas en una matriz de colageno,
elastina y varias glucoproteinas. Pueden existir varias capas de células de musculo liso,
dispuestas en diferente orientacién en funcion del eje longitudinal del vaso. Se encuentran
organizadas de modo que su contraccién disminuye el didmetro del vaso. La proporciéon entre

colageno, musculo liso y elastina determina las propiedades mecanicas generales del vaso.

- Adventicia: Es la capa mas externa del vaso y se encuentra separa de la capa media por la
lamina elastica externa. Contiene colageno, fibroblastos, vasos sanguineos (para nutrir el

propio vaso) y linfaticos y nervios auténomos.
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Figura 1. Estructura de la pared de los vasos sanguineos (A). Microfotografia del corte de una arteria (B) [2]

1.2. Células de musculo liso vascular

Las células de musculo liso vascular (VSMC) son el principal componente de los vasos
sanguineos y proporcionan soporte estructural y funcional para mantener la homeostasis
vascular. [3] De manera caracteristica, las VSMC tienen un didmetro de entre 5 um y 10 um vy
una longitud entre 50 um y 300 um. Numerosas y pequeias invaginaciones denominadas
caveolas, ubicadas en la membrana, aumentan de manera significativa el drea de superficie de
las células. [1] Las VSMC cuentan con proteinas contractiles (actina y miosina), que se
organizan de forma diferente a como lo hacen en musculo cardiaco y esquelético. En este caso,
existen bandas de filamentos de actina unidos entre si y anclados por cuerpos densos en el
interior de la célula. Cada filamento de miosina esta rodeado por varios filamentos de

actina.[1]

Las células de musculo liso vascular contienen una conexidn eléctrica por medio de uniones
comunicantes que permiten la propagacion de respuestas a lo largo de todos los vasos

sanguineos. [1]

El estado fisiolégico de las arterias es una contraccién parcial y continua denominada tono
basal, de forma que existe un mecanismo para aumentar el tono vascular (vasoconstriccion) o
para reducirlo (vasodilatacion). La contraccién del musculo liso vascular puede iniciarse por

estimulos eléctricos, quimicos y mecanicos. [1]
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1.3. Modulacién fenotipica de las células de musculo liso vascular

Las células de musculo liso vascular son células altamente especializadas, cuya principal
funcién es la contraccidon. En un vaso sano se encuentran en un estado o fenotipo
desdiferenciado o maduro, expresando proteinas que son importantes en la contractilidad,
como los canales iénicos y las moléculas de sefalizacién que permiten que las VSMC sean
capaces de regular la presion arterial sistémica a través de la modulacién del tono vascular. A
diferencia de la mayoria de las células diferenciadas terminales, las VSMC conservan una
notable plasticidad y son capaces de sufrir cambios reversibles en el fenotipo en respuesta a
cambios en las sefiales ambientales locales.[4] Dicha plasticidad es una propiedad
fundamental del musculo liso vascular que depende de la amplia diversidad en las

propiedades, distribucidn y funcion de las poblaciones de células musculares lisas individuales.

(5]

En respuesta a los cambios en las sefiales ambientales, las VSMC cambian de un fenotipo
diferenciado contractil a un fenotipo desdiferenciado, sintético y proliferativo (Figura 2). Este
proceso, conocido como cambio o modulacién fenotipica (PM), conlleva profundos cambios
estructurales y funcionales que implican cambios en la expresidon génica y en los mecanismos

de senalizacion. [6]

El fenotipo contractil o diferenciado se caracteriza por bajas tasas de migracién, proliferacion
y sintesis de matriz extracelular; y altos niveles de expresién de genes contractiles. Por el
contrario, las VSMC desdiferenciadas presentan una baja expresidn de genes contractiles, asi
como una regulacion positiva de genes relacionados con la migracién, la proliferacién, la

inflamacién y la produccién de proteinas de la matriz extracelular.

- Modulacion
B T fenotipica

~— L B < St

Fenotipo contractil

Fenotipo proliferativo

Figura 2. Fenotipo metabdlico en VSMCs. Las células contrdctiles contienen filamentos de actina y miosina.
Las células con fenotipo proliferativo presentan un gran reticulo endopldsmico rugoso y proteinas de la
matriz extracelular.
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2. Diabetes

La diabetes mellitus se define como una enfermedad endocrino-metabdlica caracterizada por
hiperglucemia crénica y alteraciones en el metabolismo de los carbohidratos, grasas y
proteinas. Puede deberse a una deficiencia en la secrecidén de insulina, resistencia a la accion
de esta, o una combinacion de ambas. En condiciones normales circula en la sangre cierta
cantidad de glucosa. La insulina, hormona que produce el pancreas, controla la concentracién

de glucosa en la sangre al regular su produccién y almacenamiento. [7]

En la diabetes se elimina la capacidad del cuerpo para reaccionar a la insulina, o bien el
pancreas deja de producirla. Esto conduce a hiperglucemia, que puede ocasionar
complicaciones metabdlicas graves. [7] Los dos tipos principales de diabetes son la diabetes
mellitus tipo 1 (T1DM), cuando el pancreas no es capaz de producir insulina debido a una
reaccion inmunoldgica; y la diabetes mellitus tipo 2 (T2DM), cuando el paciente produce

insulina de manera insuficiente o los mecanismos de respuesta estan alterados.

La insulina es una hormona secretada por las células del pancreas, cuya funciéon se basa en el
transporte de la glucosa que entra en el organismo a las células para poder ser convertida en
energia a través del proceso de glucdlisis. En personas que padecen diabetes, el organismo es
capaz de descomponer los hidratos de carbono de los alimentos ingeridos y convertirlos en
glucosa; sin embargo, cuando esta llega al torrente sanguineo, no hay insulina o la cantidad es
insuficiente para poder trasladar la glucosa a las células y convertirla en energia. Como
consecuencia, la glucosa se acumula en la sangre. Cuando la secrecidén de insulina ya no puede

compensar la resistencia a insulina, se produce la T2DM. [8]

Los pacientes con resistencia a la insulina o T2DM muestran una mayor probabilidad de
presentar hipertension (presidon sanguinea alta) o valores elevados en el perfil de lipidos
(colesterol y triglicéridos). Dicha resistencia a insulina es el componente central del llamado
sindrome metabdlico. [9] El sindrome metabdlico es un conjunto de alteraciones metabdlicas
consideradas como un factor de riesgo para desarrollar enfermedad cardiovascular y diabetes
tipo 2. [10] Entre dichas alteraciones se incluyen el aumento de la presion arterial, niveles altos

de azucar en sangre, exceso de grasa corporal y niveles anormales de colesterol o triglicéridos.

Con el aumento de la prevalencia de la diabetes en todo el mundo, las complicaciones

vasculares de la diabetes también van en aumento. La diabetes da como resultado un mayor
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riesgo de complicaciones macrovasculares, siendo la enfermedad cardiovascular
aterosclerética (ECV) la principal causa de muerte en adultos con diabetes. [11] Los
mecanismos exactos por los que la diabetes promueve el riesgo de ECV nos son claros, aunque
hay evidencias del papel de las VSMCs, los macréfagos y otras células en dicho proceso.
Ademas, la diabetes deja una huella, llamada memoria metabdlica, en este tipo de células, lo

que favorece esta mayor susceptibilidad a sufrir enfermedades cardiovasculares.

3. Aterosclerosis

La aterosclerosis es una enfermedad vascular que se caracteriza por el engrosamiento de la
capa intima y media con pérdida de la elasticidad. Afecta a las arterias de mediano y gran
calibre de diferentes lechos vasculares y su lesién basica es la placa de ateroma compuesta
fundamentalmente de lipidos, tejido fibroso y células inflamatorias. Se produce un
desequilibrio en el metabolismo lipidico y la inadecuada respuesta del sistema inmune a la

acumulacién de lipoproteinas en las arterias. [12]

La aterosclerosis tiende a asentarse en las arterias que irrigan al corazén, el cerebro y las
extremidades inferiores. [13] Sus principales factores de riesgo son la edad, la genética, la
obesidad, la dieta poco saludable, la hiperlipidemia (exceso de grasa en sangre), la
hipertensidn y el consumo elevado de alcohol. La exposicidn a dichos factores de riesgo tiene

un efecto acumulativo a lo largo de la vida. [14]

En el proceso de aterosclerosis pueden diferenciarse tres etapas: inicio, progresién y rotura de
la placa (Figura 3).

Inicio

Las células endoteliales (EC) de las dreas vasculares se encuentran expuestas a fuerzas de
cizallamiento, sobre todo en zonas de flujo turbulento, los cuales promueven la lesidn
endotelial y desencadenan la formacién de placas focales que modulan su estructura y
funcion. Su disfuncién se debe a la produccion de radicales libres (ROS), capaces de activar las

vias de inflamacion en las ECs, aumentando su permeabilidad y conduciendo a su

apoptosis.[15]

El aumento de la permeabilidad endotelial facilita el paso de la lipoproteina de baja densidad

(LDL) circulante al espacio subendotelial, produciendo LDL oxidasas (oxLDL) que dafian el
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endotelio. En condiciones normales, los macréfagos regulan el metabolismo de las
lipoproteinas controlando el contenido de LDL y colesterol. Sin embargo, esta regulacion se
altera en la aterosclerosis, ya que se permite la acumulacién de colesterol y se reduce la

expresion de los transportadores de colesterol fuera de la célula. [15]

Por lo tanto, en esta etapa temprana de la aterosclerosis, la placa constara de varias placas de

macrofagos cargados de lipidos. [16]

Progresion
Una vez establecidas, las placas ateroscleréticas progresan por la acumulacién continua de

lipidos y células llenas de lipidos. [14]

Durante la evoluciéon de la placa aterosclerética, las células de musculo liso vascular (VSMCs)
residentes y reclutadas producen moléculas de matriz extracelular (colageno, elastina
intersticial o proteoglucanos) que contribuyen al engrosamiento de la intima, pero también
atrapa a los macréfagos y a la oxLDL. Ademas, los macrdfagos activados muestran una mayor
produccién de enzimas de la familia de las metaloproteinas de la matriz (MMP) que degradan
el colageno intersticial, ademas de inducir la proliferacién y la migracion de las células de

musculo liso. [14], [16]

Las VSMCs y los macréfagos en la lesidn en evolucidn pueden dividirse, asi como sufrir muerte
celular. Los desechos de las células muertas se acumulan, formando el nicleo necrdtico rico
en lipidos del ateroma. La eferocitosis (eliminacién de células muertas) por parte de los

macrofagos, se vuelve defectuosa, contribuyendo a la inflamacidn. [14]

Rotura de la placa

La rotura de la placa se define como un area de ruptura de la cubierta fibrosa. La tapa propensa
a la ruptura suele ser delgada, infiltrada por macréfagos y linfocitos y con un contenido
limitado de VSMCs. La proporcion en la que se encuentren los diferentes tipos celulares que
conforman la placa de ateroma determinan su estabilidad. De modo que una placa que
presenta abundancia en macréfagos y linfocitos sera una placa vulnerable; mientras que una
placa rica en VSMCs productoras de matriz extracelular serd una placa estable. [16] Ademas,
existen otros factores que cobran importancia en la ruptura de la placa de ateroma como

puede ser el flujo turbulento, el aumento de la apoptosis o el crecimiento del nucleo necrético.
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Figura 3. Esquema resumen del proceso de aterosclerosis.

4. Macrofagos

Los macréfagos son células inmunitarias mieloides que se ubican estratégicamente en todos
los tejidos del cuerpo, donde ingieren y degradan células muertas, desechos y materiales
extrafios y organizan procesos inflamatorios. Los macréfagos se clasificaron como parte del

sistema fagocitico mononuclear (MPS) junto con monocitos y células dendriticas (DC). [17]

En los mamiferos adultos se encuentran en todos los tejidos, donde presentan una gran
diversidad anatémica y funcional. En los tejidos, estan organizados en patrones definidos con

cada célula ocupando su propio territorio. [18]

Los macrofagos tienen muchas funciones en la configuracidn de la arquitectura de diversos
tejidos. Después del desarrollo del organismo, los macréfagos modulan la homeostasis y la
fisiologia normal mediante la regulacién de diversas actividades y la deteccion de dafios. Sin
embargo, estas funciones trdéficas y reguladoras pueden verse alteradas y los macréfagos

pueden contribuir a ciertas enfermedades. [18]

Cuando los tejidos se danan después de una infeccion o lesién, se reclutan monocitos
inflamatorios de la circulacién y se diferencian en macréfagos a medida que migran a los
tejidos afectados. Estos macrofagos reclutados secretan una variedad de mediadores
inflamatorios (TNF-a, NO...) que activan los mecanismos de defensa antimicrobianos que

contribuyen a la muerte de los organismos invasores. [18]

Aunque estos macréfagos inflamatorios son inicialmente beneficiosos porque facilitan la
eliminacidn de los organismos invasores, también pueden desencadenar un dafio tisular. De
hecho, si la respuesta inflamatoria de los macréfagos no se controla rapidamente, puede
volverse patégena y contribuir a la progresién de la enfermedad. Para contrarrestar el

potencial de dafio tisular de la respuesta inflamatoria, los macréfagos sufren apoptosis o
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cambian a un fenotipo antiinflamatorio o supresor que amortigua la respuesta proinflamatoria

al tiempo que facilita la cicatrizacién de las heridas. [18]

Los macréfagos juegan un papel crucial en la respuesta inflamatoria, actuando como células
presentadoras de antigenos. Los mecanismos de proliferacion, activacion y resolucién de las
células inmunes se deben, principalmente, a las respuestas de estas células a sefiales. Estas
sefiales incluyen cambios en el flujo de iones a través de la membrana. Como cualquier tipo
celular, los macréfagos expresan canales idnicos y transportadores que regulan el potencial de

membrana (Vm). [19], [20]

Los canales de potasio dependientes de voltaje son uno de los reguladores mas importantes
durante la maduracion, activacién y diferenciacion de los macréfagos. Se han relacionado con
la fagocitosis, migracion, proliferacidon, apoptosis y la produccion de citoquinas. [19] El
equilibrio entre las corrientes determina el potencial de reposo de los macréfagos y tiene un

papel importante en su activacién y proliferacién. [21]

5.Canales idnicos

Los canales idnicos son proteinas integrales de membrana formadoras de poros que median
la entrada/salida pasiva de iones de sefializacidn esenciales hacia/desde la célula o los
organulos intracelulares, controlando asi la concentracién de iones intra y extracelulares, el
potencial de membrana y el volumen celular. Los canales idnicos contribuyen a practicamente
todos los procesos celulares basicos y estan involucrados en procesos fisioldgicos basicos del

potencial de accidon como la contraccién muscular, la propagacién y la secrecién. [22]

En términos basicos, los canales idnicos son una coleccién de dominios de proteinas que juntos
crean un poro que permite el paso de iones a través de una membrana celular en respuesta a

estimulos quimicos, cambios de temperatura o fuerzas mecanicas (Figura 4).
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Figura 4. Representacion de los componentes estructurales
bdsicos de un canal idnico.

Para cumplir la funcién de filtrar selectivamente los iones a través de la membrana biolégica,
la mayoria de los canales idnicos poseen una regién de bucle denominada filtro de iones o de
selectividad que se encarga de regular qué iones tienen permitido el paso a través del

poro.[23]

Existe una sorprendente variedad molecular de canales idnicos. Se clasifican por selectividad
idnica (canales de sodio, canales de potasio, canales de cloruro, canales de calcio, canales de
protones...), mecanismo de activacion (activado por voltaje, activado por ligando, activado por

luz...) o localizacién (membrana plasmatica o intracelular). [22]

En este trabajo nuestra atencion se centrara en el estudio de los canales idnicos dependientes
de voltaje debido a su importancia en muchos aspectos de la transduccién de sefiales y la
regulacién celular; en concreto en el canal de potasio dependiente de voltaje Kv1.3 debido a
la importancia que tiene su estudio en el grupo de investigacién. Sin embargo, también
estudiaremos el canal de potasio dependiente de voltaje Kv1.5, canales de potasio de
rectificacién interna como el K;;2.1, asi como canales catidnicos inespecificos activados por

ATP.

5.1. Canales kv1.3

El canal Kv1.3 es un canal de potasio dependiente de voltaje descrito en células del sistema
nervioso, inmuney en VSMCs. Este tipo de canales son tetrameros de subunidades formadoras
de poro, cada uno con seis hélices transmembrana (S1-S6) conectadas a través de bucles intra
y extracelulares. Los dominios NH»- y -COOH terminales son regiones intracelulares de longitud

variable que pueden unirse a otras proteinas y participar en cascadas de sefializacién. [24]
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Figura 5. Estructura de la subunidad Kv1.3 humana. La secuencia del segmento S4 con los residuos cargados en rojo, un

sitio de N-glicosilacion y la secuencia de la region del poro con el filtro de selectividad de K resaltado. [24]

Las hélices transmembrana de cada subunidad Kv-a contienen dos dominios funcional y
estructuralmente independientes: el poro selectivo, formado por las hélices S5 y S6 unidas por
un dominio peptidico o lazo P, y el dominio del sensor de voltaje, formado por las hélices
transmembrana S1-S4 (Figura 5). El poro tiene un dominio de cinco aminoacidos que forman
la parte mas estrecha del canal, denominada filtro de selectividad, que esta muy conservada
en los canales de potasio (TVGYG) y determina la selectividad al potasio del canal. La
despolarizacidon de la membrana induce un cambio conformacional en S4 provocando la

apertura del poro. [24]

Ademas, las subunidades a Kv1.3 son capaces de formar canales heterotetraméricos con las
subunidades a de Kv1.1, Kv1.2, Kv1.4 y Kv1.5, lo que permite formar un canal con diferentes

propiedades cinéticas y funcionales.

Las moléculas que inhiben el canal Kv1.3 se dividen en dos categorias estructurales: péptidos
derivados del veneno de escorpiones u otros animales (margatoxina, kaliotoxina o
caribdotoxina) y moléculas organicas pequefias tales como 4-aminopiridina (4-AP), 5-(4-

fenoxibutoxi)-psoraleno (PAP-1) o tetraetilamonio (TEA). [24]

Los canales de potasio estan implicados en la proliferacidn de células puesto que contribuyen
al potencial de membrana. Los primeros estudios relacionaron los canales de potasio con la
proliferacion celular de linfocitos T. En estas células existen canales Kv1.3 y canales de potasio
activados por Ca?* cuya activacion conlleva la hiperpolarizacidn de la membrana. También est3
descrito el papel del canal Kv1.3 en la proliferacion de linfocitos B células natural killer (NK),

oligodendrocitos, células de la microglia, macréfagos y VSMCs. [24]
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Ademas, en las células de musculo liso vascular el canal Kv1.3 esta implicado en la modulacién
fenotipica (PM), pasando de un estado contractil o diferenciado a uno migratorio vy
proliferativo o desdiferenciado en respuesta a distintos factores. El canal Kv1.3 tiene la
capacidad de responder a los cambios de voltaje de las membranas de las VSMCs, por lo que

juega un papel importante en dicha PM. [24], [25]

5.2. Otros canales

5.2.1. Canales de potasio Kv1.5

El canal Kv1.5 se expresa fundamentalmente en la auricula, asi como en los vasos sanguineos,
musculo esquelético y células del sistema inmune. Participa en el mantenimiento del tono del
musculo liso vascular, la liberaciéon de insulina, la regulacién del volumen celular y la

proliferacion. [26]

Los canales Kv1.5 son sensibles al bloqueo por 4-AP, bloqueando el estado abierto del canal a

través de la apertura interna del poro iénico. [27]

Los macréfagos generan corrientes dependientes de voltaje que son corrientes idnicas de K*
generadas por heterotetrdmeros Kv1.3/Kv1.5.[24] La estequiometria de estos
heterotetrameros varia en funcién del estado de polarizacidon de los macréfagos y, por tanto,
sus propiedades biofisicas cambian. Los heterotetrameros Kv1.3/Kv1.5 se localizan en lipid
rafts o balsas lipidicas de la membrana plasmatica y representan una diferente expresién en
funcién de la composicidn de los heterotetrameros y, fundamentalmente, debido al nivel de

canales Kv1.5. [19], [20], [28]

5.2.2. Canales de potasio de rectificacién interna, Ki-2.1

La rectificacion es un cambio en la conductancia idnica debido al voltaje. Los canales de potasio
de rectificacion interna, Kir, son una clase importante de canales de potasio que regulan la
excitabilidad de la membrana, la frecuencia cardiaca, el tono vascular, la liberacion de insulina
y el flujo de sal a través del epitelio. Estos canales se expresan en diferentes tipos celulares del
cerebro, el endotelio o en células de musculo liso. En general, en la mayoria de los tejidos

contribuyen a mantener el potencial de membrana. [29]-[31]
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Los canales K- se agrupan dentro de siete familias denominadas Ki-1-7, que permiten la salida
de K*y se pueden distinguir por su fuerza de rectificacion y sus respuestas a sefiales celulares.
La rectificacion interna hace referencia a la capacidad del canal iébnico para permitir una mayor
entrada de iones que salida. En el caso de los canales Kj, la rectificacién hacia el interior es
causada por iones citoplasmaticos como poliaminas y Mg?* que obstruyen la via de conduccién

en la despolarizacion y, por lo tanto, impiden el flujo de K* hacia el exterior. [31]

Los canales Kir presentan un poro idnico mas largo que los canales Kv y estd compuesto por el

dominio transmembrana y el dominio intracelular (Figura 6). [32]

Extracellular

qreree
BEBEBEABELE88E8E

Cytoplasm

Figura 6. Dibujo esquemadtico de una subunidad del canal K. Cada subunidad comprende dos hélices transmembrana (M1

y M2), un bucle de poro (P) y un dominio citoplasmdtico formado por los extremos amino (N) y carboxilo (C). [31]

El canal K;;2.1 genera una corriente de rectificacion interna denominada Iki. Este canal forma
homotetrameros, pero, ademads, con los canales K;r2.2 y Ki-2.3 puede formar heterotetrameros

con diferentes propiedades. [33]

En VSMCs, los canales Kir clasicos pueden contribuir a la vasodilatacién en respuesta a una alta
concentraciéon de potasio extracelular. Dicho aumento, despolariza las VSMCs y contrae los
vasos sanguineos. Sin embargo, un aumento leve en la concentracidn de K* extracelular
hiperpolariza la membrana y dilata arterias, como las arterias coronarias o cerebrales. Se ha
visto que en VSMCs K;2.1 es la subunidad principal encargada de formar las corrientes Ki

clasicas.[34]

En macréfagos, los canales Kir2.1 los son responsables de regular el potencial de membrana,
junto con los heterotetrameros Kv1.3/Kv1l.5. Ademas, los estimulos que conducen a los
macrdfagos a su activacion inflamatoria, como la presencia de lipopolisacarido (LPS) en el

medio, reducen la corriente generada por los canales K;-2.1. [20], [30]
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5.2.3. Canales cationicos inespecificos activados por ATP, P2X

Los receptores purinérgicos, comunmente conocidos como purinoceptores, son una familia de
proteinas de membrana plasmatica implicadas en diversas funciones celulares como la
reactividad vascular, la apoptosis y la secrecién de citoquinas. Estos receptores, seglin su
mecanismo de activacion, se clasifican en dos clases: P1y P2. EL tipo de receptor P1 es activado
por la molécula de adenosina (ADO), mientras que la clase de receptor P2 es activada por
moléculas de adenosina difosfato (ADP) o adenosina trifosfato (ATP) y consta de dos familias,

P2Y y P2X. [35]

Los receptores P2X son canales catidnicos no selectivos controlados por ATP. Son una familia
distinta de canales iénicos controlados por ligando activados por ATP extracelular. Se cree que
son de naturaleza oligomérica y se expresan en muchas células excitables y no excitables,
donde median una variedad de acciones fisioldgicas, incluida la contractilidad de musculo liso
o la modulacién de la transmisidn sindptica. [36] Hay siete subunidades P2X diferentes (P2X1-
P2X7), cada una de las cuales se ensambla como trimeros y tiene dos dominios transmembrana
insertados en la membrana plasmatica, de modo que tanto los extremos amino como carboxilo

estan ubicados intracelularmente (Figura 7). [37]

El sitio de unidn de ATP de los receptores P2X parece estar ubicado cerca de los dominios
transmembrana. El segundo dominio transmembrana de las subunidades P2X forma el poro
del canal, que es permeable a diferentes cationes. Todos los receptores P2X son canales
selectivos a cationes con una permeabilidad casi igual a Na* y K*, y una permeabilidad

significativa a Ca?*. [37]

Extracellular <
Domain

TransmembraneJ
Domain

Intracellular
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-? sites

Figura 7. Esquema de los
receptores P2X. A) Representa una
subunidad monomeérica del
receptor P2X en la membrana
plasmdtica. B) Representacion de
un receptor trimérico funcional
P2X. Hay tres sitios de union de
ATP ubicados en el dominio
extracelular entre subunidades.
[38]
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Los receptores P2X se expresan ampliamente. Las subunidades P2Xs, por ejemplo, se
encuentran en muchos tejidos y su papel en los tejidos epiteliales y endoteliales ha creado un
interés particular. Por otro lado, los receptores P2X;: se expresan abundantemente en el

musculo liso de los vasos sanguineos y las plaquetas. [39]
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Objetivos

Las enfermedades cardiovasculares se encuentran entre las principales causas de mortalidad
a nivel mundial a pesar de los avances en la prevencion de los factores de riesgo y en los
tratamientos médicos. Uno de los principales motivos de esta tendencia es la creciente
epidemia de diabetes tipo 2 (T2DM). La diabetes esta asociada con una mayor prevalencia de
la enfermedad vascular, con formas mas agresivas de la enfermedad y con peores resultados
en las intervenciones vasculares. La diabetes se asocia con un ambiente inflamatorio crénico
en el que la activacion de los macréfagos hacia un fenotipo descrito como fenotipo metabdlico

podria contribuir a las complicaciones vasculares en la T2DM.

Estudios previos del grupo de investigacion han demostrado que bloqueantes del canal de
potasio Kv1.3 inhiben la proliferacion de las VSMCs y que pueden ser Utiles en el tratamiento
de la restenosis (estrechamiento de la luz de la arteria). Ademas, la aplicacion sistémica de
dichos bloqueantes mejora la disfuncion metabdlica en un modelo de diabetes animal, lo que

indica que debe estar actuando a nivel de otras células ademas de la VSMCs.

Dado que el macréfago se ha descrito como un factor relevante en la disfuncién vascular y que
ademas expresa de forma abundante el canal Kv1.3, en este trabajo nos proponemos: explorar
los cambios en el fenotipo de los macréfagos asociados a la diabetes que puedan ser

responsables de las complicaciones en dicha enfermedad.

Para ello, empleando ratones macho y hembras de un modelo de diabetes, nos planteamos

los siguientes objetivos especificos:

- Estudiar en macrofagos el perfil de expresidn de marcadores metabdlicos.

- Estudiar en macroéfagos el perfil de expresion del canal Kv1.3 y de otros canales idnicos
relevantes para la funcién de los macréfagos.

- Estudiar el perfil de expresidén del canal Kv1.3 en distintos tejidos del modelo murino de

diabetes.
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Material y métodos

1. Modelos animales
Todos de los procedimientos experimentales llevados a cabo con animales han respetado el

reglamento del Comité de Etica en Experimentacién y Bienestar Animal de la Universidad de

Valladolid.

1.1. Modelo de ratén diabético

Para realizar el trabajo se utilizaron muestras celulares y tisulares de animales machos vy
hembras de la cepa de ratones hipertensos BPH (Blood Pressure High) de Jackson Laboratories.
Estos ratones mostraron una presién arterial media significativamente mas alta en

comparacién con los ratones normotensos control BPN (Blood Pressure Normal).

Los ratones BPH fueron alimentados bien con una dieta estandar (SD) o con una dieta alta en
grasas (HFD) de 12 a 24 semanas, pesandolos una vez por semana, para conseguir el modelo

de ratones con factores de riesgo vascular (VRF).

Durante este periodo se midieron una serie de parametros como el peso o la glucosa en
sangre, la cual se midié una vez al mes. La presidn arterial y la tolerancia a glucosa y a insulina

se evaluaron cada seis semanas (Figura 8).

El estudio de la evolucidn de los parametros anteriormente indicados mostré que, en el medio
experimental creado, los efectos de la dieta alta en grasa (HFD) eran maximos cuando se llega

a la semana 12, sin observar ninglin cambio desde dicha semana hasta la semana 24.
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Figura 8. Esquema resumen de la obtencion de ratones con diabetes y otros factores de riesgo.
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Medidas de presion sanguinea

La presion arterial (PA) se midié en animales despiertos mediante un sistema de alto
rendimiento CODA ® (Figura 9), el cual posee un disefio de sistema que consta de un manguito

de cola de ratén para mediciones de presion arterial no invasivas.

« D120 N4 N5 060708
aZNarNarNarNarNarar ary

CODA

Figura 9. Sistema de presion arterial no invasivo de alto rendimiento CODA® (A) y cola de ratén con manguito de oclusion
y la configuracién del manguito VPR (B).

El manguito mencionado, colocado en la cola del ratén como se muestra en la Figura 9.B,
permite ocluir el flujo de aire de manera que, al desinflarse, se miden las presiones arteriales
sistdlica y diastdlica, pudiendo determinar la velocidad de los cambios en el volumen

sanguineo de la cola del animal mediante un registro de presién volumétrica.

Antes de realizar las medidas de presién, los ratones se aclimataron durante 15 minutos a 32-
35°C. Las adquisiciones de datos fueron diarias durante 4-6 dias consecutivos intentando que
fuesen a la misma hora para asegurar datos confiables ademas de intentar reducir el posible
estrés de los animales. Cada sesidn consistié en 40 ciclos, utilizdndose los 5 primeros como
aclimatacidn y excluyéndose del analisis. Cada ciclo estaba formado por un paso de inflado a
una presiéon maxima de oclusién de 250 mmHg, seguido de un paso de desinflado de 15

segundos.
Pardmetros metabdlicos

Niveles de glucosa en sangre: Se determinaron usando un glucémetro Contour®XT a partir de
una gota de sangre obtenida de la cola del ratén. La glucosa en sangre se obtuvo en

condiciones de ayuno de 16 horas y su concentracion se midié en mg/dl.

Prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal (ipGTT): Se realizd para medir el
aclaramiento de una carga de glucosa. Los ratones se mantuvieron en ayunas durante la noche
y se les inyectd glucosa por via intraperitoneal en una dosis de 2 gramos por kilogramo de peso
corporal. Los niveles de glucosa se determinaron a tiempo 0 y a 20, 40, 60 y 120 minutos

después de la inyeccién de glucosa. Dichos niveles de glucosa en sangre se representaron en
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funcion del tiempo y el drea bajo la curva se calculd relacionandolo con las concentraciones

de glucosa en ayunas.

Prueba de tolerancia a la insulina intraperitoneal (ipITT): Se realizé para evaluar la accién de
lainsulina. La prueba permite evaluar la sensibilidad a la insulina a través del control del curso
temporal de la disminucidn y recuperacion de la glucosa en sangre en respuesta a una
inyecciéon de insulina. La tasa de aclaramiento refleja la acciéon de la insulina en tejidos,
permitiendo la determinaciéon de la sensibilidad a la insulina. A los ratones en condiciones de
ayunos se les inyecta insulina humana por via intraperitoneal a una dosis de 1 unidad por
kilogramo de peso corporal. Los niveles de glucosa en sangre se controlaron a tiempo 0y 20,
40, 60 y 90 minutos después de la inyeccion. Los niveles medidos se presentaron como
porcentaje de la concentracion de glucosa basal y se representaron en funcion del tiempo y se

calculé el drea bajo la curva del mismo modo que en el caso anterior.

2.0btencién de muestras experimentales
Una vez que los parametros del modelo animal fueron los éptimos y deseados, se procedio al

sacrificio de estos. Dicho sacrificio se realizo utilizando un sistema de anestesia con isofluorano
de flujo bajo (SomnoSuite™ de Kent Scientific, Figura 10) y la posterior decapitacién. A

continuacidn, se procedid a la extraccidn de las muestras deseadas.

Figura 10. Equipo de anestesia Somno Suite™ Kent Scientific (A) y jaula donde se introduce al ratdn para anestesiarlo (B).

2.1. Tejidos

Tras el sacrificio, se extrajeron y se lavaron en una disolucién de Tyrode 1X (su composicion se
muestra en la Tabla 1) para eliminar restos de sangre los tejidos grandes como el higado y la
grasa abdominal. Otros tejidos (Figura 11) como la arteria aorta, el musculo y el bulbo olfatorio
se diseccionaron y limpiaron mediante cirugia bajo la lupa. Una vez terminada la extraccién
los tejidos, se congelaron inmediatamente en nitrogeno liquido y posteriormente se guardaron

en un congelador a -80°C para asegurar su correcta conservacion.
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Figura 11. Esquema resumen de los tejidos extraidos del ratén sacrificado.

Tabla 1. Composicion (mM) de la disolucion Tyrode 1X.

COMPONENTE CONENTRACION/mM

NacCl 140
KCI 5
CaClz-2H,0 2
MgCl»-6H,0 1.1
Glucosa 5
Hepes (CsH1sN204S) 10

2.2. Macréfagos derivados de la médula 6sea (BMDM)

Para obtener los macréfagos derivados de la médula dsea (BMDM, Bone Marrow Derived
Macrophages), se separaron el fémur y la tibia del animal sacrificado, y se extrajo la cabeza del
hueso a la altura de la rodilla. Los huesos se introdujeron en tubos de 0.5 mL con un pequeno
orificio en el fondo, los cuales contenian 100 pL de medio RPMI con 10% de FBS (Suero Fetal
Bovino), con la parte cortada hacia abajo. Luego, se introdujeron los tubos de 0.5 mL en tubos
de 1.5 mL para recolectar la médula dsea por medio de una centrifugacién a 3000 g durante 3
minutos. Con dicha centrifugacién, se formdé un sedimento en el fondo del tubo de 1.5 mL

correspondiente a los gldbulos rojos y los huesos se volvieron blancos.

Se elimind el sobrenadante y el sedimento de células obtenido se resuspendid y se sembro en

placas de cultivo en medio RMPI con FBS al 10 % acondicionado con sobrenadante de la linea
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celular L-929 al 10%. La linea celular L-929 secreta el factor estimulante de colonias de

macroéfagos (M-CSF) que es capaz de inducir la diferenciacion a macréfagos.

Las células se mantuvieron a una temperatura de 37°C en una atmésfera de elevada humedad
y con 5% de CO,. Después de cinco dias, se observé como las células comenzaron a adherirse
a la placa, indicando que los precursores de la médula 6sea empezaron a diferenciarse en el
linaje de macrdéfagos. El medio se cambid en los dias 5y 7. Ademas, el dia 8 se reemplazé el

medio de cultivo por uno sin sobrenadante L-929.

El dia 9, se aplicé a los ya diferenciados BMDM el tratamiento deseado, en este caso, LPS y se
dejaron incubar. Al cabo de unos dias, se recogid el sobrenadante y a las placas se les afiadié
500 pL de TRIzol®. Ambas muestras se guardaron en un congelador a -20 °C, en el caso de las
qgue contenian TRIzol®, para su posterior extraccion de RNA. La cronologia del protocolo se

detalla en la Figura 12.

P —~ -
- — > V69 (I

Fémur v -
Tibia = - +1-929
(sobrenadante de
diferenciacion) Dia 7: Macroéfagos
derivados de la
Dia 0: Aislamiento de las células de la médula 6sea médula dsea
(BMDM)

Figura 12. Esquema resumen de la obtencion de BMDM.

3. Tratamiento farmacoldégico

3.1. LPS

El lipopolisacarido (LPS) es un componente principal de la membrana externa de la mayoria de
las bacterias Gram-negativas. Los LPS consisten en una porcion de oligosacaridos o
polisacaridos, el nucleo y el resto de antigeno O, anclados a la membrana externa de la bacteria

por un resto hidrofébico llamado lipido-A (Figura 13). [40]

El lipido-A se conserva estructuralmente entre las diferentes clases de bacterias y estd formada
por dos unidades de 2-amino-2-desoxi-D-glucosa (GlcN) unidas por un enlace glucosidico B-

(1—6) y fosforiladas en las posiciones 1 y 4. El nucleo varia en la composicion de
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monosacaridos y, dentro de un género o familia, su estructura tiende a conservarse. La parte
mas externa del LPS, la cadena de polisacarido o antigeno O, se encuentra en la interfaz entre
la bacteria y su entorno y es donde se encuentra la mayor heterogeneidad estructural. La
enorme diversidad estructural de los antigenos O radica en la composicion de los
monosacaridos, la posicion del enlace glucosidico, el tamafio de la unidad repetitiva y la

longitud de la cadena. [40]
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Figura 13. Estructura general del lipopolisacdrido (LPS). [40]

4. Cuantificacion de la expresion génica mediante PCR cuantitativa

El estudio de la expresion génica del RNA se realizd a través de PCR cuantitativa (qPCR). El
protocolo estaba formado por varios pasos consecutivos entre los que se incluian el
aislamiento del RNA, la reaccidn de retrotranscripcidn o transcripcion inversa para sintetizar el

DNA complementario (cDNA) y la PCR cuantitativa para cuantificar la expresion.

4.1. Extraccion de RNA
Para la extraccion de RNA se siguio, en todos los casos, el protocolo de extraccidon de RNA con
el reactivo TRIzol®. Dicho protocolo se basa en el aislamiento del RNA mediante un proceso de

separacion/extraccion liquido-liquido empleando fenol-cloroformo e isocianato de guanidina.

4.1.1. Preparacion de las muestras

Para las BMDM cultivadas, se retird el medio y se afiadieron 500 pL de TRIzol® a 4°C.

En el caso de los tejidos se requiere de una homogenizacion fisica, la cual se lleva a cabo
colocando las muestras en un tubo eppendorf, que contiene bolas de silice, junto con 500 pL
de TRIzol® utilizando un homogeneizador. En el caso de muestras con alto contenido en grasa,
proteinas, polisacaridos o material extracelular, tras la homogenizacidn fisica se requiere de
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una centrifugacion a 12000 x g durante 10 minutos a 4 °C para que la muestra quede

totalmente homogenizada.
Fase de separacion

Las muestras homogeneizadas se incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente con
el fin de conseguir la completa disociacién de complejos nucleoproteicos. Posteriormente, se
afiadieron 0.2 mL de cloroformo por cada mililitro de TRIzol®. Se agit6 vigorosamente con la
mano durante 15 segundos aproximadamente, se incubd a temperatura ambiente durante 2-

3 minutos y, por ultimo se centrifugd durante 15 minutos a 12000 x gy a 4°C.

La primera incubacién de 5 minutos con TRIzol® permite que el isocianato de la solucion fenol-
isocianato conserve la integridad del RNA a la vez que rompe las células y disuelve sus
componentes. La posterior adicion de cloroformo consigue separar la solucién en fase orgéanica
y acuosa, donde la fase orgdnica (inferior) contiene las proteinas y la acuosa (superior) el RNA

deseado. Ademas, se forma fase intermedia donde se encuentra el DNA.

Tras la centrifugacion, la fase acuosa se pasd a un nuevo tubo y se procedié al aislamiento de

RNA.

4.1.2. Aislamiento de RNA

A la fase acuosa de cada muestra se le afiadio 0.5 mL de isopropanol al 100% por cada mililitro
de TRIzol® utilizado en la homogeneizacion. Se dejé incubar durante 10 minutos a temperatura
ambiente y, posteriormente, las muestras se centrifugaron a 12000 x g y 4 °C durante 10
minutos. EI RNA no es soluble en isopropanol por lo que, al afiadirlo y centrifugar, el RNA se
deposita en el fondo del eppendorf. Tras la centrifugacion, cuando el contenido de RNA en la

muestra es elevado, es visible un pequeno pellet en el fondo del tubo.

4.1.3. Lavado de RNA

El sobrenadante que se formé tras la ultima centrifugacion se retird, con cuidado, por inversion
y se afnadio en torno a 1 mL de etanol al 75% por cada mililitro de TRIzol® utilizado. Se
centrifuga durante 5 minutos a 7500 x g y 4°C. Tras ello, de nuevo se retird el sobrenadante
por inversion y se dejo secar el tubo durante 1-2 horas, hasta que todo el etanol se evaporase.
Por ultimo, una vez que el RNA estaba seco, se resuspendié en agua libre de RNAsas y se incubd

durante 5 minutos a 60°C para medir su densidad dptica.
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La cuantificacion y verificaciéon de la calidad del RNA se realizd mediante la medida de la
densidad Optica a 260 y 280 nm con un espectrofotémetro (NanoDrop™ 1000, Thermo
Scientific). La concentracién de RNA se calcula utilizando la ley de Lambert-Beer, la cual
permite correlacionar la absorbancia con la concentracion a través de la expresién: A =€ - b -
¢ donde A es la medida de absorbancia, ¢ el coeficiente de absorcién molar (en M*cm™), b
el camino dptico (en cm) y ¢ la concentracion de RNA, en este caso (en mol/L). Para conseguir
medir la concentracidon de &acidos nucleicos, la ecuacion de Lambert-Beer se reorganiza

quedando: ¢ = A - £/, donde ¢ tiene un valor de 40 ng/uLy b = 1 cm.

La calidad del RNA se determina a través de los ratios de absorbancias a A260/A230 vy
A260/A280, utilizando valores de absorbancia normalizada y corregida en linea de base a 230
nm y 280 nm. Los valores de absorbancia a 260 nm, 280 nm y 230 nm se utilizan para calcular
los indices de pureza de los acidos nucleicos medidos. Dichos indices de pureza son sensibles
a la presencia de contaminantes en la muestra, como los disolventes y reactivos residuales que
se utilizan en la purificacidn de la muestra; de forma que un valor préximo a 2.0 es considerado
como RNA de alta pureza y valores por debajo de 2.0 indican contaminacién por proteinas o

compuestos fendlicos.

4.2. Sintesis de cDNA

Antes de proceder con la sintesis del DNA complementario (cDNA) se realizé un tratamiento
con la enzima DNAsa para eliminar los posibles restos contaminantes de DNA gendmico
presentes en las muestras. Para ello, las muestras de RNA se incubaron con la enzima DNAsa
en el termociclador durante 30 minutos a 37°C. A continuacidn, la enzima se eliminé con DRR
(DNAsa Removal Reagent) al 10% del volumen de reaccidn, un reactivo que se une a la DNAsa
y permite eliminarla. Las muestras con el DRR se centrifugaron para que el DRR junto con la

DNAsa precipitase y se recogio6 el sobrenadante que contiene el RNA libre de DNA y de DNAsa.

El DNA complementario (cDNA) se sintetizd a partir de los sobrenadantes recogidos, utilizando
un buffer 5X, dNTPs 10 mM, un inhibidor de RNAsa 20 U/uL, random hexameros 50 uM vy la
enzima retrotranscriptasa M-MLV 200 U/uL. El cDNA producido con random hexameros
permite mantener la proporcién de RNA presente en la reaccidn. El programa utilizado fue el

gue se muestra en el esquema de la Figura 14.
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Figura 14. Programa seguido para llevar a cabo la reaccion de retrotranscripcion.

4.3. PCR cuantitativa (QPCR)
Finalmente, el cDNA se utilizé6 como molde para la amplificacién mediante qPCR para obtener

los datos de expresion de RNA de los genes de interés.

La reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa, también Illamada qPCR, permite
determinar con precision la concentracion de los fragmentos moleculares objetivo. La
amplificacion del fragmento de DNA o RNA objetivo se detecta en tiempo real durante todo el
proceso de PCR utilizando indicadores de fluorescencia.[41] Implica varias etapas, incluyendo
la amplificacién de la muestra, la deteccién de la fluorescencia y la cuantificacién de la

muestra.

A diferencia de las PCR convencionales, la gPCR monitoriza la amplificacion de la molécula de
ADN problema durante cada ciclo de amplificacion y no al final. Esto se consigue mediante
reactivos fluorescente, llamados fluorocromos, y termocicladores, los cuales poseen un sensor
para medir la fluorescencia durante unos breves segundos en un momento concreto de cada
ciclo, permitiendo ver cdémo avanza la reaccidon en cada ciclo. Por el contrario, la PCR
convencional es una técnica de punto final, es decir, solo puede verse el resultado una vez haya

terminado la reaccion.

Se aplican ciclos regulados de calentamiento y enfriamiento para permitir la amplificacién de
un fragmento de acido nucleico, seguido de una deteccion cuantitativa de los productos
mediante fluorescencia, para determinar la cantidad original de material genético en la

muestra.

La PCR se lleva a cabo con ayuda de cebadores complementarios o “primers”, secuencias de
acidos nucleicos especificas que se unen al material genético sin amplificar. Coinciden

especificamente con el fragmento a amplificar y establecen la direccién de replicacion. Se
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combinan con la enzima DNA polimerasa, permitiendo que la cadena de acido nucleico
aumente en forma de copias. Estas reacciones sucesivas se llevan a cabo en los denominados
ciclos en los cuales, los productos de la PCR amplificados aumentan exponencialmente hasta

alcanzar niveles significativos.

Dependiendo de los fluorocromos utilizados, puede distinguirse entre dos tipos de qPCR:

TagMan y SYBR Green.

4.3.1. gPCR con ensayo TagMan

Los ensayos TagMan utilizan un par de cebadores o primers y una sonda no extensible. La
sonda es un oligonucledtido especifico de secuencia corta, disefiada de manera que hibrida
con una regioén especifica de DNA que va a ser amplificada por un par de oligonucledtidos
especificos denominados cebadores o primers. Un extremo de la sonda, normalmente en 5,
se marca con un fluoréforo o tinte fluorescente, mientras que el otro extremo, el 3, se marca
con un quencher o desactivador de fluorescencia. El fluoréforo y el quencher forman un par
FRET (transferencia de energia por resonancia de fluorescencia) donante-aceptor (Figura 15).

[42]

A media que avanza la amplificacidn, la sonda TagMan se hibrida con la secuencia objetivo de
uno de los primers, formando una unidad eficaz. [42] A media que la Taq polimerasa sintetiza
la cadena en sentido 5’-3’, la actividad exonucleasa 5’-3’ de esta misma enzima degrada la
sonda TagMan ya hibridada al DNA. La degradacién de la sonda separa el fluoréforo,
rompiendo la unién de este con el quencher, permitiendo la emisidn de fluorescencia. La sefial

de fluorescencia emitida sera proporcional a la cantidad de producto gPCR acumulado. [42]

Por tanto, un ensayo TagMan se trata de un sistema de tres oligonucleétidos donde la sonda,

como tercer oligonucledtido, introduce un nivel adicional de especificidad en el ensayo. [42]
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Figura 15. Esquema resumen del proceso de actuacion de ensayo TagMan.

Para llevar preparar la reaccion de qPCR con ensayo TagMan se mezclan la Master Mix
(TagMan™ Fast Advance Master Mix; Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific), que
contiene la polimerasa, los nucleétidos (dNTPS), el buffer y el MgCI2 necesario para la
reaccion, los cebadores o primers (Forward y Reverse), la sonda TagMan, la muestra de cDNA
y agua libre de nucleasas en los volumenes indicados en la Tabla 2. En todos los experimentos

se incluyd un control negativo llamado “No Template Control” (NTC), que contenia todos los

reactivos excepto cDNA.

Las reacciones gPCR con ensayo TagMan siguieron un protocolo que consistia en 15 minutos
a 95°C donde se producia la activacidon de la enzima polimerasa, seguido de 40 ciclos de 15
segundos a 95°C correspondientes con los pasos de desnaturalizacién del DNA y 60 segundos
a 60°Cde hibridacion y elongacidn. Al final de cada ciclo se hace una lectura de la sefial emitida

por el fluoréforo (Figura 16).
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Figura 16. Esquema del protocolo gPCR con ensayo TagMan.

4.3.2. qPCR con SYBR Green

Mientras que en los ensayos TagMan la emisién de una sefal fluorescente se produce
Unicamente cuando la sonda interactua con la secuencia de nucleétidos especifica, como ya
se ha explicado en el apartado anterior, el ensayo SYBR Green emite una seial fluorescente
cuando el fluoréforo, que en este caso no esta unido a ninguna sonda, entra en contacto con
cualquier secuencia de nucleétidos de doble cadena. Dado que el fluoréforo se intercala con
cualquier secuencia de nucleétidos de doble cadena, pueden detectarse falsas sefiales que se
producen por la presencia de dimeros de primers, bucles en la horquilla o por la amplificacién
de productos no especificos, disminuyendo la especificidad. Sin embargo, se ha demostrado
gue cuando se sigue el protocolo de gPCR adecuado y los primers se disefian cuidadosamente,
los ensayos de deteccidn basados en SYBR Green logran resultados con un rendimiento muy

similar a los obtenidos con los ensayos TagMan.[43]
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Figura 17. Esquema resumen del proceso de actuacion de ensayo SYBR Green
Para realizar la gPCR con SybrGreen se utilizé la MasterMix (PowerUp™ SYBR™ Green Master
Mix; Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific) que contiene la enzima DNA polimerasa,
los nucledtidos, el buffer de trabajo y el colorante SybrGReen; cada uno de los primers de cada
gen a amplificar, la muestra de cDNA y agua libre de nucleasas en los volumenes indicados en

la Tabla 2. De nuevo, en este tipo de ensayos se utilizé un “No Template Control” (NTC), para
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comprobar la no existencia de contaminantes durante la reaccién. En la Figura 18 que se

muestra a continuacidn, se detalla el protocolo seguido para una gPCR con SybrGreen.

oB°C 40 cycles Melting Curve
15 min  Denaturation
-95°C
Polimerasa 95°C 72°C
Activation 15 sec 20 secs 0.11 °C/sec
Extension o
60°C 65°C
20 sec
Anneling

Figura 18. Esquema del protocolo gPCR con ensayo SybrGreen.

Tabla 2. Tabla resumen de los volumenes necesarios para llevar a cabo una gPCR con cada uno de los ensayos.

VOLUMENES PARA LA PREPARACION DE UNA gPCR

COMPONENTES ENSAYO TagMan ENSAYO SYBR Green
MasterMix 10X 10 pL 10 pL
Primer Forward (10 uM) 1uL 1uL
Primer Reverse (10 uM) 1puL 1pul

Sonda TagMan (4 uM) 1uL -

cDNA 1pul 1pul
Agua 6 uL 7 uL
Volumen total 20 uL 20 uL

El colorante SybrGreen es capaz de unirse a cualquier DNA de doble cadena, por tanto, al final

de los ciclos de PCR se realizdé una curva de Melting, como se muestra en la Figura 18,

verificando asi la especificidad de la reaccién y descartar la amplificaciéon de fragmentos no

deseados.
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Figura 19. Ejemplo de una curva de Melting obtenida al final de una gPCR con SYBR Green.
En el grafico de la Figura 19 se muestra la primera derivada negativa del cambio de
fluorescencia con respecto a la temperatura (—dF /dt). En la figura se observa un pico que
destaca por encima del resto. Este pico se corresponde con la Temperatura de Melting (Tm),
temperatura a la cual se emite una seial de fluorescencia que indica que el 50% del DNA se
encuentra como DNA monocatenario, de una sola cadena; es decir, la mitad del DNA se ha
desnaturalizado. La Tm es especifica de cada ensayo y depende del tamafio del producto
amplificado y de la temperatura a la que se lleva a cabo el anillamiento. Cuando la reaccién
con SybrGreen ha sido especifica, dicho pico debe ser Unico ya que eso significa que solo existe

un Unico producto de amplificacion.

5. Método de cuantificacion relativo y analisis estadistico

Los dos métodos mds utilizados para analizar los datos de experimentos de gPCR son la
cuantificacidn absoluta y la relativa. La cuantificacién absoluta determina el nimero de copias
de entrada (en valor absoluto) relacionando la sefial de PCR con una curva estandar. Para
obtener una curva estdndar se necesitaria tener copias del gen para hacer diluciones seriadas,
asi como una curva patron distinta para cada gen. Todo esto es dificil de conseguir, ademas del
gasto econdmico y temporal que conlleva. La cuantificacién relativa relaciona la sefial de PCR
del transcrito objetivo con la sefial de otra muestra que se utiliza como control. Para la
cuantificacion relativa se utiliza el método del AACt [44] que utiliza el valor de Ct (Cycle

Threshold o ciclo en el umbral) para calcular los valores de expresion.

Al representar en un grafico la fluorescencia emitida en funcién del nimero de ciclos de la

reaccion, el valor de Ct se corresponde con el numero de ciclos en el que la fluorescencia
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emitida supera el umbral marcado (Figura 20). Se obtiene a partir de la curvas de amplificacién,

estableciendo un umbral sobre la sefial de fondo y dentro de la fase exponencial de la curva.

Fluorescence Norm. Fluoro.

35_, A o B

- = &
5| 10°3]

0 G Mo M5 20 25 30 '35 40 45 Cycle o T 20 T 40 Cycle
Figura 20. Ejemplos de grdficas de fluorescencia en funcion del tiempo obtenidas en qPCR. A) Fluorescencia absoluta. B)
Normalizacion en escala logaritmica. La linea roja representa el umbral o threshold.

Aplicando el método AACt, la abundancia relativa se calcula a partir de 272¢¢ donde:

ACt = Ct(gen problema) — Ct(control endbgeno)

El control endégeno puede asemejarse con un blanco, su expresidén no se ve afectada por la
variable de estudio. Durante todo el estudio, como control endégeno se emplea el gen de la

proteina ribosomal L18 (RPL18).

Por otro lado, las diferencias de la expresién relativa de un mismo gen entre las diferentes
muestras se expresan como 222¢t indicando el nimero de veces que cambia la expresién de

un gen en una condicién respecto a otra, donde:

AACt = ACt(muestra problema) ~— ACt(muestra calibradora)

Para las comparaciones en este estudio, la mayoria de las veces se ha designado como muestra
calibradora bien la condicién “Control” a la hora de comparar la expresién de una muestra sin
tratar y otra tratada con LPS, o bien la condicidn “Machos” a la hora de comparar la expresidon

de un gen en ratones macho y ratones hembra.

5.1. Analisis estadistico
El analisis estadistico se realizd con Microsoft Excel, comparando las diferencias entre grupos

utilizando la prueba T-Student. Las diferencias se consideraron significativas cuando

p < 0.05 (%),p < 0.01 (*x) op < 0.001 (x*x).
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Resultados

1.Obtencién de un modelo de ratdn con diabetes

Los pacientes diabéticos representan un grupo con alta incidencia de enfermedades
cardiovasculares que presenta ademas un peor prondstico en su evolucién y tratamiento. Este
prondstico empeora cuando conviven, junto con la diabetes, otros factores de riesgo vascular
como la obesidad y la hipertension. Con el fin de cumplir con los objetivos propuestos en el
trabajo, se busca desarrollar un modelo de ratén con diabetes acompafiado de otros factores

de riesgo vascular.

La cepa de ratones hipertensos (BPH) desarrolla una hipertensién leve similar a la hipertensién
mas comun que afecta a la poblacidn. Se alimenta a los ratones BPH con una dieta rica en
grasas (HFD) durante 12 semanas aumentando asi su riesgo cardiovascular y se monitoriza a
lo largo de las semanas (ver Figura 8) el aumento de peso, la presion arterial y ciertos
parametros metabdlicos tales como los niveles de glucosa en sangre y pruebas de tolerancia a

la glucosa e insulina.

Aumento de peso: El diferente aumento de peso entre ambas condiciones se refleja de

manera evidente en la Figura 21.A. Cuando se compara el peso de los ratones BPH alimentados
con una dieta estandar (SD) y una dieta alta en grasa (HFD), entre la semana Oy la semana 12,
los ratones HFD consiguen un aumento de peso (12,5 + ESM g) mayor que los ratones SD (5,0

+ ESM g).

Presion arterial: La presion arterial se midié periddicamente cada6 semanas. En la Figura 21.B

se observa que, en la semana 12, los valores BPH son significativamente mayores que los
valores de presién arterial en ratones BPN. Ademads, no existen diferencias en la presién

arterial entre dietas en ratones BPH.
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Figura 21. A) Grdfico que muestra el peso a las 12 semanas de ratones BPH alimentados con SD o HFD. Media + ESM. B)
Grdfico que muestra la presion arterial inicial y a las 12 semanas de ratones BPN/SD, BPH/SD y BPH/HFD. Media + ESM.
(*) p < 0.05 los ratones BPN/SD frente a los BPH/SD.

Metabolismo de la glucosa: La glucosa en sangre en ayunas se determina después de un ayuno

de 18 horas a partir de una muestra de sangre obtenida de la vena de la cola. Los niveles de
glucosa aumentan significativamente en ratones HFD en comparacion con ratones SD a las 12

semanas, asi como comparando con el valor tomado inicialmente (en la semana 0). Figura 22.

70 -
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60 - 12 semanas Figura 22. Glucosa en sangre en ayunas determinada al
i % # inicio de la HFD y a las 12 semanas, tras 18 horas de ayuno
% 50 y mediante una gota de sangre de la vena de la cola. Los
‘-g) 40 _. datos son la media + ESM. * p < 0.05 la medida a las 12
—_ . semanas respecto a la medida inicial. # p < 0.05 la
% 30 '- medida a las 12 semanas de HFD con respecto a SD.
§ 20 -
O 104
0
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Ambos ratones HFD y SD, se sometieron a una prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal
(ipGTT). Después de una inyeccién intraperitoneal de carga de glucosa en animales en ayunas,
se determind la glucosa en sangre cada 20 minutos para explorar el curso del tiempo de
eliminacidon de glucosa. Como se observa en la Figura 23.A En las curvas de ipGTT obtenidas a
las 12 los ratones HFD tiene un pico mas alto de concentracion de glucosa en sangre después
de las inyecciones de glucosa y necesitan mas tiempo para bajar la glucosa en sangre. Estos
datos muestran que los ratones HFD se vuelven intolerantes a la glucosa tras 12 semanas

ingiriendo una dieta alta en grasa.
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Por otro lado, también se realiza la prueba de tolerancia a la insulina intraperitoneal (ipITT). A
los animales que no estaban en ayunas, se les inyectd insulina intraperitonealmente y se
midieron los niveles de glucosa en sangre a tiempo cero y cada 20 minutos tras la inyeccion de
insulina. En la curva ipITT (Figura 23.B) se observa que los ratones HFD presentan una mayor
resistencia a la insulina en comparacion a los ratones SD, puesto que los niveles de glucosa no

disminuyeron al nivel de los BPH/SD.
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Figura 23. A) Curva de ipGTT a las 12 semanas de ratones BPH SD y HFD. B) Curva de ipITT a las 12 semanas de ratones

BPH SD y HFD. Los grdficos muestran el transcurso del tiempo del nivel de glucosa en sangre después de una inyeccion de

glucosa en animales en ayunas. x p < 0.05 medida en ratones HFD con respecto a ratones SD.
En conjunto, todos estos datos muestran que los ratones BPH en HFD se vuelven obesos y
diabéticos (muestran niveles altos de glucosa basal, intolerancia a la glucosa y resistencia a la

insulina) y permanecen hipertensos.

2.La expresion de marcadores metabdlicos en macréfagos

Los macrdfagos juegan un papel fundamental en muchos procesos inmunolégicos, orquestan
la inflamacion en muchas enfermedades y contribuyen de manera clave a la inflamacién y la
resistencia a la insulina inducida por la obesidad. Segin su funcidon inmunoldgica, los
macrofagos se pueden dividir en un subtipo MO, no activados; un subtipo M1 proinflamatorio,
activados clasicamente; y M2 antiinflamatorio, activados alternativamente. Se ha observado
que, durante el aumento de peso, los macréfagos experimentan un “cambio fenotipico” de un
fenotipo M2 a un estado M1, una conversién que se ha relacionado con la aparicion de

resistencia sistémica a la insulina. [45], [46]

La eficacia de diferenciacion se analiza a través de los marcadores M1 establecidos como

TNF-a (factor de necrosis tumoral) y NOS2 (éxido nitrico sintasa 2), asi como los marcadores
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M2 Argl (arginasa-1) o Irf4 (factor regulador de interferén 4). [46] En este contexto, estimulos
proinflamatorios como el LPS promueven la polarizacion M1, mientras que estimulos como la
interleucina-4 (IL-4) promueven la polarizacién antiinflamatoria M2. Los mecanismos que
subyacen a la transicién entre un fenotipo y otro y la firma correspondiente de los marcadores
de superficie celular no son muy conocidos. Ademas, varios estudios describen un fenotipo
M1/M2 “mixto” para ratones obesos, lo que sugiere que los macréfagos adoptan estados mas

complejos in vivo. [45]

Estudios han demostrado que los macréfagos con dicho fenotipo mixto no son capaces de
expresar los marcadores tipicos de los macréfagos activados clasicamente. Sin embargo,
ciertas proteinas de la superficie celular, incluyendo CD36, ABCA1, PLIN2, fueron

sobreexpresadas por estos macréfagos con fenotipo mixto. [45]

De acuerdo con toda esta evidencia, se lleva a cabo el estudio de la expresién de los
marcadores de fenotipo M1 tipicos, TNF-a y NOS2. Ademas, se propone a la proteina CD36,
un transportador de acidos grasos de macréfagos, como posible marcador metabdlico del

fenotipo mixto anteriormente mencionado.

Para ello, se han realizado una serie de gPCR con muestras de macréfagos derivados de médula
0sea (BMDM) provenientes de ratones y ratonas SD y HFD. Para cada muestra, se han
estudiado dos condiciones: una condicién control donde los BMDM no han sido estimulados
(MO) y una segunda condicién donde los BMDM han sido tratados y activados con LPS (M1).

Los resultados obtenidos se muestran a continuacion.
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Figura 24. Abundancia relativa de los marcadores de fenotipo metabélico. (A) Expresion de los marcadores en ratones y
ratonas BPH/SD y BPH/HFD en condicion control y con LPS. Los datos son la media + ESM. (B) Expresion de los marcadores
en ratones y ratonas BPH/SD y BPH/HFD en condicion control. * p < 0.05, *x p < 0.01 o **x p < 0.001 HFD con respecto
a la dieta SD. #p < 0.05, ## p < 0.01 o ### p < 0.001 hembras con respecto a machos.

En la Figura 24.A se observa que, de acuerdo con lo descrito en la literatura [45] la estimulacion
de los macrofagos con LPS aumenta significativamente la expresidon de la citoquina
(proinflamatoria) TNF-a y de la enzima NOS2. Esto sucede tanto en SD como en HFD y no hay
diferencias entre dietas en este cambio. Esto apoya el empleo de estos genes como

marcadores de M1. Sin embargo, con la expresion de CD36 ocurre lo contrario; la activacion
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con LPS conlleva una disminucidn significativa de su expresién [47] y en este cambio no hay
diferente entre dietas. En la Figura 23.B estdn representados solo los datos de macréfagos sin
estimular de machos y hembras con las distintas dietas y de, esta forma, se evidencia que no
se observan diferencias significativas entre dietas, pero si una expresion significativamente
mayor en hembras con respecto a machos, tanto en SD como en HFD. Esto nos lleva a comparar
las diferencias en la expresidon relativa entre machos y hembras, que se muestra a

continuacion.
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En la Figura 25 puede apreciarse un aumento significativo en la expresion de TNF-a y CD36 en
hembras con respecto a machos. Ademas, se observa una tendencia mayor en HFD que en SD.
Por el contrario, en NOS2 los cambios no son significativos, ademads de observar que la
expresion en HFD disminuye (en torno a 0.2) con respecto a los machos, algo contradictorio
en comparacion con los datos que se muestran en las Figuras 22.A y 22.B. Esta contradicciéon
puede deberse al gran error que acarrean estos datos debido a la enorme variabilidad en los

resultados obtenidos entre muestras.

3. La expresion de canales idnicos en macrofagos

3.1. Receptores purinérgicos, P2X

Diferentes estimulos dentro de la matriz extracelular promueven a los macréfagos hacia un
fenotipo proinflamatorio o antiinflamatorio. Los nucledtidos extracelulares, como el ATP,
actian como sefiales de dafo, organizando una respuesta inflamatoria a través de los
receptores purinérgicos. El perfil de expresion de estos receptores en macréfagos define de

forma Unica su respuesta frente a los nucledtidos del entorno celular. [46]
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Varios estudios demuestran que los BMDM expresan un repertorio Unico de receptores

purinérgicos, el cual es muy flexible y se adapta rapidamente a la diferenciacién de macroéfagos

pro y antiinflamatorios. Ademas, se destaca el potencial del receptor purinérgico P2X; como

posible nuevo marcador de polarizacién de macréfagos. [46]

Conociendo estos datos, se propone el estudio de la expresion de mRNA de ciertos receptores

purinérgicos (P2Xa, P2X7y P2X1) en BMDM de ratones macho y hembras SD y HFD a través de

la técnica molecular qPCR. De nuevo, para cada muestra, se han estudiado la condicién control

donde los BMDM no han sido estimulados y la condicién donde los BMDM han sido tratados

y activados con LPS.
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Figura 26. Abundancia relativa de los receptores purinérgicos. (A) Expresion de los receptores purinérgicos en ratones y
ratonas BPH/SD y BPH/HFD en condicién control y con LPS. (B) Expresion de los receptores purinérgicos en ratones y

ratonas BPH/SD y BPH/HFD en condicién control. Los datos son la media + ESM. xp < 0.05, *x p < 0.01 0 #*xp <

0.001 HFD con respecto a la dieta SD. #p < 0.05,## p < 0.01 hembras con respecto a machos.

Observando la Figura 26.A se aprecia que la estimulacién con LPS no provoca ningun efecto
significativo a excepciéon del P2X1, donde el aumento de su expresion en hembras es grande y
significativo. En el caso de la Figura 26.B, de nuevo no se aprecia ningln cambio significativo

entre dietas.

De nuevo, al igual que sucedia en el caso de los marcadores, las Unicas diferencias a remarcar
son las que existen en la expresion de los receptores entre machos y hembras, por lo que se

estudian, a continuacidn, las diferencias en la expresion relativa entre machos y hembras.
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Con relacion a la Figura 27, se observa que la expresion de los receptores P2X1 y P2Xs tiende a

en la expresion en hembras con respecto a machos.

disminuir en hembras con respecto a los machos, siendo la disminucidn mayor en ratonas SD

gue HFD, aunque el cambio solo es significativo en el caso de P2X4 con dieta SD. En cambio, en
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el caso del receptor P2X5, la expresién en hembras aumenta de forma significativa con ambas

dietas.

3.2. Canales de potasio dependientes de voltaje

Los canales de potasio dependientes de voltaje estan asociados con funciones de macréfagos
tales como la migracion, proliferacién, activacién y produccion de citoquinas. Estudios
anteriores evidencian que los BMDM expresan, entre otros, los canales Kv1.3, K;;2.1 e IK1 [19],
[48] que han sido relevantes en la funcidn de este tipo de células, por lo que en este trabajo

se estudia cudl es su expresion en el modelo de ratén diabético obtenido.

Al igual que en los apartados anteriores, se lleva a cabo el estudio de la expresion de mRNA de
los canales idnicos dependientes de voltaje Kv1.3, Ki;2.1 e IK1 en BMDM de ratones macho y
hembras SD y HFD mediante qPCR. En cada muestra se han estudiado la condicién control
(MO0) donde los BMDM no han sido estimulados y la condicion M1, donde los BMDM han sido

tratados y activados con LPS.
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Figura 28. Abundancia relativa de los canales iénicos dependientes de voltaje. (A) Expresion de los canales ionicos en
ratones y ratonas BPH/SD y BPH/HFD en condicion control y con (B) Expresidn de los canales iénicos en ratones y ratonas
SD y HFD en condicion control. Los datos son la media + ESM. * p < 0.05, ** p < 0.01 o*x**p < 0.001 HFD con respecto

a la dieta SD. #p < 0.05 hembras con respecto a machos.

En la Figura 28.A se muestra que la estimulacion de los BMDM con LPS aumenta la expresién
del canal Kv1.3 de manera significativa tanto en machos como en hembras, mientras que
disminuye significativamente la expresidn de Ki2.1 e IK1, tanto en machos como en hembras

respectivamente.

Atendiendo a la Figura 28.B, donde se encuentran representadas las expresiones de los
canales en las situaciones control, se percibe que el Unico cambio destacable es el que se
produce en la expresién del Kir2.1, donde se observa una diferencia significativa entre dietas.
La expresiéon de dicho canal es significativamente mayor en ratones y ratonas HFD que en
ratones y ratonas SD. Mientras tanto, la expresidn de los canales Kv1.3 e IK1 parece tender a

la baja en ratones HFD, pero no son diferencias significativas.

En cuanto a la diferencia entre sexos, no parece existir una expresion diferente de los canales
entre machos y hembras. Aun asi, se representan las diferencias en la expresién relativa entre

ellos, siguiendo el esquema de apartados anteriores.

54
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Como ya se podia observar en la Figura 28.B, la Figura 29 muestra que no existen diferencias

significativas en la expresion de los canales idnicos estudiados entre machos y hembras. Es
decir, Kv1.3, K;:2.1 e IK1 se expresan de igual manera en machos que en hembras, con ambas

dietas.

4. Expresion del Kv1.3 en diferentes tejidos de modelo de murino
diabético
En los ultimos afios, el conocimiento sobre la cascada de sefializacién de insulina ha crecido
rdpidamente. Estudios previos en roedores indican que el canal de potasio Kv1.3, se expresa
en tejidos sensibles a insulina, como son el tejido adiposo, el higado, el musculo esquelético y
el bulbo olfatorio. Ademas, el bloqueo farmacoldgico del canal en tejidos sensibles a insulina
aumenta la captaciéon de glucosa, aumentando la sensibilidad a insulina, y el ratén Knock-out
(ratén modificado genéticamente para que uno o varios genes estén inactivado) para este
canal tiene un peso corporal mas bajo, una mayor sensibilidad a insulina y niveles mas bajos

de glucosa en plasma. [49], [50]

Estas evidencias sugieren que el canal Kv1.3 tiene un papel importante tanto en los vasos,
como en tejidos relevantes en el estado metabdlico a nivel sistémico, por lo que resulta
especialmente interesante en un modelo de animal diabético como el empleado en este
trabajo... Por tanto, se estudia la expresion del canal Kv1.3 en diferentes tejidos (aorta, bulbo
olfatorio, musculo, higado y grasa) en el modelo murino con diabetes y otros factores de riesgo

vascular.
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extraidos de ratonas BPH/SD y BPH/HFD. Los datos son la media + ESM. * p < 0.05 HFD con respecto a la dieta SD.

En la Figura 30 puede observarse que la expresién es especialmente alta en bulbo olfatorio y
gue en la mayoria de los tejidos no existe ninguna diferencia significativa entre ratonas SD y
HFD. Por otro lado, se observa que, mientras que en el higado y el musculo la abundancia
relativa del Kv1.3 no es muy alta, dicha abundancia aumenta enormemente en el caso del

bulbo olfatorio.

La unica diferencia significativa se observa en aorta, donde la abundancia relativa del canal
Kv1.3 disminuye de manera significativa en ratonas HFD. Puesto que es el Unico tejido en el
gue se perciben dichas diferencias, suscita mayor interés, por lo que se procede a un estudio

mas completo en las arterias aortas.

4.1. Estudio de la expresion de Kv1.3 y Kv1.5 en aortas

En la mayoria de los sistemas, las células expresan varios canales de la familia Kvl, cuya
expresion también se remodela tras la activacion y/o cambio fenotipico. En particular, en las
VSMCs, estd descrito que los canales Kv1.5 disminuyen su expresion con el cambio fenotipico
dejando al canal Kv1.3 como en canal predominante las VSMCs de los vasos y permitiendo que

lleve a cabo sus funciones de proliferacidén y migraciéon. [24]

En preparaciones de VSMCs de estudios anteriores, la modulacién fenotipica no cambia la
expresion de mRNA de Kv1.3. Sin embargo, todos los demas mRNA de Kv1.x disminuyeron, en
particular se produce una drastica disminucién para Kv1l.5. Como ya se ha comentado

anteriormente, las subunidades a de Kv1.3 y Kv1.5 pueden ensamblarse formando complejos
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heterotetraméricos. En estos casos, la proporcién relativa de ambos canales controla la tasa
de proliferacién puesto que los canales tienen un papel proliferativo y antiproliferativo,
respectivamente. Las subunidades Kv1.5 tendran un efecto negativo que dominara sobre la

proliferacion inducida por Kv1.3. [24]

Debido a las evidencias anteriores en la relacidn entre Kv1.3 y Kv1.5 en VSMCs, se procede al

estudio y comparacién de la expresidn de ambos canales en las aortas de machos y hembras

SD y HFD.
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Figura 31. Abundancia relativa de los canales Kv1.3 y Kv1.5 en aorta. A) Expresion del canal idnico Kv1.3 en aorta extraida
de ratonas SD y HFD. B) Expresion del canal ionico Kv1.5 en aorta extraida de ratonas SD y HFD. Los datos son la media +
ESM. *x p < 0.01 HFD con respecto a la dieta SD. # p < 0.05,## p < 0.01 o ### p < 0.001 hembras con respecto a

machos.

La Figura 31.A revela una mayor expresion del canal Kv1.3 en hembras que en machos ademas
de ser mayor en el caso de ratones SD. En cuanto a la dieta, se observa que la expresién del
canal disminuye significativamente en hembras. En la Figura 31.B se observa que el canal Kv1.5
se expresa significativamente menos en hembras que en machos, tanto en SD como en HFD.
Ademas, la dieta hace que la expresién disminuya significativamente en HFD, tanto en

hembras como en machos.

Estudiada la expresién de ambos canales en aorta, se estudia el ratio Kv1.3/Kv1.5 para conocer
el fenotipo de las VSMCs en las muestras de aorta; de manera que un mayor ratio Kv1.3/Kv1.5
sugiere un fenotipo mas desdiferenciado y, un menor ratio Kv1.3/Kv1.5, sugiere un fenotipo

mas diferenciado (mas células contractiles).
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Figura 32. Ratio Kv1.3/Kv1.5 en aorta. Representacion del ratio Kv1.3/Kv1.5 en muestras de aorta de ratones macho y

hembras SD y HFD. Los datos son la media + ESM. ### p < 0.001 hembras con respecto a machos.

La Figura 32 muestra que el ratio Kv1.3/Kv1.5 es significativamente mayor en hembras que en

machos, lo que sugiere que las aorta de hembras tienen un fenotipo diferente, mas

desdiferenciado, que los machos, que no se ve alterado por la dieta.
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Discusion

En primer lugar, se consigue con éxito generar un raton diabético que, ademas, posee otros
factores de riesgo vascular (obesidad, hipertension, hiperglucemia, resistencia a insulina...) los
cuales empeoran el prondstico de los pacientes con diabetes. El modelo murino logrado se

trata de un modelo adecuado para poder estudiar enfermedades cardiovasculares puesto que

es muy parecido al modelo de enfermo humano que hay en la sociedad actual.

Teniendo en cuenta la importancia de los macréfagos en los procesos inflamatorios que
suceden en enfermedades como la diabetes o la aterosclerosis, se pretendia buscar cambios
resefiables en algun marcador, que permitiesen definir el cambio de fenotipo en los
macroéfagos. En respuesta a los resultados obtenidos, los marcadores propuestos no parecen
ser los adecuados para constatar dicho cambio de fenotipo. Con los marcadores cldsicos de
M1, TNF-ay NOS2, si que se consigue un cambio desde MO a M1 al activar los BMDM con LPS,
sin embargo, las diferencias que se esperaban entre SD y HFD no se han observado ya que no

se consigue encontrar el cambio en los genes que se buscaba, por lo que la dieta no les afecta.

En cuanto a la proteina de superficie celular CD36, la literatura consultada [47] explica que su
expresion disminuye al activarlo con LPS en M1, hecho que en este estudio ha podido
comprobarse. Sin embargo, no se han observado diferencias significativas entre dietas,
resultado que lleva a concluir que CD36 no puede considerarse un marcador de fenotipo
metabdlico. El no haber conseguido demostrar el papel de CD36 como tal tipo de marcador
puede deberse al tipo de macréfagos ya que, en los estudios que se han consultado se
estudiaban otro tipo de macréfagos [43] como, por ejemplo, macréfagos de tejido adiposo, y

en este trabajo se han utilizado BMDM.

Como ya se ha comentado a lo largo de todo el trabajo, el canal Kv1.3 tiene gran importancia
en células de musculo liso vascular (VSMC) por lo que suscita gran interés el papel que pueda
llevar a cabo en diferentes tipos de células, como en macrdéfagos. Por ello, se lleva a cabo el
estudio de este y otros canales idnicos que también pueden ser relevantes en macréfagos. De
nuevo, ocurre algo parecido que en el estudio de los marcadores metabdlicos; no se
encuentran cambios aparentemente importantes entre dietas. Se consiguen cambios en la
expresion al activar a los BMDM con LPS, excepto en P2Xs y P2X7 donde la expresidn no varia,

pero no los cambios esperados entre dietas.
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En la literatura consultada se explica que la expresién de P2X; es bastante menor que en el
caso de P2X7, algo que en este estudio se corrobora. [46] También se habla de que la expresion
de P2Xs y P2X7 disminuye al activar a los BMDM con LPS hasta M1, sin embargo, esta

disminucion de la expresion no ha podido comprobarse.

Los cambios obtenidos en la expresidn en los canales de potasio dependiente de voltaje con
la activacién con LPS coinciden con estudios electrofisioldgicos encontrados en la literatura,
donde también confirman que la expresidn del Kv1.3 con LPS aumenta y en el caso del K;2.1
disminuye. [17] El Unico cambio reseiable relacionado con las dietas es el del canal Kir2.1 cuya
expresién aumenta significativamente en BMDM de ratones HFD, cuyas implicaciones aun

estan por conocer y pueden ser relevantes en el contexto de diabetes.

Por otro lado, estudios electrofisioldgicos, aun sin publicar, realizados por el grupo de
investigacidon con los mismos canales idnicos, coinciden en algunos casos con los resultados
obtenidos en el estudio de la expresién de mRNA, como por ejemplo, los resultados obtenidos
al estudiar la expresiéon de Kv1.3, Ki:2.1 o IK1 (una mayor expresién en hembras que en machos

en los tres canales o ninguna diferencia significativa entre dietas excepto en K;2.1).

El canal Kv1.3, ademads de ser importante en el cambio de PM en VSMC también tiene efectos
positivos en el metabolismo de elementos glucidicos. La literatura consultada sugiere que el
bloqueo o inhibicién de dicho canal consigue la reduccién de la obesidad, asi como una mejora
en la resistencia a insulina. [45], [46] En el trabajo realizado se observa que la expresién del
Kv1.3 en diferentes tejidos no cambia significativamente entre dietas a excepcién de la aorta,

donde la expresién disminuye significativamente en ratones HFD.

El posterior estudio mas en profundidad de las aortas muestra un remodelado o cambio de
PM en los vasos en funcién de la dieta. En este caso, destaca especialmente canal Kv1.5 puesto
gue se produce una disminucién significativa en HFD tanto en hembras como en machos
ademas de que su expresidn es significativamente menor en hembras. A la hora de estudiar el
ratio Kv1.3/Kv1.5 se observa que no hay diferencias entre dietas y destaca la diferencia tan
significativa que existe entre machos y hembras . Dicho ratio es mayor en hembras, es decir, la
proporcion de Kv1.3 con respecto a Kvl.5 es mayor vy, por tanto, existe mayor niumero de
células desdiferenciadas; lo que sugiere que las hembras tienen un fenotipo diferente a los

machos.
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El hecho de que no se hayan encontrado diferencias en la expresién de mRNA del canal Kv1.3
en los diferentes tejidos entre ratones SD y HFD no significa que estas no existan a otros niveles
ya que se ha descrito en algunos trabajos. Es decir, este estudio se ha centrado tan solo en la
expresion del mRNA, por lo que se desconocen los cambios que puedan existir a nivel de la

expresion o regulaciéon de la funcion proteica.

Por ultimo, a lo largo de todo el estudio los cambios que han destacado notablemente han
sido los observados entre machos y hembras. Estos cambios abren una nueva puerta al estudio
e investigacion de tratamientos para la diabetes especificamente dirigidos a mujeres u

hombres.

Conclusiones

1. La dieta alta en grasa administrada a la cepa de ratén hipertenso utilizada ha permitido
generar un modelo de ratén diabético con factores de riesgo vascular adicionales como la

obesidad y la hipertensién.

2. En macréfagos, los marcadores de inflamaciéon, TNF-a y NOS2, aumentan su expresiéon
cuando se activa con LPS, pero no cambian su expresién con la dieta en el modelo de ratén

diabético generado.

3. En macrdéfagos, la expresién de CD36 disminuye con LPS pero no cambiar con la dieta en el
modelo de ratén diabético utilizado. En este modelo, CD36, no puede considerarse como
un marcador de fenotipo metabdlico. Ademas, la expresidon de TNF-a y CD36 es mayor en

hembras que en machos.

4. En macrofagos, la expresidn de los receptores purinérgicos estudiados, P2X1, P2Xa y P2X7,
no cambian con la dieta. La expresién de P2X4 y P2X7 cambia con el sexo en direcciones

opuestas, disminuye en P2X4 y aumenta P2Xy.

5. En macrdéfagos, la expresidon de los canales Kvl.3 e IK1 aumenta con LPS y no cambia con la
dieta ni con el sexo. La expresion del canal de potasio Ki2.1 disminuye con LPS, aumenta
con la dieta y no cambia con el sexo. La expresion de este canal es el Unico cambio asociado

a la dieta que se observa.
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. En otros tejidos estudiados en hembras como bulbo olfatorio, musculo esquelético, higado
y grasa; no se detectan cambios en la expresion del canal Kv1.3 con la dieta. Solo en aorta

se observa una disminucion en la expresion de Kv1.3 con la dieta.

. En aortas, la expresion de Kv1.3 con dieta estdndar es mayor en hembras que en machos.

La dieta alta en grasa disminuye la expresién en hembras, pero no la cambia en machos.

. En aortas, la expresion de Kv1.5 disminuye con la dieta y es menor en hembras. El ratio

Kv1.3/Kv1.5 es mayor en hembras y no cambia con la dieta.

. Los resultados de este trabajo destacan la existencia de dimorfismo sexual en el modelo
estudiado puesto que la expresion de mRNA tanto de los marcadores como de los canales
cambia fundamentalmente entre machos y hembras. Esto puede ser relevante para tratar

de estudiar tratamientos personalizados en funcién del sexo.
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Anexo |

ENSAYOS TagMan

Tabla.A.l. Ensayos TagMan comerciales y personalizados usados.

NOMBREDEL  ppoTEiNA ENSAYO (Applied Biosystem)

GEN

D36 D36 mCD36_F: 5'- ATGGGCTGTGATCGGAACTG-3
mCD36_R: 5'-GTCTTCTCAATAAGCATGTCTCC-3'
mK3_3utr_F: 5'-CCACGAACAATAACCCCAAC-3'

KCNA3 Kvl.3 mK3_3utr_R: 5'-AGGGCATACACAGACCAAGG-3'
mK3_3utr_Sonda: 5'-TGTCTAATATATGATACGGTTGCCA-3'
mK5_F2174: 5'-GGACACTAGCCGGGAAACAG-3'

KCNAS Kv1.5 mK5_R2318: 5'-TCCGGACTTTGATGGGTGAC-3'
mK5_Sonda: 5'-ACCGGTTCCTCTTGAGCTTGCT-3'

KCNJ2 Kir2.1 MmO00434616_m1

KCNN4 1K1 MmO00464586_m1

NOS? NOS? mNOSi_F: 5'-CCAAGCCCTCACCTACTTCC-3
mNOSi_R: 5'-CTCTGAGGGCTGACACAAGG-3'

P2RX1 P2X1 MmO00435460_m1

P2RX4 P2X4 MmO00501787_m1

P2RX7 P2X7 Mm01199500_m1
F: 5'-AAGACTGCCGTGGTTGTGG-3'

RPL18 RPL18 R: 5'-AGCCTTGAGGATGCGACTC-3'
Sonda: 5'-FAM-TTCCCAAGCTGAAGGTGTGTGCA-BHQ1-3'

TNF- TNE-o F: 5'-AGCCGATGGGTTGTACCTTGTCTA-3

R: 5'-TGAGATAGCAAATCGGCTGACGGT-3'
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