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La disfuncién endotelial como origen de la enfermed ad cardiovascular

La disfuncion endotelial es definida como la pérdida de la capacidad del
endotelio de regular de forma adecuada la homeostasis vascular. Las funciones
mas importantes que se conocen del endotelio son: la regulacion del tono
vascular, la actuacion como barrera selectiva de macromoléculas, la
modulacién de la inflamacion, la regulacién del crecimiento vascular y el control
de la agregacion plaquetaria y la coagulacion [1]. Asi que, los principales
cambios ocurridos en las células endoteliales que impiden que éstas cumplan
con sus funciones habituales serian: la produccion aumentada de factores
vasoconstrictores, inflamatorios, protrombdticos o de crecimiento celular y la
pérdida de biodisponibilidad del 6xido nitrico en el tejido vascular [2].

Una de las funciones del endotelio que hemos mencionado es la
regulacion del tono vascular, actuando directamente en la vasodilatacion y en
la vasoconstriccion, y en consecuencia, controlando el flujo sanguineo [3]. En el
diagnéstico clinico se utiliza la pérdida de control de la vasodilatacion del
endotelio para medir su disfuncion y se puede analizar por diferentes métodos:
la infusién intracoronaria de acetilcolina, la dilatacion mediada por flujo en la
arteria braquial y la pletismografia del antebrazo o del pulso de los dedos [1].
Se ha observado por estos métodos que la vasodilatacion mediada por el
endotelio est4d reducida en los pacientes hipertensos, pacientes con
enfermedad coronaria y en pacientes que presentan distintos factores de riesgo
cardiovascular tales como diabetes mellitus, dislipemias o tabaquismo, y este
descenso en la vasodilatacion se hace mas pronunciado de una manera
proporcional al nimero de factores de riesgo [2]. Por otro lado, la disfuncion
endotelial esta relacionada con enfermedad coronaria [4], con insuficiencia
cardiaca [5] y con enfermedad arterial periférica [1]. De esta manera nos
encontramos que la disfuncion endotelial se encuentra relacionada con los
distintos factores de riesgo cardiovascular y también se asocia con las distintas
patologias cardiovasculares, siendo un elemento importante y comun en este
tipo de enfermedades.
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Los distintos mecanismos moleculares que modulan los cambios que
sufre el endotelio disfuncional ya han sido mencionados: factores
vasoconstrictores, factores inflamatorios y de adhesion, factores
protrombéticos, factores de crecimiento celular y la biodisponibilidad del éxido
nitrico (Figura 1).

Factores vasoconstrictores

El tono vascular esta regido por un equilibrio entre los elementos
vasodilatadores y los vasoconstrictores. Entre los primeros podemos mencionar
el 6xido nitrico, la prostaciclina y el factor hiperpolarizante derivado del
endotelio. Entre los vasoconstrictores podriamos destacar la endotelina-1 y la
angiotensina 1l [3]. En la disfuncién endotelial prevalecen los factores
vasoconstrictores frente a los vasodilatadores [2]. En este desequilibrio toma un
gran protagonismo la angiotensina Il, que es en si misma una potente molecula
vasoconstrictora, pero que ademas es capaz de activar a la nicotinamida
adenina dinucleétido fosfato (NADPH, del inglés nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate) oxidasa y producir especies reactivas del oxigeno
(ROS del inglés reactive oxygen species) que afectan al sistema vascular en
general y a la producciéon de 6xido nitrico en particular [6]. La produccion de
Oxido nitrico ocupa un papel especial en la vasodilatacién, pero sera
comentado de una forma mas detallada méas adelante.

Factores inflamatorios y de adhesion

En la disfuncién endotelial existe una activacion inflamatoria de las
células endoteliales, que podria estar relacionada con el estado inflamatorio
presente en la aterosclerosis [3]. En relacién a la inflamacién, las infecciones
bacterianas y la administracién de citocinas inflamatorias reducen la funcion
endotelial [2]. En humanos, los estados agudos inflamatorios inducidos por la
infusiéon de lipopolisacarido en bajas dosis o las vacunaciones empeoran la
vasodilatacion dependiente del endotelio [3]. La vasodilatacion provocada por
acetilcolina en las arterias del antebrazo se correlaciona negativamente con los
valores de proteina c reactiva en pacientes con enfermedad coronaria [7]. Por
el contrario, el tratamiento con medicamentos antiinflamatorios, como por
ejemplo los inhibidores de la ciclooxigenasa mejora la funcién endotelial en
pacientes con aterosclerosis [2].
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In vitro, las células endoteliales son estimuladas por factores pro-
inflamatorios como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a, del inglés Tumor
necrosis factor alpha) y la proteina c reactiva y en consecuencia estas células
expresan factores de adhesién e inflamatorios. En este estado se alteran los
niveles de activacion y expresion de factores de transcripciéon implicados en la
reaccion inflamatoria, como por ejemplo, el factor nuclear kappa B (NF-kB, del
inglés nuclear factor kappa B). Se ha observado en células endoteliales
aisladas de individuos ancianos u obesos una activacion del NF-kB a través de
una expresion incrementada de la subunidad activa de NF-kB p65 y una
disminucién del regulador de NF-kB (IkB). Esta activacion se ha relacionado
con una peor vasodilatacién dependiente del endotelio [3]. Es un hecho a
destacar que se ha visto que las ROS pueden activar al factor de transcripcion
NF-kB [8].

A su vez, los factores inflamatorios activan a las moléculas de adhesion.
Las principales moléculas de adhesién son la molécula de adhesién
intercelular-1 (ICAM-1 del inglés Intercellular adhesion molecule-1), la molécula
de adhesion vascular-1 (VCAM-1 del inglés Vascular cellular adhesion
molecule-1), la molécula de adhesion de leucocitos (LAM del inglés Leukocyte
adhesion molecule-1) y la E-selectina. La accion combinada de las moleculas
de adhesion y citocinas como la molécula quimiotactica de monocitos-1 (MCP-
1) atrae células del sistema inmune y permite que se unan a las células
endoteliales, infiltrandose a través de ellas y produciendo inflamacion. La
expresion de estas moléculas de adhesién esta intimamente ligada al estado
inflamatorio del endotelio. EI NF-kB regula los genes de la ICAM-1, la VCAM-1
y la E-selectina [9]. La proteina c reactiva aumenta la expresién de ICAM-1,
VCAM-1, E-selectina y MCP-1 [1, 9]. Como hemos comentado anteriormente,
las ROS tienen un papel en la regulacion de la inflamacion y también se
pueden relacionar con el aumento de los factores de adhesion. El peréxido de
hidrégeno, producido por la dismutacion del anién superdxido proveniente de la
NADPH oxidasa, puede activar el NF-kB para aumentar la expresion de ICAM-
1 en la membrana de las células endoteliales. De forma reciproca, tanto ICAM-
1 como VCAM-1 median la generacion de ROS para regular la permeabilidad
del endotelio, intensificando la inflamacién inicial al permitir la infiltracion de los
monocitos a través de la intima vascular [8].
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Factores protrombéticos

El endotelio en su estado basal expresa factores con actividades
anticoagulantes. Cuando el endotelio es disfuncional presenta propiedades pro-
coagulantes. Las células endoteliales juegan un papel fundamental en la
regulacion de la generacién de la plasmina, que es la enzima fundamental para
la disolucion de los coagulos. El endotelio también regula la fibrinolisis por
producir el activador del plasminégeno del tejido (t-PA del inglés Tissue
plasminogen activator) y el inhibidor del activador del plasminégeno-1 (PAI-1
del inglés Plasminogen activator inhibitor-1). Ademas, el endotelio limita la
activacion de la cascada de coagulacion por la trombomodulina y por la
antitrombina. También se regula a nivel del endotelio las interacciones entre el
factor tisular-inhibidor del factor tisular y la sintesis o liberacion del inhibidor del
factor tisular esta positivamente regulado por la heparina, el flujo sanguineo y la
trombina [9]. La inflamacion y el desequilibrio de estas rutas provocan una
disfunciéon de la regulacién de la coagulacién por parte de las células
endoteliales, siendo uno de los pasos fundamentales en las etapas avanzadas
de la aterosclerosis [10].

Factores de crecimiento celular

La célula endotelial regula el crecimiento de las células cercanas, como
las células del musculo liso vascular, por lo que la pérdida de la funcion de la
célula endotelial lleva a un descontrol en la proliferacion. El factor de
crecimiento vascular endotelial (VEGF, del inglés vascular endotelial growth
factor) es uno de los factores mas importantes en el control de esta funcién del
endotelio y se ha visto que es capaz de regular la actividad de la NADPH
oxidasa y la produccion de ROS. El VEGF estimula la NADPH oxidasa y la
migracién de las células endoteliales, siendo modulado este efecto por la
presencia de antioxidantes [11]. EI VEGF actua a través del receptor de VEGF
de tipo 2 (VEGFR2 del inglés Vascular endothelial growth factor receptor 2).
Este receptor se une a la IQGAPL, que es un regulador fundamental de la
produccion de ROS inducida por VEGF [12]. La actividad de la NAPDH oxidasa
es necesaria para la proliferacion, la supervivencia y la apoptosis de las células
endoteliales [13]. Dos isoformas de la familia de las NADPH oxidasa, la Nox2 y
la Nox4, contribuyen de igual manera a la generaciéon de ROS y al aumento de
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proliferacion en condiciones basales en células endoteliales [14]. Es mas, las
ROS puede sefializar tanto el incremento de proliferacion como el de apoptosis
en células endoteliales, dependiendo de la concentracion y del tipo celular [15].

Biodisponibilidad del 6xido nitrico

Uno de los principales factores que regulan la funcién endotelial es la
produccion y la biodisponibilidad del éxido nitrico, el cual relaja los vasos
sanguineos, previene la agregacion y la adhesién plaquetaria, limita la
oxidacién del colesterol de la lipoproteina de baja densidad (LDL del inglés low
density lipoprotein), inhibe la proliferacion de las células del musculo liso
vascular y reduce la expresién de genes proinflamatorios. Por todas estas
acciones, una deficiencia en la produccion del éxido nitrico es una de las
principales causas de disfuncion endotelial. El éxido nitrico se produce a través
de la conversion del aminoacido L-arginina a L-citrulina por la enzima 6xido
nitrico sintetasa (NOS, del inglés nitric oxide synthase). Hay varias isoformas:
la NOS1 aislada del cerebro, la NOS2, o 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS,
del inglés Inducible nitric oxide synthase), encontrada en macrofagos y la
NOS3 o 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS, del inglés Endotelial nitric oxide
synthase) de las células endoteliales. La NOS1 y la eNOS poseen actividad
constitutiva mientras que la actividad de la INOS es inducida por distintos
estimulos. Todas las NOS son homodimeros que comparten un dominio
homdlogo a la citocromo reductasa P-450 en el extremo carboxilico de la
proteina, tiene lugares de unién para NADPH, Mononucleétido de flavina (FMN
del inglés Flavin mononucleotide), tetrahidrobiopterina (BH4), y calmodulina,
siendo necesarios todos los coenzimas para el correcto funcionamiento de la
enzima [16].

La eNOS, es la NOS mas importante en el tejido vascular y toma un
protagonismo especial en la disfuncion endotelial. Es una enzima activada por
el flujo pulsatil de la sangre a través de los vasos y el estrés de cizalla. El
estrés de cizalla se relaciona de manera directamente proporcional con el flujo
arterial e inversamente con el diametro arterial, teniendo mucha mas relevancia
este Ultimo parametro. La eNOS es generalmente activada por un incremento
de la concentracién intracelular de Ca*’, que a través de la calmodulina,
incrementa la transferencia de electrones en el dominio reductasa del enzima
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(desde el NADPH a las flavinas) necesaria para reducir la L-arginina. La
administracion de acetilcolina en las arterias, causa una dilatacion de la arteria
debido a un incremento intracelular de Ca*? en el endotelio. El 6xido nitrico
producido difunde a las células del musculo liso vascular donde se activa la
guanilato ciclasa, aumentando el monofosfato de guanosina (GMP del inglés
Guanosin monophosphate) ciclico, que participa en la relajacién de las células
del musculo liso vascular [1-3, 9, 16].

Uno de los principales factores que influye en la biodisponibilidad del
Oxido nitrico es la reaccién de éste con el ani6on superéxido, para formar
peroxinitrito. Otra posibilidad es la incapacidad de las NOS para producir 6xido
nitrico por efectos del estrés oxidativo o el agotamiento de la
tetrahidrobiopterina, que conducen al desacoplamiento de la NOS, pasando a
producir aniones superoxido en vez de 6xido nitrico [16].

Como se ha visto en todos los cambios que presentan las células
endoteliales en la disfuncion endotelial, la produccién de radicales libres del
oxigeno tiene un protagonismo especial. La produccion de ROS a niveles bajos
tiene funciones indispensables en la fisiologia normal del sistema
cardiovascular, pero cuando la produccién de ROS sobrepasa las defensas
antioxidantes que lo regulan produce una serie de problemas, como por
ejemplo, los que hemos visto en este apartado en relacién a la disfuncién
endotelial.

La disfuncién endotelial participa tanto en el inicio como en el desarrollo
de la aterosclerosis. En la aterosclerosis se produce una pérdida de la
reactividad normal de los vasos que lleva a isquemia, angina e infarto de
miocardio, un incremento de permeabilidad a macromoléculas como las
lipoproteinas, un aumento de la expresion de factores inflamatorios o de
adhesion que favorecen el reclutamiento de monocitos-macréfagos, una
desregulacién del crecimiento de las células endoteliales y del muasculo liso v,
finalmente, el aumento de factores de coagulacién [17].
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Vasocontrictores  Inflamacion y adhesion Trombéticos Crecimiento Biodisponibilidad del
celular oxido nitrico
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-TNF-«
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Figura 1: Representacion de los factores que llevan a la disfuncién endotelial. Resumen de los
distintos factores vasoconstrictores, de inflamacion o adhesién, trombéticos, de crecimiento
celular y de biodisponibilidad del oxido nitrico, que afectan a la célula endotelial y a sus
funciones. Abreviaturas.- BH4: Tetrahidrobiopterina; EDHF: Factor hiperpolarizante derivado del
endotelio; eNOS: ¢éxido nitrico sintasa endotelial; FMN: mononucleétidos flavina; H20,: Perdxido
de hidrogeno; ICAM-1: Molécula de adhesion intercelular-1; L-arg: L-arginina; L-cit: L-citrulina;
MCP-1: Proteina quimiotactica de monocitos-1; NADPH: Nicotinamida adenina dinucleétido
fosfato; NF-kB: Factor Nuclear kappa B; Nox: NADPH oxidasa; Oz Anion superoxido; PAI-1:
Inhibidor del activador del plasmindgeno; TF: Factor tisular; TFPI: Inhibidor de la ruta del factor
tisular; TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa; t-PA: Activador tisular del plasminégeno; VCAM-
1: molécula de adhesion celular vascular-1; VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular.

Asociacion entre la  diabetes mellitus y la disfuncién endotelial

La diabetes es un desorden metabdlico caracterizado por hiperglicemia e
intolerancia a la glucosa que es causado por una deficiencia y/o una funcion
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empeorada de la insulina. Los factores de riesgo cardiovascular mas
importantes son la obesidad abdominal y la resistencia a la insulina (diabetes
mellitus tipo 2), los altos niveles de colesterol y la presién sanguinea alta. La
prevalencia de la diabetes tipo 2 estd aumentando rapidamente en todo el
mundo. La mayoria de las discapacidades y las muertes prematuras en
pacientes diabéticos se deben a complicaciones vasculares. A lo largo del
2010, se atribuyeron a la diabetes alrededor de 4 millones de muertes en el
mundo y el 50% de éstas sucedieron por enfermedades cardiovasculares [18].

La diabetes también lidera las causas de la ceguera, el fallo renal y las
amputaciones de las extremidades inferiores. Todas son afecciones
relacionadas con los vasos sanguineos [9]. Sabiendo todo lo anterior, es
importante remarcar que la diabetes y la resistencia a la insulina son unos
factores destacados en la disfuncion endotelial. Este hecho se ha observado a
nivel clinico y experimental [3].

A nivel clinico, estudios transversales han mostrado una reduccion en la
vasodilatacion dependiente del endotelio en arterias coronarias y periféricas de
pacientes con diabetes tipo 1 y 2 [19-21]. Varios estudios han examinado la
relacién entre la resistencia a la insulina y la disfuncién endotelial en pacientes.
Para esta asociacion se han realizado distintas pruebas del control glucémico
como son el clamp de glucosa o de insulina, el test oral de tolerancia de la
glucosa, los niveles de insulina plasmatica y el modelo de homeostasis de
resistencia a la insulina (HOMA-IR del inglés homeostasis model assessment
insulin resistance). En todos ellos, se observé una relacion inversa entre los
niveles de resistencia a la insulina y la vasodilataciéon medida con distintos
métodos tanto a nivel braquial, radial o coronario [22-33] (Tabla 1).

Ademés, en humanos sanos, la infusibn de la insulina estimula la
vasodilatacion e incrementa el flujo sanguineo en tejidos periféricos, y este
efecto se debilita en pacientes con diabetes mellitus y resistencia a la insulina
[21, 34].
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Tabla 1: Estudios clinicos que relacionan la sensibilidad a la insulina y la
disfuncién endotelial

Tipo de pacientes Prueba/Test Resultado Ref.
. 1 Sensibilidad a insulina, 1 de flujo
Mujeres obesas Clamp de glucosa . ] - [22]
inducido por acetilcolina
L 1 Sensibilidad a insulina, 1 dilatacién
No diabéticos Clamp de glucosa ) ) ) ) [23, 24]
mediada por flujo en arteria braquial
Test oral de ) ) )
. . 1 Dosis de respuesta a la insulina, |
Sujetos sanos tolerancia a la ) - ) [25]
circulacién coronaria
glucosa
. Test oral de . . .
Pacientes obesos frente a . 1 Dosis de respuesta a la insulina, |
tolerancia a la ) ., ) [26]
delgados circulacién coronaria
glucosa
1 Niveles insulina, | dilatacion
Sujetos sanos Niveles de insulina mediada por flujo en la arteria [27]
braquial
No diabéticos con niveles 1 HOMA-IR, | respuesta a
variables de indice de masa HOMA-IR metacolina en el flujo de la sangre de [28]
corporal la pierna
Diabéticos frente a no 1+ HOMA-IR, | respuesta en la
e HOMA-IR ) 3 ) . [29]
diabéticos circulacion de la piel a la acetilcolina
Pacientes del estudio T HOMA-IR, | la dilatacién mediada
) HOMA-IR ) ) . [30]
Framinghan por flujo en la arteria braquial

La cantidad de glucosa captada se
Clamp de insulina relaciona con la vasodilatacion [31-33]
mediada por insulina

Sujetos sanos, obesos y/o
con resistencia a la insulina

HOMA-IR: modelo de homeostasis de resistencia a la insulina, del inglés homeostasis model
assessment insulin resistance.
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Ademas de estos estudios, también encontramos otros que observan
una mejora en la funciéon endotelial tras tratamientos para aumentar la
sensibilidad a la insulina. Los tratamientos con tiazolidinedionas o con
metformina, la pérdida de peso, el ejercicio y los inhibidores del sistema renina-
angiotensina mejoran la funcién endotelial [35-42] (Tabla 2).

Tabla 2: Distintos tratamientos para mejorar la sensibilidad a la insulina y
su relacion con la disfuncion endotelial.

Tipo de pacientes Tratamiento Resultado Ref.
Pacientes con diabetes . Mejora la funcién endotelial en el
) Rosiglitazona [35]
tipo 2 antebrazo
Pacientes con diabetes ) Mejora la funcién endotelial en el
i Troglitazona [36]
tipo 2 antebrazo
Pacientes con diabetes . Mejora la dilatacion dependiente del
i Metformina ) [37]
tipo 2 endotelio
Pacientes con sindrome . Mejora la dilatacion dependiente del
L Metformina ) [38]
metabdlico endotelio

Pacientes no diabéticos
con hipertension o
hipercolesterolemia, con o
sin resistencia a la insulina

Pioglitazona Mejora la funcién endotelial [39]

Mejora la dilatacion mediada por flujo

40
y | los marcadores de inflamacion (40l

Sujetos sanos Rosiglitazona

Ejercicio, pérdida de
Pacientes con diabetes peso o inhibidores del
tipos 2 sistema renina-
angiotensina

[41, 42]
Mejora de la funcién endotelial
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Posibles mecanismos de las complicaciones vasculare s diabéticas

En el apartado anterior hablamos sobre la influencia de la insulina en la
disfuncién endotelial, pero solo teniendo en cuenta su papel en la pérdida de
regulacion del tono vascular dependiente del endotelio. Hay otros cambios en
la célula endotelial que llevan a la disfuncién endotelial y que son causados por
la diabetes, como son la alteracion en la sefializacion de la produccion de 6xido
nitrico en las células endoteliales, la activacién proinflamatoria del endotelio, la
activacion de la proteina cinasa ¢ (PKC del inglés Protein kinase C) y el estrés
oxidativo incrementado.

Uno de los mecanismos mas importantes en la diabetes que puede llevar
a la disfuncién endotelial, es la alteracién en las rutas de sefializacion  que
llevan a la activacion de la eNOS. La eNOS se expresa constitutivamente en
células endoteliales y estd localizada en las caveolas, las cuales son
invaginaciones especializadas de la membrana plasmatica ricas en lipidos
especificos y proteinas, incluyendo la caveolina-1 [43]. La eNOS tiene unos
bajos niveles de actividad basal cuando esta asociada con la caveolina-1, pero
puede ser activada en cuestion de segundos tras la estimulacion de las células
endoteliales con agonistas dependientes de receptor tales como la acetilcolina
y la serotonina, que incrementan el calcio intracelular y promueven el
desplazamiento de la caveolina-1 dependiente de calcio/calmodulina y por lo
tanto, la activacion de la eNOS [44]. En relacion a esta ruta, la diabetes y la
obesidad estan asociadas con una expresion incrementada de caveolina-1 en
el endotelio de animales de experimentacion y en el tejido adiposo de pacientes
diabéticos [45, 46]. Este efecto esta asociado con una peor activaciéon de eNOS
y una funcién vasodilatadora empeorada.

La activacién de la eNOS también se produce por la interacciéon con
otras proteinas, incluyendo la asociacion con la proteina de choque térmico 90
[47]. La diabetes mellitus también empeora la interaccién entre la eNOS y la
proteina de choque térmico 90, empeorando la produccién de 6xido nitrico [48].
Alternativamente, la eNOS puede ser activada por bradicinina, estrogenos y el
estrés de cizalla a través de la via fosfoinositido-3 cinasa (PI3K del inglés
Phosphoinositide 3-kinase)/Akt. La Akt fosforila la eNOS en la serina 1177, lo
que conlleva un incremento de la actividad y también una mejora de la
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respuesta a otros factores. En pacientes diabéticos, se ha visto reducida esta
fosforilacién de la Akt y también se vieron reducidos los niveles de expresién de
la NOS en el tejido arterial obtenido de cirugia de bypass coronario [49].

La union de la insulina a su receptor en las células endoteliales lleva a la
fosforilacion del sustrato del receptor de la insulina-1 (IRS-1, del inglés Insulin
receptor sustrate-1) y la consecuente fosforilacién y activaciéon de la eNOS por
la PI3K/Akt [50] y también puede activar de forma secundaria a las proteinas
cinasas activadas por mitdgeno (MAPK, del inglés Mitogen activated protein
kinase) a través de las pequefias GTPasa Ras [51]. En células endoteliales, la
activacion de esta ruta ha sido relacionada con la expresion de la endotelina-1
y de proteinas de adhesién proinflamatorias tales como ICAM-1 [52]. Se
observo en sistemas experimentales que la infusién de insulina incrementa los
niveles circulantes de endotelina-1 en humanos y esta respuesta esta
aumentada en la resistencia a la insulina [53]. Cuando hay diabetes y
resistencia a la insulina, la activacién de la eNOS mediada por insulina via
PI3K/Akt esta inhibida, mientras que los efectos adversos de la insulina, como
el aumento de la endotelina-1 o ICAM-1 a través de las rutas secundarias
descritas no se ven reducidas lo cual contribuye a la enfermedad
cardiovascular [52, 54].

Finalmente, la diabetes mellitus esta asociada con niveles incrementados
de inhibidores enddgenos de la eNOS, tales como la dimetil arginina asimétrica
(ADMA del inglés Asymmetric dimethylarginine) [55].

En la diabetes se produce ademas una activacién proinflamatoria en
el endotelio. La aterosclerosis estd reconocida como una enfermedad
inflamatoria y el endotelio vascular contribuye y a la vez esta afectado por el
proceso inflamatorio [56, 57]. La diabetes esta asociada a una inflamacion
sistémica que puede empeorar la funcion endotelial y contribuir a la
aterosclerosis. En modelos experimentales, las concentraciones aumentadas
de glucosa o de acidos grasos libres activan el endotelio. Pacientes con
diabetes mellitus u obesidad sufren un aumento de los niveles circulantes de
marcadores inflamatorios, incluyendo la proteina c reactiva, el TNF-q, la
interleucina-6 y la ICAM-1 [58-61]. Ademas, los niveles altos de marcadores
inflamatorios predicen un mayor riesgo cardiovascular en pacientes diabéticos
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y diabetes de nueva aparicion [62-64]. El factor de transcripcion NF-kB es un
regulador clave en la activacién endotelial y también esta relacionado con la
patogénesis de la resistencia a la insulina [65, 66]. El NF-kB es activado por
acidos grasos libres, citocinas inflamatorias y el receptor para los productos
avanzados de glicacién (RAGE del inglés receptor advanced glycation end-
products) [67-70]. La activacibn del NF-kB implica la fosforilacién y
consecuente degradacion de la subunidad inhibidora IkB por la IkB cinasa (IKK-
B) [71], lo cual permite la translocacién de las subunidades reguladoras p50 y
p65 al nucleo, donde promueven la expresion de genes inflamatorios. En el
musculo esquelético, el TNF-a o la sobreexpresion de la IKK-B producen
resistencia a la insulina. Por otra parte, la supresion genética o la inhibicion
farmacolégica de la IKK-B con salicinatos previenen la resistencia a insulina
[71]. Estudios en células endoteliales en cultivo y en animales de
experimentacion apoyan las relaciones entre la activacion de NF-kB, el
desarrollo del fenotipo inflamatorio, la resistencia a la insulina y la bioactividad
reducida del 6xido nitrico [72, 73]. Todos estos mecanismos se ven apoyados
por varios ensayos clinicos. El tratamiento de sujetos obesos con salsalato, un
medicamento antiinflamatorio no esteroideo, mejora la sensibilidad a la insulina
y reduce los marcadores circulantes inflamatorios. Una expresion incrementada
de la p65 y una reduccion de la IkB, reflejan la activacién de NFkB que ha sido
observada en células endoteliales aisladas de individuos obesos y ancianos y
todos estos elementos se relacionan con una vasodilatacién dependiente del
endotelio reducida [74]. El tratamiento con salsalato en sujetos obesos reduce
la activacién de NFkB en células endoteliales. Este efecto fue asociado con una
sensibilidad a la insulina y una vasodilatacion dependiente del endotelio
mejoradas [3].

Las PKC pertenecen a una familia de serina/treonina cinasas que
actian a nivel de la membrana plasmatica en la transduccion de sefiales de
una amplia variedad de tipos celulares. Se han descrito 11 isoformas de PKC
en tejidos de mamiferos. La activaciéon de las formas clasicas es dependiente
de ca® y del diacilglicerol. Una activacion excesiva de varias isoformas de
PKC depende del aumento de la produccién de ROS en el tejido. Esta, es
precisamente una de las formas por las que la diabetes causa dafio en el tejido
a través del estrés oxidativo, ya que se produce la inhibicién de la glicealdehido
3-fosfato dehidrogenasa (GAPDH, del inglés Glyceraldehyde 3-phosphate
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dehydrogenase) y en consecuencia la acumulacion de triosa fosfato, el
precursor del diacilglicerol. Ademas, una activacion de la PKC puede inducir el
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) en células musculares lisas, la
sintesis de endotelina-1 y de PAI-1 [9].

En cuanto a las distintas isoformas, se ha visto que no todas ellas tienen
un papel en la diabetes. Por ejemplo, la hiperglicemia activa las isoformas & y 8
de la PKC en células vasculares en cultivo al aumentar los niveles de
diacilglicerol. De estas dos isoformas, la PKCB es la mas importante en las
células endoteliales y se encuentra activada por concentraciones elevadas de
glucosa y acidos grasos. La PKC es un posible vinculo entre la inflamacion, la
disfuncién endotelial y la resistencia a insulina en la diabetes mellitus. La PKC(
inhibe la PI3K y la Akt, reduciendo la actividad de la eNOS y aumenta la
inflamacion mediante la activaciéon de NF-kB. Ademas, la inhibicion de esta
isoforma mejora la biodisponibilidad del éxido nitrico y reduce la activacién
inflamatoria del endotelio. A nivel clinico, la inhibiciéon de la PKCp previene el
desarrollo de la disfuncién endotelial tras la infusién de glucosa en el antebrazo
y mejora la dilatacion mediada por flujo en la arteria braquial en pacientes con
diabetes mellitus [3, 75]. La PKCP también activa la NADPH oxidasa en células
endoteliales adrticas bovinas [76].

Estrés oxidativo y diabetes

El estrés oxidativo aumentado es uno de los mecanismos mas
destacados de la disfuncion endotelial en la diabetes, ya que, como hemos
visto, tiene una gran relacion con distintos problemas en la célula endotelial. La
hiperglicemia por si misma es capaz de aumentar la produccion de ROS [75].
La exposicion a la glucosa o a los acidos grasos libres en el tejido arterial
induce la produccién de aniones superdxido y disminuye la biodisponibilidad del
oxido nitrico en la pared vascular, mientras que el tratamiento antioxidante
actla recuperando la funcion endotelial bajo estas condiciones [3]. Una
produccion normal de ROS es necesaria para el buen funcionamiento de las
células endoteliales, pero en la diabetes, un incremento en la produccion de
estas especies lleva a la disfuncién [3]. Estudios en humanos apoyan la
importancia del estrés oxidativo aumentado como un mecanismo de la
disfuncién endotelial en la diabetes y la resistencia a la insulina. Por ejemplo,
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los marcadores circulantes del estrés oxidativo, incluyendo F2 isoprostanos y
anticuerpos contra la lipoproteina de baja densidad oxidada, estan
incrementados en personas con diabetes, obesidad y resistencia a la insulina
[3]. Estudios recientes han mostrado asociacién entre la disfunciéon endotelial y
la pérdida de masa mitocondrial, que tiene como consecuencia un incremento
en la produccién de ROS en arteriolas aisladas de pacientes con diabetes
mellitus comparadas con controles sanos [3]. No s6lo se ha visto aumentada la
produccion de ROS en la diabetes mellitus, también estan disminuidas las
defensas antioxidantes. En conejos con diabetes inducida por alloxan, las
concentraciones del glutation y las actividades de la superoxido dismutasa
(SOD), la catalasa y la glutation peroxidasa en células endoteliales aédrticas se
encontraron significativamente disminuidas comparadas con los controles.
Ademas, los niveles de antioxidantes endoégenos metalotionina | y Il se
encontraron significativamente reducidos en el musculo esquelético y en el
plasma de pacientes diabéticos comparados con los controles [77].

En este sentido, se han utilizado diversas estrategias orientadas a tratar
el aumento del estrés oxidativo mediante antioxidantes o con la sobreexpresiéon
de enzimas antioxidantes, como la SOD, en modelos animales. La
benfotiamina es un antioxidante y puede contrarrestar los efectos téxicos de la
glucosa en células endoteliales, en células endoteliales progenitoras, en
modelos de ratones diabéticos y en pacientes con diabetes tipo 1 [78-81].
Reduciendo la cantidad de anién superdxido en ratones diabéticos por la
expresioén transgénica de la SOD o por administraciéon de la SOD exégena se
corrigen los defectos postisquémicos de la neovascularizacién, el envio de
oxigeno, la expresion de quimiocinas y la supervivencia del tejido [75]. Es mas,
la inhibicién de la produccién de ROS inducida por hiperglicemia en estos
ratones diabéticos usando la expresion de la SOD transgénica o
combinaciones de compuestos antioxidantes previene el desarrollo de
retinopatia, nefropatia, neuropatia y cardiomiopatia [75]. Estudios clinicos han
mostrado una mejora en la funcion endotelial tras el tratamiento con
antioxidantes. En relacion a esto, la infusién de &cido ascorbico en
concentraciones suficientemente altas para eliminar los aniones superéxido,
mejora la funcién endotelial en el antebrazo de pacientes con diabetes mellitus
[82]. EI tratamiento con a-tocoferol, otro antioxidante, mejoré la funcion
endotelial en las arterias coronarias de pacientes con diabetes mellitus tipo 1,
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aunque no tuvo beneficio en los diabéticos tipo 2 [3]. El tratamiento con tempol
disminuy6 la apoptosis y la formacién de neointima tras el dafio por catéter en
la arteria carétida de ratas diabéticas [83].

Fuentes de ROS

El aumento de ROS en el sistema vascular de diabéticos puede provenir
de varias fuentes, como son el sistema de transporte electrénico de la
mitocondria, la xantina oxidasa, la eNOS desacoplada y la NADPH oxidasa.

La mitocondria puede ser una importante fuente de ROS. Las ROS
derivadas de la mitocondria afectan al crecimiento, a la diferenciacién y a la
muerte celular programada. En relacion a la diabetes y a la resistencia a la
insulina, las ROS derivadas de la mitocondria juegan un papel en la activacion
de la AMP-cinasa (AMPK) y en la dilatacién dependiente del endotelio inducida
por el estrés de cizalla. Estudios recientes han mostrado la asociacién entre la
disfuncién endotelial y la pérdida de masa mitocondrial con un incremento en la
produccion de ROS en arteriolas aisladas de pacientes con diabetes mellitus
comparadas con controles sanos [3]. Se ha visto ademéas que al normalizar la
produccion del anion superoxido mitocondrial se blogquean varias de las rutas
de dafio por hiperglicemia [84].

La xantina oxidasa es una molibdoenzima capaz de catalizar la oxidacién
de hipoxantina y xantina en el proceso metabolico de las purinas. Reduce el
oxigeno molecular para producir aniones superéxido, que llevaran a la
formacién de peréxido de hidrégeno (H,0,) [4]. Se ha observado un incremento
en la produccién de ROS a través de la xantina oxidasa en ratones tratados
con estreptozotocina, un antibiético que se utiliza para inducir la diabetes tipo 1
en modelos animales [85]. La inhibicién de la xantina oxidasa reduce el estrés
oxidativo inducido por la hiperglicemia en el masculo esquelético de ratones
diabéticos [86]. La inhibicion de la xantina oxidasa con alopurinol reduce el
estrés oxidativo y mejora la funcion vascular y neural en ratas o conejos con
diabetes tipo | [87, 88]. También se encontrd correlacién entre los niveles de la
xantina oxidasa y la hemoglobina glicada en diabéticos tipo 2 [89].

Las NOS pueden actuar como fuentes de aniones superdxido por si
mismas. Las NOS contienen cuatro grupos prostéticos redox activos (flavin
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adenin dinucleétido (FAD), FMN, hemo y BH4) que pueden reducir el O,. Asi,
los electrones transferidos a la enzima NOS tienen que estar estrechamente
controlados para evitar la reduccién del O, en la sintesis de 6xido nitrico.
Cuando la eNOS se encuentra en unas condiciones determinadas, produce
aniones superdxido y en este estado se dice que la eNOS se encuentra
desacoplada. Hay evidencias de desacoplamiento de la NOS en ratas tratadas
con estreptozotocina, un modelo animal de diabetes (48) y en pacientes con
diabetes mellitus (41).

Se han descrito varios mecanismos que regulan el desacoplamiento de
la eNOS: la oxidacion de la tetrahidrobiopterina, la carencia de L-arginina por
accion de las arginasas y el desequilibrio entre la ADMA y la dimetilarginina
dimetilaminohidrolasa (DDAH, del inglés Dimethylarginine
dimethylaminohydrolase); mecanismos implicados en el metabolismo de las
metilarginina, un inhibidor endégeno de la eNOS [90]; la S-glutationilacién de la
eNOS [91]; y por ultimo la reaccién del peroxinitrito con el centro activo de la
eNOS [77].

La NADPH oxidasa es la principal fuente de ROS en el tejido vascular y
esta funcionalmente activa en todas las células de la pared vascular,
incluyendo las células endoteliales, las células musculares lisas vasculares, los
fibroblastos, los monocitos y los macrofagos [92, 93]. La NADPH oxidasa es
una enzima multi-componente compuesta por las subunidades p22phox y
gp91phox. Los gp91lphox posee 7 homélogos cataliticos, 4 de los cuales, Nox1,
Nox2, Nox4 y Nox5 son encontrados en el tejido vascular [94] (Figura 2). La
gp9lphox esta regulada ademas por los componentes citoplasmaticos
p47phox, p67phox y la pequefia proteina GTPasa, Racl, que participa en la
activacion de la NAPDH oxidasa. Estas enzimas transfieren electrones del
NADPH al oxigeno molecular, y asi producen anién superéxido. La proteinas
de la familia de las NADPH oxidasas comparten lugares de unién comunes
para FAD, hemo, y NADPH y 6 dominios transmembrana [8]. Dependiendo de
la localizacion subcelular de las Nox, el anién superéxido es liberado dentro de
organelas o extracelularmente, dando como consecuencia una sefal interna o
a efectos paracrinos, respectivamente. La SOD rapidamente convierte el anion
superéxido a un producto mas duradero que puede atravesar membranas, el
H,O,. De esta manera se incrementa el radio de accion y se modifica la sefal.
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Mientras algunos efectos de las NADPH oxidasas estan mediados por el anién
superoxido, tales como la inactivaciéon del 6xido nitrico y su papel en la
regulacion de la presion sanguinea, muchos otros efectos son atribuidos a la
modificacién de las proteinas por el H,O,, incluyendo la transduccién de
sefiales de crecimiento en células musculares lisas vasculares [94].

La subunidad de la NADPH mas abundante en el tejido endotelial es la
Nox4. El ARN mensajero de la Nox4 esta presente en todas las células de la
pared vascular y es significativamente mas abundante que otras enzimas
NADPH oxidasa [94]. Esta subunidad se encuentra en el nlcleo, en las
adhesiones focales y en las fibras de estrés de células del musculo liso
vascular, sin embargo, en las células endoteliales la encontramos en el espacio
perinuclear, en el reticulo endoplasmico y en el nicleo [94].

La Nox4, junto con la Noxl y la Nox2, estd unida a la subunidad
reguladora p22phox. La Nox4 es una enzima constitutiva y es la responsable
de la produccion basal y relativamente baja de ROS. Recientemente se ha
demostrado que la Nox4 también es regulada por la proteina de interaccion con
la polimerasa delta 2 (Poldip2 del inglés Polymerase delta-interacting protein 2),
aumentando su actividad. Ademas puede ser regulada por otros estimulos
como la translocacién a compartimentos de membrana con balsas lipidicas [95]
y potencialmente, por la interaccion con GTPasas tales como Racl [94, 96]. Sin
embargo, la actividad de esta enzima es fundamentalmente regulada por sus
niveles de expresion [97].
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Nox1 Nox2

: Isoformas de
la gp91phox

' : p22phox

Figura 2: Esquema de las distintas subunidades de la NADPH oxidasa presentes en el sistema
vascular. Representaciéon esquematica de la conformacion de distintas Nox en la membrana
plasmatica. A) Nox1, B) Nox2, C) Nox4 y D) Nox5. Se indican las regiones de unién de las
coenzimas, FAD y NADPH. También se indican las distintas proteinas citoplasmaticas
reguladoras.
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NADPH oxidasa y diabetes

La activacion o la expresiéon de la NADPH oxidasa esta implicada en el
estrés oxidativo asociado a la hiperglicemia y este efecto ha sido estudiado en
distintos modelos celulares. El tratamiento de células endoteliales de vena
umbilical (HUVEC, del inglés human umbilical vein endotelial cells) con altas
concentraciones de glucosa incrementa la expresion de NADPH oxidasa, los
niveles de estrés oxidativo y la apoptosis [98]. La produccion de ROS y la
expresion de p22phox y p47phox fueron incrementadas en células endoteliales
microvasculares tratadas con altas concentraciones de glucosa [99]. EI ARN
pequefo interferente de p47phox reduce la produccion de anion superoxido
inducida por hiperglicemia en células del musculo liso [100]. Parte de los
efectos de resistencia al 6xido nitrico bajo condiciones de hiperglicemia estan
regulados por la Nox4, como se observo para la proliferacion de las células
musculares lisas [101]. En distintos modelos animales se ha podido apreciar el
papel de la NADPH oxidasa en la disfunciéon endotelial y en la diabetes. Las
subunidades de NADPH oxidasa reguladas por la Racl, la Nox1 y la Nox2,
estan implicadas en una vasodilatacion mediada por endotelio anormal en un
modelo de ratas con diabetes tipo 1 [102]. En relacién con este resultado, los
vectores de adenovirus expresando un dominante negativo de Racl reducen la
produccion de aniones superdxido y mejoran la relajacion vascular en modelos
murinos de diabetes, demostrando un importante papel de Racl en la
regulacion de la produccion de ROS [103]. La delecién genética de Nox2 se ha
observado que recupera las respuestas angiogénicas en los modelos de
isquemia de los miembros inferiores en ratones con diabetes mellitus tipo 1
[104]. Por otra parte, los inhibidores de Nox previnieron la inflamacion inducida
por estreptozotocina y la rotura de la barrera sanguinea retinal en ratones
[105].

A nivel de sujetos sanos, se ha asociado un polimorfismo genético
(C242T) en el gen p22phox con un descenso de la sensibilidad a la insulina
[106].

Efectos del aumento de ROS

El aumento de produccién de ROS contribuye a la disfunciéon endotelial
de numerosas formas pero la inactivacién o la inhibicion de la formacion del
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Oxido nitrico es uno de los mecanismos mas importantes [107]. El aumento del
estrés oxidativo lleva a la pérdida de las acciones anti-plaquetarias, anti-
inflamatorias y antioxidantes del endotelio por la inhibicion de la eNOS y de la
prostaciclina sintetasa, que sintetiza la prostaciclina (PGI2), que es un potente
vasodilatador. De esta manera los ROS estan directamente relacionados con la
disfuncién endotelial [108]. La tetrahidrobiopterina también es rapidamente
oxidada por los peroxinitritos, que proceden de la interaccion entre el 6xido
nitrico y los aniones superdxido, contribuyendo todo esto a la inactivacién e
incluso al desacoplamiento de la eNOS [109]. Los peroxinitritos en altas
concentraciones son citotoxicos y causan dafios en proteinas, lipidos y ADN
[110]. La produccion de ROS también puede afectar al metabolismo de los
eicosanoides y producir isoprostanos directamente por oxidacién del &cido
araquidonico, que son capaces de provocar la activacion de las plaquetas y
actuar como vasoconstrictor [77].

Las ROS modifican la LDL, oxidandola, y esta lipoproteina modificada
contribuye a la disminucion de la produccién de 6xido nitrico, al empeoramiento
de la relajacion del endotelio y juega un papel central en el proceso de
aterosclerosis [111-115]. La produccién de ROS también afecta al crecimiento
de las células del muasculo liso, a la proliferacién, a la migraciéon y a la
senescencia de las células endoteliales, ademas de promover el incremento en
la deposicion de la matriz extracelular [8, 77]. Los factores de adhesion y la
inflamacion también se relacionan con un aumento de ROS, de tal forma que
altos niveles de estas especies esta implicados en el aumento de la sintesis de
la VCAM-1 y la activacion de factores de transcripcion relacionados con la
inflamacion en las células endoteliales [8].

Proteinas con glicaciones no enzimaticas

Como hemos mostrado, la diabetes produce alteraciones en la célula
endotelial llevandola a su disfuncion. Principalmente se relacionan los dafios
causados por la diabetes en la célula endotelial con 5 mecanismos principales,
todos ellos asociados al estado de hiperglicemia. Estos son: 1) un flujo
aumentado de glucosa y otros azlcares a través de la ruta metabdlica de los
polioles, 2) La activacion de la PKC, que como hemos comentado
anteriormente se ha visto como uno de los mecanismos de las complicaciones
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diabéticas, 3) la sobreactivacion del metabolismo de las hexosaminas, 4) la
formacién de proteinas glicadas, tanto las tempranas, como los productos
finales de glicacion avanzada (AGE del inglés advanced glycation end-
products), el aumento de su receptor RAGE y de sus otros ligandos [75].

La ruta de los polioles estd basada en una familia de enzimas
reductasas, que producen alcoholes de azlcar (polioles) a partir de
compuestos carbonilos y de NADPH. Una sobreexpresién de la aldosa
reductasa en ratones aumenta la aterosclerosis y la expresion de los genes que
regulan el glutatién, un sistema con ciertas propiedades antioxidantes. A esto
habria que afadirle el uso del NADPH en la ruta de los polioles, que es un
sustrato comun a la glutatién reductasa [75].

En cuanto a la sobreactivacién del metabolismo de las hexosaminas, en
esta ruta la fructosa 6-fosfatasa se separa de la glucolisis para suministrar un
sustrato a la enzima glutamina:fructosa 6-fosfatasa amidotransferasa (GFAT;
EC 2.6.1.16). Esta enzima modifica las proteinas uniendo N-acetilglucosamina
en serinas o treoninas (O-GlcNac del inglés serine threonine O-linked N-
acetylglucosamine). Esta modificacién esta relacionada con la activacion de
proteina especifica 1 (Spl del inglés Specificity Protein 1), que es un factor de
transcripcion relacionado con la expresiéon de dos factores de crecimiento
transformante (TGF del inglés Transforming growth factor) el a y el B ademas
de con el PAI-1, proteinas implicadas en el crecimiento celular y la coagulacion,
respectivamente. Ademas, la union de O-GIlcNac en Akt no permite la
activacion de la eNOS [75].

Actualmente, el mecanismo mas estudiado relacionado con la diabetes y
que ha podido explicar la mayoria de los cambios y las patogénesis inducidas
por la hiperglicemia son las proteinas con glicaciones no enzimaticas
tempranas y/o los AGE . Las glicaciones no enzimaticas consisten en una
serie de reacciones en los grupos amino libres de las proteinas (como por
ejemplo, residuos de la lisina) con los grupos carbonilo de los azlcares
aldehidos, como la glucosa aciclica, a través de una adicion nucleofilica
formandose de este modo una aldimina, conocida como base de Schiff. Este
producto temprano de la glicaciébn aumenta rapidamente unas pocas horas
después de la incubacién de proteina y glucosa (Figura 3).
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La concentracion de las bases de Schiff depende de altas
concentraciones de glucosa y se trata de una reaccion lenta [116]. A través de
una catdlisis acido-base, estos residuos labiles sufren reordenamientos
moleculares secuenciales, llamados reordenamientos de Amadori, para formar
una 1-amino-deoxifructosa (fructosamina) estable, la cual puede ciclarse a una
estructura de anillo. La reaccién de glicacion sigue una cinética de segundo
orden y principalmente depende de la concentracion y del tiempo de exposicién
a la glucosa. In vivo, estos dos factores se trasladan al grado y duracion de la
hiperglicemia en la diabetes, produciendo una lenta e irreversible glicacion de
las proteinas [117, 118]. De los datos experimentales se sabe que la
fructosamina alcanza su equilibrio de reaccion a las 38 horas [119]. La
concentracion de fructosamina en el plasma de humanos sanos es de 140 uM
y se incrementa entre 2 y 3 veces en la diabetes mellitus [120].

La albumina glicada supone el 80% de las proteinas glicadas
circulantes y la albimina modificada con Amadori es la forma predominante in
vivo. En la albdmina in vivo, los principales residuos sujetos a glicacién son
lisinas en las posiciones 525, 439, 281 y 199, siendo la méas importante la
modificacién en la posicion 525 [121]. Al igual que la medida de la cantidad de
hemoglobina glicada (HbAlc) en eritrocitos, la determinacion de la
concentraciéon en el suero de la albumina glicada evalia la glicemia de una
manera retrospectiva, abarcando un periodo de entre 2-3 semanas en
humanos [118].

La hemoglobina glicada (HbAlc), es otro producto de Amadori y sirve
como marcador del estado glicémico durante el mismo periodo mencionado, sin
embargo, se ha encontrado que la albimina glicada tiene ademas sus propios
efectos bioldgicos relacionados con la nefropatia diabética y otras
complicaciones [118].

Solo una parte de estos productos de Amadori, que son relativamente
estables, pueden sufrir un cambio mas, formandose los AGE (Figura 3). Una
distinciébn importante entre los productos de Amadori y los AGEs, es la
naturaleza irreversible de estos Ultimos. El estrés oxidativo es un elemento
importante en la formacién de los AGEs, acelerando este proceso [117, 118].
Aunque existen numerosos estudios que explican el papel de los efectos
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biolégicos de los AGE en el sistema vascular [122], hay que matizar que en
éstos no se hace una adecuada separacién de los AGEs y de los productos de
Amadori. Teniendo en cuenta que en las proteinas glicadas del plasma hay
mas productos de Amadori que bases de Schiff [123] y que solo una pequefia
parte de los productos de Amadori se reordenan para formar AGESs, por poner
un ejemplo, un 3-8% de las proteinas séricas son productos de Amadori frente
a <0.01% de AGEs [124]. Esto quiere decir que pueden tener mas presencia
los posibles efectos de los Amadori que los de los AGE. In vitro sucede lo
mismo: con concentraciones de glucosa entre 5 y 25 mM durante 10 dias, la
cantidad de productos de Amadori sobre la albimina aumenta en un 10%,
mientras que, en las mismas condiciones, no se aprecia la aparicién de ningin
AGE sobre la albumina. Solo aparecerian AGEs en incubaciones mas largas
pero nunca llegan a tener una concentracién tan alta como los productos de
Amadori [125]. Pese a que muchos articulos describen tratamientos con AGE,
las preparaciones de éstos es probable que contengan una concentracion
mayor de productos de Amadori, asi que parte de los efectos descritos en estos
estudios pueden estar mediados por estos ultimos y no por los AGE.

Los productos de Amadori parece que tienen sus propios receptores.
Estudios con albimina glicada mostraron a la calnexina [126] y nucleofosmina
[127, 128] como proteinas de unién especifica a la fructosamina. De esta
manera, la albimina Amadori no compite con la albumina-AGE por el RAGE y
puede ejercer sus propios efectos [129].

Los efectos causados por los productos de Amadori se han visto
experimentalmente con independencia del RAGE. Hattori et al. observaron la
activacion del NF-kB y de la AP-1 en células del musculo liso vascular tratadas
con albimina con productos de Amadori y también con AGE. La activacion de
los factores de transcripcion fue inhibida por el RAGE soluble cuando esta
activacion era consecuencia del tratamiento con AGE, pero no fue inhibida en
el caso del tratamiento con productos de Amadori [130]. En cardiomiocitos de
rata, el tratamiento con albumina modificada tanto con productos de Amadori
como con AGE aumentaba el estrés oxidativo y éste solo era inhibido por los
anticuerpos contra el RAGE en los tratamientos con AGE, pero no en los
tratamientos con los productos de Amadori [131]. Estos estudios muestran
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claramente que los productos de Amadori ejercen unos efectos
independientemente de los AGE.
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Figura 3: Esquema de la formacién de los productos de glicacion sobre las proteinas. Formacién
paso a paso de los productos de glicacion, comenzando desde la interaccion de la glucosa con
un grupo amino (NH2-R), pasando por la formacion de los productos de Amadori. Se pueden
distinguir dos vias de formacién de AGE que parten del reordenamiento o la degradacién de los
productos de Amadori.

Por todas estas razones, los productos de Amadori, y mas
concretamente, la albumina glicada, es una buena candidata para ser la
causante de los efectos de la disfunciéon endotelial en la diabetes.

Relacién de los productos de Amadori con la disfunc ion endotelial

Ademas de la albumina, existen muchas otra proteinas abundantes en el
plasma en las que se identificaron modificaciones de Amadori como en la
transferrina, la a-l-antitripsina, la a-2-macroglobulina, la apolipoproteina A-l y
A-ll, el fibrinégeno y la a-1-glicoproteina acida, asi como otras proteinas
moderadamente abundantes [132]. En estudios en pacientes se han asociado
los niveles de la albimina Amadori con la disfuncién endotelial, y de forma
independiente, con la nefropatia y la retinopatia diabética. Se ha encontrado
gue la albumina glicada estaba dos veces aumentada en pacientes con
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diabetes tipo 1 y eran mas altos en pacientes con nefropatia temprana [133-
135]. Ademas, la localizacion de la albimina con modificaciones de Amadori en
el glomérulo de pacientes con nefropatia diabética corresponde con mayor
severidad en la enfermedad renal [136]. En general, se encuentra una
extendida acumulacion de albimina glicada en rifién y piel en diabéticos [137-
139].

En diabéticos, el GLY-230 (acido 2-[3-clorofenilamino] fenilacético), un
inhibidor de la formacion de productos de Amadori, disminuy6 los niveles de la
albumina glicada y este descenso se ha asociado con una reduccién en la
excrecion de albumina por la orina en pacientes con microalbuminuria pre-
existente, indicando una mejora en la nefropatia [140].

Relacionado con estos hallazgos, se ha observado la asociacion de la
albimina glicada con la pérdida de funcion del endotelio en modelos de
animales diabéticos. Neutralizando o inhibiendo la formaciéon de la albumina
glicada se puede mejorar las anormalidades estructurales, funcionales y de la
biologia celular en el rifién y los microvasos retinales de los roedores diabéticos
[141]. En modelos de roedores con diabetes tipo 2, las concentraciones de
albumina Amadori se encontraron dos veces elevadas comparado con los
controles no diabéticos y disminuyeron después de la administracion del
anticuerpo monoclonal anti-albamina Amadori. Este descenso fue acompafiado
con un descenso de fibronectina y de un engrosamiento de la membrana basal
de los capilares de la retina [142, 143]. También se han observado efectos
beneficiosos en el tratamiento con inhibidores de la formacion de los productos
de Amadori en modelos animales diabéticos. En animales diabéticos tratados
con EXO-226, un compuesto de bajo peso molecular que impide la
condensacion de la glucosa libre con los grupos €-amino de la lisina, redujo la
concentracién de albimina glicada, la excrecion de la albimina en la orina y la
sobreexpresion del ARN mensajero del colageno IV en la corteza renal
comparado con los controles diabéticos no tratados [144]. En estudios
preclinicos de modelos de animales diabéticos, el GLY-230 redujo
significativamente la albGmina Amadori en suero y redujo la excrecion de
albumina en la orina. En los ratones tratados con GLY-230 se vio disminuida la
sobreexpresion del TGF-B1 y del VEGF en el rifion. Todos estos cambios
causados por el GLY-230 llevan a la recuperacioén de la funcién de las nefrinas
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glomerulares, reduccién de la acumulacion de la matriz, disminuye los cambios
histomorfométricos y el desarrollo de la insuficiencia renal, ademéas de evitar
alteraciones en el vitreo [145-148].

Otra estrategia que se ha utilizado para el estudio de los efectos de los
productos de Amadori fue la infusion de estos en modelos animales,
observandose complicaciones vasculares y renales. La infusion de albdimina
glicada en modelos animales induce una vasculopatia diabética generalizada
[149], vasodilatacion e hiperfiltracion glomerular [150]. La infusién de proteinas
glicadas en ratones produjo engrosamiento de la membrana basal del
glomérulo [151].

También se han realizado estudios de los efectos de la albimina glicada
en distintos modelos celulares relacionados con el sistema vascular, retinal y
renal. Se realizaron trabajos en macréfagos/monocitos, en células mesoteliales
peritoneales, en células endoteliales, en células del musculo liso, en
queratinocitos corneales y en células mesangiales, observando un aumento del
estrés oxidativo, la inflamacion y alteraciones en la proliferacién y en la
generacion de matriz extracelular. En monocitos-macréfagos, la albumina
glicada induce estrés oxidativo, promueve la fosforilacion de Cinasas reguladas
por sefial extracelular (ERK, del inglés Extracellular signal-regulated kinases), e
incrementa la produccién de TGF-B1 y la translocacion nuclear de factores de
transcripcion como el NF-kB y la AP-1 [152, 153]. En células mesoteliales
peritoneales la albimina glicada incrementa el PAI-1, aumenta la expresién del
VEGF, induce la union al ADN del NF-kB y la AP-1 [154, 155]. Las células
endoteliales expresan receptores especificos para la albumina modificada con
Amadori [156, 157] y en presencia de la albumina glicada producen un
aumento de la actividad y expresion de NOS, incrementando la produccion de
oxido nitrico, aumentando la apoptosis dependiente de Oxido nitrico vy
aumentan la expresién génica de interleucinas-8 (IL-8) [158-160]. Ademas, las
células endoteliales exhiben una capacidad reducida de produccion de la
membrana basal de colageno IV cuando son cultivadas sobre albumina glicada
[161]. En células endoteliales del glomérulo, la albimina glicada causa un
incremento en la produccién de colageno IV, fibronectina y TGF- [162]. En
células del masculo liso, la albumina Amadori induce varias respuestas de
guimiocinas y mitdégenos, incluyendo una expresion aumentada de los factores
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inflamatorios MCP-1 e IL-6. Estos cambios son debidos a la produccion de
ROS y el aumento de expresién de la iINOS, activacion del NF-kB, la AP-1, la
MAPK, la PKC vy la tirosina cinasa [130, 163-165]. Los queratinocitos corneales
aumentan su expresién de MCP-1 e IL-8 [160]. En células mesangiales la
albumina glicada aumenta la expresion de al- (IV) colageno y fibronectina,
activa la PKCB1 y la ERK, incrementa el ARN mensajero de TGF-f1 y su
receptor, receptor TGF-B tipo Il, activa la PKCa y la producciéon de aniones
superéxido que inducen la transcripcion del PAI-1 a través de Smad-3, por
unién al promotor de PAI-1 [141].

Productos de Amadori y estrés oxidativo: las NADPH oxidasas

La primera evidencia in vitro de la conexion entre la albimina glicada y el
estrés oxidativo fue un estudio realizado por Kim et al. [166]. En este estudio
observaron la induccion de apoptosis en pericitos retinales bovinos tratados
con albumina glicada, y encontraron que esta apoptosis estaba relacionada con
el estrés oxidativo al poder revertirla en presencia de antioxidantes. A partir de
este estudio se publicaron distintos trabajos en modelos celulares que
observaban un aumento en el estrés oxidativo tras el tratamiento con la
albumina glicada. Los macréfagos tratados con la albamina glicada
incrementaron la expresion del TGF y la activacion del NF-kB inducida por
estrés oxidativo y por la ERK [152]. En adipocitos humanos maduros, la
albumina glicada induce modificaciones oxidativas en proteina estructurales
[167]. El tratamiento de células musculares lisas vasculares con albumina
glicada incrementa la expresion de SOD, indicando una influencia del estrés
oxidativo [168]. De hecho, la albimina glicada aumento la produccién de
aniones superéxido en células mesangiales [169]. En células endoteliales
expuestas la albumina glicada se aumenta la expresién de E-selectina a través
de la activacion de la NADPH oxidasa [170].

A nivel clinico también se ha visto esta relacion entre la albiumina glicada
y el estrés oxidativo. Nojima et al. observaron que existe una correlacién
positiva entre marcadores del estrés oxidativo y los niveles de albumina glicada
en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 [171].

Se utilizan distintos puntos de vista para abordar el estudio de la
produccion de ROS por albumina glicada. Una forma es utilizar antioxidantes
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para intentar revertir los efectos causados por la albimina glicada. En el trabajo
de Kim et al. observaron apoptosis producida por la albumina glicada en
pericitos retinales, y vieron disminuida la apoptosis en presencia de distintos
antioxidantes [166]. En otro estudio observaron el descenso de la produccion
de ROS tras la inhibicibn de una ruta activada por la albumina glicada.
Observaron un aumento de sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS,
del inglés thiobarbituric acid-reactive substances) en una linea de macréfagos
tratada con albumina glicada y pudieron inhibir este aumento con un inhibidor
de la ERK 1/2 [152]. Singh et al. observaron la modificaciéon por oxidacién de
las proteinas en presencia de albumina glicada en adipocitos, ademas de ver
un descenso en la accién antioxidante de la albimina [167]. Otra de las
estrategias fue observar que cambia la expresion de las proteinas antioxidantes
y relacionarlo de manera indirecta con un aumento del estado oxidativo de las
células. Un ejemplo de esto, es el trabajo de Lee et al. en el que observaron
que en células del musculo liso vascular tratadas con albimina glicada habia
un aumento de la expresion del gen de la SOD2, implicando la relacion del
estrés oxidativo [168].

Sin embargo, otros estudios indagan en la fuente de las ROS. Se
observo la produccién de ROS inducida por la albumina glicada utilizando
inhibidores de la NADPH oxidasa, de esta manera, estudiaron el papel de esta
enzima en la esta produccion. Tanto en células mesangiales como en células
endoteliales se observéd que el aumento de la produccion de ROS es causado
por la NADPH oxidasa, al conseguir revertir los efectos de la albimina glicada
en presencia de yoduro de difenileno (DPI, del inglés diphenyleneiodonium) y
apocinina, dos inhibidores de la NADPH oxidasa [169, 170].

La NADPH oxidasa es la principal fuente de ROS en el tejido vascular y
ademas, se ha visto que esté relacionada con el aumento de estas especies en
las células tratadas con albumina glicada. Sin embargo, solo se ha medido el
papel de la enzima mediante inhibiciones farmacoldgicas.

La albumina glicada puede aumentar la producciéon de ROS por NADPH
oxidasa de dos maneras: aumentando la expresion de las subunidades de
NADPH oxidasa o aumentando su activacion.
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En cuanto a la expresién, se ha observado que dos factores de
transcripcion estan relacionados con las subunidades de NADPH oxidasa: el
NF-kB y la AP-1. Varios trabajos estudian la relacién entre los dos factores de
transcripcion y la expresién de distintas subunidades de la NADPH oxidasa. El
NF-kB regula dos subunidades de la NADPH oxidasa, la gp9lphox y la
p47phox [74, 172]. Por otro lado, las proteinas glicadas han sido asociadas con
la activacion del NF-kB [131, 152, 164, 173]. Tanto la AP-1 como el NF-kB
fueron asociados con la regulacion de la expresién de la p22phox [174, 175].
Ademas, la AP-1 puede unirse al promotor de la p67phox, una subunidad
citosélica reguladora [176] y este factor de transcripcion se encuentra
relacionado también con el aumento de la expresion de Nox4 [177]. Es
interesante destacar que varios estudios analizan la relacion entre las proteinas
glicadas y la activacion de la AP-1 [130, 153, 178].

Se sabe que la albimina glicada puede activar diversas rutas
intracelulares. Se ha observado en células del musculo liso vascular tratadas
con albumina glicada un aumento de la proliferacion y de la expresion de MCP-
1y IL-8 a través de proteina cinasa cinasa activada por mitégeno 1/2 (MEK 1/2
del inglés Mitogen activated protein kinase kinase) [163, 165, 179]. En
macréfagos RAW tratados con albumina glicada hay un aumento en la
activacion de NF-kB dependiente de ERK 1/2 [152].

En HUVEC tratadas con albumina glicada se incrementa la expresion de
E-selectina, de forma parcialmente dependiente de PI3K y totalmente
dependiente de IKK [170].

Por otro lado, éstas y otras rutas pueden regular la activacion o la
expresién de las subunidades de NADPH oxidasa. Park et al. observé un
aumento de la subunidad Nox4 en presencia de radiaciéon y esta expresion
estaba regulada por p38 y PI3K [180]. Se han descrito varias rutas que en la
célula endotelial pueden activar las NADPH oxidasas: las isoformas de la PKC,
las Src cinasas, la PI3K, Akt, MAP-cinasas incluyendo la p38 MAPK, cinasa N-
terminal c-Jun/Proteina cinasa activada por estrés (JNK/SAPK del inglés c-Jun
N-terminal kinases/Stress-activated protein kinase), ERK y cinasa activada-p21
(PAK del inglés p21 activated kinase) [8].
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En definitiva, como hemos visto a lo largo de esta introduccion, la
disfuncién endotelial se relaciona con los factores de riesgo y participa en las
distintas patologias cardiovasculares. Uno de los factores con mayor
importancia en estas enfermedades es la diabetes mellitus. Tanto los pacientes
diabéticos como los distintos modelos experimentales de diabetes manifiestan
caracteristicas que pueden llevar a la pérdida de la funcion endotelial a través
de varios mecanismos moleculares, todos ellos relacionados con las altas
concentraciones de glucosa circulante. De entre estos mecanismos, la glicacién
no enzimatica de proteinas, es el que mas se ha asociado con las
enfermedades cardiovasculares. Numerosos estudios han observado los
efectos de los AGE en distintos modelos en relacion con la disfuncién
endotelial. Sin embargo, las formas mas abundantes de las proteinas glicadas,
tanto in vivo como in vitro, son los productos de Amadori, que se encuentran en
una fase intermedia de glicacion y que tienen sus propios efectos bioldgicos.
Por otro lado, el estrés oxidativo tiene un gran papel en la disfuncién endotelial,
participando en la mayoria de los cambios que sufre la célula endotelial.
Numerosos estudios han asociado la diabetes y las proteinas con glicaciones
no enzimaticas con un aumento del estrés oxidativo. La NADPH oxidasa es la
fuente mas importante de especies reactivas del oxigeno en el tejido vascular
viéndose, ademas, aumentada su activaciéon y su expresion en la diabetes. Los
productos de Amadori pueden aumentar la produccion de ROS a través de la
NADPH oxidasa, pero sin embargo, se sabe poco sobre como esta regulacién
es llevada a cabo. Conocer estas rutas de sefializacion intracelular permitiria
saber mas sobre como se inicia la disfuncion endotelial relacionada con la
diabetes y como, en el futuro, se podria avanzar en el tratamiento de estos
pacientes.
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Hipétesis y Objetivos

Hipotesis

- Las proteinas glicadas no enzimaticamente pueden ser el principal
mecanismo de la disfuncién endotelial causada por la diabetes.

- De las proteinas glicadas, la albumina con modificaciones de Amadori,
puede ser el principal agente para iniciar la disfuncién endotelial que conduzca
a los problemas vasculares diabéticos.

- La albdmina glicada puede incrementar el estrés oxidativo a nivel
vascular.

- La albamina glicada puede alterar la biodisponibilidad del éxido nitrico
procedente del endotelio.

- La albdmina glicada puede alterar la respuesta inflamatoria de las
células endoteliales.

Obijetivo general:

- Determinar si los productos de Amadori (albumina glicada) pueden
producir disfuncion endotelial y cuales son los mecanismos implicados.

Obijetivos especificos:

- Medir el efecto de la albimina glicada en la produccién de ROS, tanto a
nivel intracelular como extracelular, en la célula endotelial humana en cultivo.

- Establecer el papel de las NADPH oxidasas endoteliales en la
produccion de ROS.

- Analizar los cambios fenotipicos inducidos por la albumina glicada en
las distintas subunidades de NAPDH oxidasa endotelial.

- Determinar la via de sefializacion activada por la albumina glicada que
conduce a la producciéon de ROS.
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- Definir el efecto de la albumina glicada sobre la éxido nitrico sintasa
endotelial en cuanto a posibles cambios de expresion e inducciéon de
desacoplamiento.

- Cuantificar la produccién de moléculas de adhesién y citocinas
inflamatorias en la célula endotelial humana en presencia de albdimina glicada.
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Material y métodos

Cultivo de HUVEC

Las HUVEC fueron aisladas de cordones umbilicales frescos de
embarazos llevados a término, donados bajo consentimiento informado de las
madres. Todos los procedimientos relacionados con la obtencién, manejo y
eliminacion de los cordones y de las células extraidas de ellos fueron
aprobados por el Comité de Etica de Investigacion Clinica de Galicia (Espafia),
de acuerdo con la Declaracion de la Asociacion Médica Mundial de Helsinki.
Todos los cordones umbilicales que se recibieron han sido tratados de forma
anénima, no teniendo ninguna informacién de los donantes. De forma
resumida, las venas umbilicales fueron lavadas de sangre y llenadas con
colagenasa IA 22 U/mL (Gibco, Invitrogen, Barcelona, Espafia) en una solucién
tamponada con HEPES (HBS del inglés HEPES buffered saline) de la siguiente
composicién (en mM): NaCl 110,0, KCI 5,0, NaH,PO, 0,5, KH,PO, 0,5, CaCl,
0,2, MgCl, 2,0, NaHCO; 10,0, sal tetrasddica  del acido
etilenediaminatetraacético 0,5 (EDTA del inglés Ethylenediaminetetraacetic
acid tetrasodium salt), acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazineetanosulfénico
(HEPES del inglés 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) 10,0 y
glucosa 10,0 (pH 7,4). Después de 6 minutos de digestion a 37°C, las células
endoteliales fueron recogidas y lavadas con medio de cultivo (PAA, Pasching,
Austria). A continuacién fueron centrifugadas a 500 x g durante 5 minutos,
resuspendidas en medio de crecimiento endotelial (PAA) suplementado con {-
factor de crecimiento endotelial (EGF-B) 10 ng/mL (Sigma-Aldrich, Madrid,
Espafia), con heparina 10 pg/mL (Mayne Pharma, Spain), con penicilina 100
U/mL (Laboratorios Normon, Madrid, Espafia) y con estreptomicina 100 pg/mL
(Laboratorio Reig Jofré, Barcelona, Espafia). Finalmente, las HUVEC fueron
cultivadas en frascos o placas (Corning, New York, USA) pre-recubiertas con
gelatina al 0,2% (p/v) (Sigma-Aldrich) y crecidas hasta confluencia en una
atmosfera saturada de humedad con CO, al 5% y a 37°C. Los cultivos
confluentes fueron separados de la placa con tripsina al 0,25% (p/v) en
solucion equilibrada de Hanks (Gibco) con EDTA 1 mM vy las células para los
experimentos fueron usadas entre el cuarto y el décimo pase.
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Para los experimentos, las HUVEC post-confluentes fueron tripsinizadas
y puestas a una concentracion de 30.000 células por cm?, con medio endotelial
suplementado. Se realiz6 una deprivacién de suplementos de 12 horas antes
de los experimentos y las HUVEC quiescentes fueron tratadas como se indica
més adelante. Todas las incubaciones se realizaron a 37°C en ambiente
himedo con CO, al 5%.

Caracterizacion de las células endoteliales

Alrededor de 10.000 HUVEC obtenidas como se describe anteriormente,
fueron crecidas sobre un portaobjetos estéril recubierto con gelatina al 0,2% vy
luego fijadas con una mezcla de acetona:metanol (1:1) durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Se bloqued la actividad peroxidasa en estas
preparaciones con peroxido de hidrégeno al 3%, se incubd con anticuerpo
policlonal de conejo contra el factor de von Willebrand (Dako Cytomation, BD
Biosciences, Madrid, Espafia) o monoclonal de raton contra el CD31 a una
dilucién de 1:10 (Dako Cytomation) durante 30 minutos. La deteccién se realizé
con un sistema marcado con biotina estreptavidina (Dako Cytomation)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Esto es, después de la incubacion
con el anticuerpo primario o sin él para el control negativo, se incubé con
biotina durante 15 minutos y a continuacién con estreptavidina conjugada con
peroxidasa de rabano durante 15 minutos. Finalmente, el sustrato cromogeno
de la peroxidasa (diamino bencidina) se afiadié durante 10 minutos. Antes del
montaje, las muestras fueron sumergidas 3 segundos en hematoxilina de Harris
para contratincién. Los correspondientes controles negativos de cada muestra
fueron preparados sustituyendo el anticuerpo primario por solucién de tampon
fosfato. Las preparaciones fueron observadas y fotografiadas con un
microscopio éptico (Leica Microsystems GMBH, Wetzlar, Alemania).

Medida de la proliferacién celular

Este experimento permite determinar la actividad metabdlica de las
células en funcién de una reaccidén colorimétrica. Para ello se utiliza el MTT (3-
[4,5-dimetiltiazol-2-1]-2,5-difeniltetrazolio bromuro; Sigma-Aldrich), una sal de
color amarillo que la célula metaboliza mediante accion de la deshidrogenasas
mitocondriales. La metabolizacion de esta sal supone la formacion de unos
cristales denominados formazan que presentan un grupo diazénico que
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absorbe la luz a 550 nm. La metabolizacion de MTT a formazén solo va a tener
lugar en las células vivas, y supone un cambio de color de amarillo a violeta. La
solubilizacién de los cristales de formazan resultara en una solucion coloreada
que puede ser analizada mediante un espectrofotémetro. Un incremento en el
namero de células vivas supone un aumento en la actividad total de las
deshidrogenasas mitocondriales. Este aumento se correlaciona directamente
con la cantidad de formazan violeta formado.

Asi, 10.000 HUVEC por pocillo sembradas en placa de 96 pocillos se
deprivaron durante 12 horas. Transcurrido este tiempo, las células se trataron
durante 12 horas mas con distintas concentraciones de albumina glicada o sin
glicar (25-800 pg/mL). Al finalizar el tiempo de tratamiento se afiadieron 10 pL
de la sal MTT por 100 pL de tratamiento a cada uno de los pocillos, de forma
gue la concentracion final de la sal fue de 0,5 mg/ml. Se dejo reaccionar dentro
del incubador a 37 °C durante 4 horas. En ese momento se afiadieron 100 pl
de agente solubilizante, el cual contiene dodecil sulfato de sodio (SDS, del
inglés sodium dodecyl sulfate) al 10% (p/v) en una solucién de HCI 0,01 M), y
se mantuvo en el incubador durante toda la noche. Al dia siguiente, se
determinaron los valores de absorbancia mediante la lectura en un lector de
microplacas (VersaMax Microplate Reader, Molecular Devices, Sunnyvale,
California, USA) a una longitud de onda de 550 nm.

Medida de ROS en HUVEC

La produccién de ROS extracelular e intracelular de las HUVEC fue
medida usando dos métodos diferentes. La formacién de aniones superdxido
en el espacio extracelular fue determinada por el método de la reduccién del
citocromo c¢. 10.000 HUVEC por pocillo de microplacas de 96, deprivadas
durante 12 horas de suplementos y se trataron con albimina sérica humana
(HSA del inglés human serum albumin) o albimina sérica humana glicada
(gHSA del inglés glycated human serum albumin) a distintas concentraciones
entre 6 y 800 pg/mL. Ademas se realizaron tratamientos combinados con
inhibidores como con la apocinina 100 uM, el BAY11-7082 2uM, el SP600125
20uM, el LY-294002 1,5 puM, el SL327 10 pM o el meti éster de L-N®-
Nitroarginina (L-NAME, del inglés L-NG-Nitroarginine methyl ester) 100 pM
durante distintos tiempos, estando estos comprendidos entre 4 y 12 horas. En
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el caso de los inhibidores, éstos fueron preincubados 30 minutos antes del
tratamiento con las albuminas y en presencia de éstas. También se realizaron
experimentos con distinto nimero de células por pocillo (7.500, 10.000, 12.000
y 15.000) tratadas con HSA o gHSA 25 pug/mL durante 4 horas.

Tras los tratamientos, las HUVEC en las microplacas de 96 pocillos
fueron incubadas con HBS suplementado con CaCl, 1,5mM (HBS rico en
calcio) y conteniendo citocromo ¢ (200uM). La selectividad de la medida para el
anién superoxido fue confirmada por la adiciéon en una serie de experimentos
de la SOD 100 U/mL, un catalizador enziméatico especifico de estos aniones.
En otros experimentos, la medida de ROS se realizé en presencia del inhibidor
de la flavoproteina, DPI 60uM, para comprobar la dependencia de la medida
respecto a la NAPDH oxidasa. La produccion de aniones superdxido fue
inducida por la adicién de B-nicotinamida adenina dinucleétido reducido
(NADH, 100 pM) o la B-nicotinamida adenina dinucleétido fosfato reducido
(NADPH, 100 puM). La reduccion del citocromo ¢ fue monitorizada leyendo a
una absorbancia de 550 nm en un lector de microplacas (VersaMax Microplate
Reader, Molecular Devices) durante 60 minutos a 37°C para obtener la
velocidad de variacién de la absorbancia a 550nm (AAbsSsgonm/min) para cada
experimento. La produccion de aniones superéxido fue calculada a partir de la
diferencia entre las pendientes (AAbssonm/min) obtenidas en ausencia y en
presencia de SOD vy teniendo en cuenta el coeficiente de extincion molar para
el cambio de ferricitocromo ¢ a ferrocitocromo c. (€550nm = 21.1 mM™* cm™).

Los productos de Amadori pueden autooxidarse vy reducir el
ferricitocromo c [181]. Por lo tanto, nos aseguramos de que la gHSA tras el
tratamiento no estuviera presente en el momento de medir la reduccion del
citocromo c.

La produccién intracelular de ROS en HUVEC fue medida por
fluorescencia a partir del 5(6)-carboxi-2’,7'-diclorofluoresceina diacetato (cH,-
DCF-DA, Sigma-Aldrich) usando una lector de fluorescencia para microplacas
(Fluostar Optima, BMG LABTECH, Madrid, Espafia). Asi, 10.000 HUVEC por
pocillo, obtenidas por digestion con tripsina de un cultivo confluente fueron
sembradas en microplacas de 96 pocillos pre-recubiertas con gelatina al 0,2%.
Después de adherirse, las células fueron deprivadas de suplementos durante

58



Material y métodos

12 horas y tratadas con HSA o gHSA 25 pg/mL durante 4 6 6 horas. Después
de los tratamientos, el medio fue aspirado y las células lavadas con HBS rico
en calcio previamente a la incubacion con cH,-DCF-DA 5uM durante 20
minutos a 37°C en la oscuridad. Este compuesto es una molécula no cargada
que difunde al interior de las células, donde las esterasas no especificas cortan
los grupos lipofilicos bloqueantes, convirtiendo a la molécula en una forma
cargada que permanecera en el interior de las células. La oxidacién de esta
sonda (cH,-DCF-DA) se puede detectar por aumento de la fluorescencia de la
forma oxidada. El exceso en el tampén de carga del cH,-DCF-DA fue lavado
tras la incubacion y las células fueron puestas en el lector a 37°C. La
generacion de ROS fue detectada como resultado de la oxidacién del cH,-DCF-
DA (excitacién 485 nm; emisién 520 nm). La fluorescencia fue medida cada 5
minutos durante 2 horas y la variacion de unidades relativas de fluorescencia
por minuto fue calculada para cada muestra. Cada experimento fue realizado
por sextuplicado y el calculo de la variacién de la fluorescencia para cada
tratamiento es el valor medio de 3 experimentos independientes.

Estudio del nivel de expresion mediante RT-PCR ent iempo real

Después de tratar 300.000 células por pocillo de microplacas de 6, el
medio de cultivo de las células fue aspirado y las células que flotaban retiradas.
El ARN total fue obtenido con un kit de extraccion llamado Nucleospin
(Macherey-Nagel) de acuerdo con el protocolo del fabricante y finalmente
cuantificado con un espectrofotdbmetro (Nanodrop ND-100, Thermo Fischer,
Waltham, Massachusetts, USA). Un ug de ARN total aislado fue transcrito de
forma reversa en un volumen total de 30 pL, usando iniciadores aleatorios y la
transcriptasa reversa del virus de la leucemia murina Moloney (MMLV, del
inglés Moloney murine leukemia virus; Thermo Fischer) durante 50 minutos a
37°C y 15 minutos a 42°C seguidos de 5 minutos a 95°C para inactivar la
transcriptasa reversa. A continuacién, 1 6 2 pL de ADN complementario
obtenido fue amplificado por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR del
inglés polymerase chain reaction) en un termociclador con detector a tiempo
real (Chromo4 PTC-200, MJ Research, Bio-Rad, Madrid, Espafia) en una
mezcla de reaccion (20 pL) conteniendo 10 pL de FastStart SYBR Green
Master (Roche, Mannheim, Alemania) y 100 mM de cada uno de los
iniciadores. La lectura de fluorescencia del SYBR Green | fue realizada
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después de cada ciclo de amplificacion. Las curvas de fusion fueron realizadas
al final de cada PCR desde 75 a 95 °C con pasos de 1 °C y 1 segundo. Los
niveles de ARN mensajero fueron determinados de esta forma por duplicado
para cada uno de los ARN totales independientemente preparados. La
cuantificacion se hizo de forma relativa haciendo el calculo a partir de la
diferencia comparativa con un gen constitutivo (housekeeping), de acuerdo con

= plACt muestra — ACt contol] -y hqe Ct es el valor del ciclo

la siguiente ecuacion: R
umbral a partir del cual se detecta la amplificacion del ADN complementario.

Nosotros utilizamos B-actina como gen constitutivo.

Los nimeros de identificacion de los genes en la base de datos National
Center for Biotechnology Information (NCBI), secuencias para los iniciadores
para sentido (S) y el antisentido (A), las condiciones de la PCR, el numero de
ciclos y la longitud del fragmento de amplificacién estan indicados en la Tabla
3.
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Tabla 3. Informacién de los iniciadores y las condiciones de amplificacion de
cada gen para la RT-gPCR.

NUmero de . ) Tamario del
) Secuencia PCR Ciclos

referencia NCBI producto

Nox1 (humano) S: ttaacagcacgctgatcctg 30s,95°C 40 244 pb
NM_007052.3 A: ctggagagaatggaggcaag 30 s, 60°C
30s,72°C

Nox2 (humano) S: tcacttcctccaccaaaacc 30s,95°C 40 211 pb
NM_000397.3 A: gggattgggcattcctttat 30 s, 60°C
30s,72°C

Nox3 (humano) S: aggccctgtggtcttgtatg 30s,95°C 40 239 pb
NM_015718.1 A: gcacgctgaaaaagtcttcc 30 s, 60°C
30s,72°C

Nox4 (humano) S: cttcegttggtttgcagatt 30s,95°C 40 245 pb
NM_016931.2 A: tgggtccacaacagaaaaca 30 s, 60°C
30s,72°C

Nox5 (humano) S: ctacgtggtagtggggctgt 30s,95°C 40 213 pb
NM_024505.2 A: atgcaggaactggagcagat 30s,62°C
30s,72°C

P22phox (humano) S: cgcttcacccagtggtactt 30s,95°C 40 200 pb
NM_000101.2 A: gagagcaggagatgcaggac 30 s, 60°C
30s,72°C

B-actin (humano) S: ttctgacccatgcccaccat 30s,95C 40 149 pb

NM_001101.2 A: atggatgatgatatcgccgegetc 30 s, 60/62 °C

30s,72°C

NOS3 (humano) S: accctcaccgctacaacatc 30s,95°C 40 198 pb
NM_000603.4 A: gctcattctccaggtgcttc 30s,58°C
30s,72°C

CCL2 (humano) S: caaactgaagctcgcactctc 30s,95°C 40 300 pb
NM_002982.3 A: gctgcagattcttgggttgtg 30s,58°C
30s,72°C

VCAM-1 (humano) S: tccgtctcattgacttgcag 30s,95°C 40 207 pb
NM_001078.3 A: cacctggattcctttttcca 30 s, 60°C
30s,72°C

ICAM-1 (humano) S: gagatcaccatggagccaat 30s,95°C 40 259 pb
NM_000201.2 A: actgtggggttcaacctctg 30 s, 60°C
30s,72°C
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Subunidades de la NADPH oxidasa: Nox1-5, p22phox; B-actina: B-actin; NOS3: éxido nitrico
sintasa endotelial (eNOS); CCL2: Molécula quimiotactica de monocitos-1 (MCP-1); VCAM-1:
molécula de adhesién celular vascular-1; ICAM-1: Molécula de adhesién intercelular-1.

Electroforesis en gel de agarosa

Para estudiar la expresion de las subunidades de la NADPH oxidasa de
una manera cualitativa se realizé una PCR en las condiciones descritas en el
apartado anterior. Los productos de esta reaccion de PCR se separaron por
electroforesis horizontal en un gel de agarosa al 1% (p/v). Se preparé diluyendo
1g de agarosa (Sigma-Aldrich) en un tampén EDTA-&cido bdrico tris (TBE del
inglés Tris Boric acid EDTA) de la siguiente composicion (en mM):
tris(hidroximetil)Jaminometano 50 (Roche), acido bérico 40 (J.T.Baker,
Phillipsburg, New Jersey, USA) y EDTA 0,636 (AcBiochem, Malvern,
Pennsylvania, USA). La suspension se calentdé hasta su total disolucion y se
dejé gelificar en la cubeta apropiada durante 30 minutos en presencia de
bromuro de etidio a una concentracion final de 62,5 ng/mL. Para cargar el gel,
los productos de PCR se mezclaron en proporcién 5:1 con un tampén de la
siguiente composicion:; sacarosa 400 g/L (Sigma-Aldrich) y naranja de acridina
2,5 g/L (Sigma-Aldrich). Para conocer el tamafio del producto amplificado se
comparo con el marcador de peso molecular Hyperladder Il con un rango de
50-2000 pb (Bioline, London, United Kingdom). El gel cargado de esta manera
se sometid a una electroforesis en TBE a 120 voltios y 100 mA durante 1 hora.
Tras este tiempo se visualizd en un transiluminador de luz ultravioleta con
camara digital acoplada (EC3 Imaging System, UVP, Upland California, USA).

Inmunofluorescencia celular

Aproximadamente 10.000 HUVEC fueron sembradas en cubreobjetos
estériles de 12 mm pre-recubiertas de gelatina al 0,2% (p/v) en medio completo
de crecimiento endotelial. Se deprivaron de suplementos durante 12 horas y se
trataron con HSA o gHSA 25 pg/mL durante 4 6 6 horas. Después de los
tratamientos, el medio fue aspirado y las células fueron lavadas con una
solucién tampén salino fosfato (PBS, del inglés Phosphate buffered saline) de
la siguiente composicién (en mM): Na,HPO, 13,00, KCI 2,60, KH,PO, 0,14 y
NaCl 137,00 a pH 7,4. Las células fueron fijadas con una mezcla de
metanol:acetona (1:1, 10 minutos) y lavadas con PBS (3 x 5 minutos) antes de

62



Material y métodos

la permebilizacién de la membrana con triton X-100 al 0,2% (v/v) en PBS (10
minutos). Después de lavar con PBS (3 x 5 minutos) fueron bloqueadas con
albimina sérica bovina al 4% (p/v) en PBS (50 minutos a 37°C). Las células
fueron lavadas con PBS-Tween 20 al 0,05% (v/v) (PBS-T, 3 x 5 minutos) e
incubadas con un anticuerpo policlonal de cabra contra Nox4 (1:10, SantaCruz
Biotechnology, California, USA) toda la noche a 4°C. Al siguiente dia, las
células fueron lavadas con PBS-T (3 x 5 minutos) e incubadas con anticuerpo
de burro contra IgG de cabra conjugado con fluoresceina isotiocianato (FITC;
1:200, Santacruz Biotechnology) durante 2 horas a temperatura ambiente en la
oscuridad. Las células fueron lavadas con PBS-T (3 x 5 minutos) e incubadas
con TO-PRO®-3 (1:250, Invitrogen) 5 minutos a temperatura ambiente en la
oscuridad para tefiir el nacleo. Tras esto, las células fueron lavadas con PBS-T
(3 x 5 minutos) y montadas en portaobjetos con Mowiol (Merck KGaA,
Darmstadt, Alemania). Las preparaciones con las células fueron visualizadas
con un microscopio invertido Leica DMIRE 2 (Leica Microsistems) y equipado
con Leica TCS SP 2 (con AOBS®) y configuracién confocal. Las muestras se
examinaron usando el laser de argon (488 nm) o el laser de Helio/Neon en
haces de 543-nm o 633-nm con los filtros de paso de banda de 515/20 nm,
585/30 nm y 660/20, respectivamente. En los experimentos con doble marcaje
de FITC y TO-PRO®-3 las imagenes fueron escaneadas secuencialmente y
combinadas usando el Software Confocal de Leica. Imagenes de 512x512
pixeles de todas las muestras en las series dadas fueron recogidas con
barridos rapidos de parametros idénticos tales como la ganancia de voltaje, la
sensibilidad, el contraste y el brillo. Al menos cinco imagenes de cada muestra
fueron seleccionadas aleotariamente de la preparacion y la intensidad de la
fluorescencia fue tomada de la superficie total de la célula o de localizaciones
especificas de ella. Los valores de fluorescencia medios para cada tratamiento
fueron calculados después de sustraer la sefial de fondo y los resultados de
diferentes tratamientos fueron comparados entre si. Los controles sin
anticuerpo primario no mostraron marcaje fluorescente.

Fraccionamiento de la proteina de ndcleo y citoplas ma

Después de la deprivacién de suplementos de 12 horas y el tratamiento
farmacolégico de las HUVEC, el medio de cultivo fue retirado y las células que
flotaban retiradas y las adheridas lavadas con PBS. Estas células fueron
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lisadas con un tampo6n A compuesto por HEPES 10 mM, EDTA 1 mM, KCI 10
mM, ditiotreitol (DTT) 1mM y antiproteasas (Roche) a un pH de 7,9. Al extracto
celular se le afadi6 NP-40 0,5% (v/v) y se incubd durante 10 minutos.
Seguidamente fue agitado en un vértex durante 15 segundos y cada muestra
centrifugada durante 5 minutos a 200 x g y 4 °C para separar las células no
lisadas. El sobrenadante se recuperd, se centrifugd de nuevo durante 15
minutos a 1500 x g y a 4 °C. Asi se obtienen las proteinas citoplasmaticas en el
sobrenadante y las proteinas nucleares en el pellet. El sobrenadante se separa
a otros tubos y se lisaron los nicleos con el tampén A anteriormente descrito
afadiéndole glicerol 20% y KCI 0,4 M. Se incubd durante 30 minutos con
agitacion periddica y luego se centrifugan durante 15 minutos a 13.000x gy 4
°C. En el sobrenadante se obtuvieron las proteinas nucleares.

Estudio de las fracciones de proteinas del nicleo y el citoplasma
mediante Western Blot

El analisis de la composicion de las fracciones proteicas procedentes del
nacleo y el citoplasma se realiz6 mediante Western blot. Las fracciones
subcelulares se separaron por electroforesis en gel de acrilamida
desnaturalizante (SDS-PAGE, del inglés sodium dodecyl sulfate polyacrylamide
gel electrophoresis) al 10% y las proteinas asi separadas se transfirieron a una
membrana de polivinilideno difluoruro (PVDF, del inglés Polyvinylidene
difluoride) también por electroforesis durante 45 minutos a intensidad constante
(280 mA). Las membranas de PVDF fueron bloqueadas durante 1 hora a
temperatura ambiente con leche desnatada en polvo al 5% (p/v) en tampdn
salino con tween 20 (TBS-T del inglés Tris-buffered saline Tween-20)
conteniendo Tris-HCI 20 mM (pH 7,6), NaCl 150 mM y Tween-20 al 0,1%. Tras
el bloqueo de los puntos activos inespecificos de la membrana se incubd ésta
con anticuerpos para la subunidad p65 de NF-kB (Santacruz Biotechnology) en
una dilucién 1:500 en tampoén de bloqueo durante toda la noche. Después, se
incubaron las membranas con el anticuerpo secundario apropiado, conjugado
con peroxidasa. Las proteinas inmunoreactivas fueron visualizadas usando un
sistema de deteccion de quimioluminiscencia mejorada (Pierce), y fueron
cuantificadas densitometricamente usando el software ImageJ (U.S. National
Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA). Los resultados se expresaron
de acuerdo a la siguiente formula de densidades Opticas de las bandas
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procedentes de cada tratamiento y  subfraccion celular:
(nucleo/citoplasma)gHSA/(nucleo/citoplasma)HSA. Se comprob6é que las
fracciones nucleares no se encontraban contaminadas con citoplasma,
midiendo la presencia de deshidrogenasa 3-fosfato gliceraldéhido (GAPDH del
inglés Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) con un anticuerpo contra
esta proteina 1:1000 (SantaCruz Biotechnology).

Cuantificacion de proteina en medio de cultivo medi ante ensayo por
inmunoabsorcién ligado a enzimas.

Para cuantificar la concentracion de las distintas citocinas inflamatorias
en el medio de cultivo se realiz6 un ensayo por inmunoabsorcién ligado a
enzimas (ELISA, del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Se trataron
las HUVEC con HSA o gHSA 25 pg/mL, con BAY11-7082 2 uM, SP600125 20
UM, LY-294002 1,5 pM, SL327 10 pM, apocinina 100 pM o plumbagin 5 pM
durante 2, 4, 6, 8 6 12 horas. Tras el tiempo de tratamiento se recogieron los
medios de cultivo para realizar el ELISA para la MCP-1 (Bender MedSystems
GMBH, Viena, Austria). EI ELISA de MCP-1 tiene los pocillos de la microplaca
recubiertos con anticuerpos anti-MCP-1 humano. Sobre estos se incubaron los
medios de cultivo de las células tratadas. A continuacién, se incubaron con
anticuerpos monoclonales anti-MCP-1 conjugados con peroxidasa de rabano
gue se unieron al MCP-1 que quedd unido a los anticuerpos adsorbidos en el
pocillo. Finalmente, se afiadio el sustrato de la peroxidasa y la reaccion dio un
cambio de color proporcional a la cantidad de MCP-1 presente en los medios
de cultivo. La reaccién se pard afiadiendo acido y se midié la absorbancia a
450 nm (VersaMax Microplate Reader, Molecular Devices).

Farmacos y reactivos

Los siguientes farmacos fueron comprados a Sigma-Aldrich: el EGF-B, la
gelatina de piel bovina, la HSA, la gHSA, la apocinina, el BAY11-7082, el
SP600125, el LY-294002, el SL327, la L-NAME, el citocromo c, la SOD, el DPI,
la NADH, la NADPH y el MTT. La cH,-DCF-DA fue comprada a Invitrogen.

El BAY11-7082 (50 mM), el SP600125 (50 mM), el LY-294002 (1,5 mM),
el SL327 (10 mM), y el cH,-DCF-DA (10 mM) fueron disueltos inicialmente en
dimetil sulféxido (DMSO) puro a las concentraciones indicadas. Estas
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soluciones fueron mantenidas a -20°C como soluciones stock a partir de las
cuales se prepararon en el momento de Iso experimentos las diluciones finales
utilizando en HBS rico en calcio. El DPI (10 mM) fue disuelto en una mezcla de
DMSO:H20 (1:1) y después diluido en HBS rico en calcio. El EGF-B (100
pg/mL) fue disuelto en PBS con albumina sérica bovina 0,1% (p/v) y después
diluido en HBS rico en calcio. La gelatina 0,2% (p/v) para recubrir las
superficies de cultivo fue disuelta en agua. La HSA (80 mg/mL), la gHSA (80
mg/mL) y el MTT (5 mg/mL) fueron disueltos en PBS. Después, la HSA y la
gHSA fueron diluidas en HBS rico en calcio. La apocinina, el citocromo c, la
SOD, la NADH y la NADPH fueron disueltos en HBS rico en calcio. El L-NAME
fue disuelto en agua destilada y después en HBS rico en calcio.

Las concentraciones finales de DMSO nunca excedieron el 0,1% (v/v) en
los experimentos, y se realizaron los controles adecuados para medir los
efectos del vehiculo. El equipamiento, los medios y reactivos especificos o
anticuerpos empleados en las distintas técnicas se indican en las secciones
correspondientes. Todos los demas compuestos usados en los experimentos y
en la preparacion de las soluciones de trabajo fueron de la mejor calidad
comercialmente disponible.

Andlisis estadistico

Los resultados se expresaron como medias + error estandar de la media
(e.e.m.). Las comparaciones entre dos grupos fueron analizadas por el t test de
dos colas. Las comparaciones multiples fueron analizadas por un analisis de la
varianza (ANOVA) seguido de un test Tukey. Las diferencias significativas
fueron consideradas con p < 0,05.
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Caracterizacion del modelo celular endotelial

Realizamos la extracciéon de las HUVEC segln se indica en la seccion
metodolégica y las sembramos en una superficie de cultivo de 19 cm?®.
Realizamos pases consecutivos con tripsina doblando la superficie hasta
alcanzar una superficie equivalente a 4 frascos de 75 cm”. Realizamos todos
los estudios y tratamientos a partir de las HUVEC desde el pase 4° hasta el
10°. A partir del pase 10°, las células comenzaban a perder su fenotipo y la
capacidad de replicacion, con lo que no nos daban la fiabilidad necesaria en el
modelo. Cada cultivo procedente de un corddn se individualizdé con un nimero
que permitiria anonimizar la muestra a partir de este punto. Los experimentos
se realizaron con al menos tres cultivos diferentes. Realizamos analisis
inmunocitoquimico a estas células para dos marcadores del fenotipo endotelial,
el factor de von Willebrand y el CD31. Las células fueron positivas para ambos
factores (Figura 4).

A continuacién estudiamos qué subunidades de NADPH oxidasa estan
expresadas en nuestras células. Estudios anteriores describieron que las
HUVEC expresan principalmente la Nox2 y la Nox4, estando esta ultima
subunidad mucho mas expresada [182]. Estudiamos la expresion de las
distintas subunidades de la NADPH en HUVEC mediante reaccion de la
cadena de polimerasa en transcripcion reversa (RT-PCR del inglés Reverse
transcription polymerase chain reaction). Nuestros resultados indicaron que las
subunidades que mas se expresaban son la Nox4 y la p22phox (Figura 5). Para
la Nox5 encontramos mucha menor expresion (Figura 5). A continuacion,
realizamos un analisis inmunocitoquimico para ver si este modelo celular
expresaba la proteina para Nox4. Como se puede ver en la Figura 5, este
andlisis revel6 la presencia de Nox4 en la totalidad de las HUVEC en cultivo
siguiendo un patron granular citoplasmatico y perinuclear.
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Figura 4: Imagenes representativas de tinciones inmunocitoquimicas para la expresion de
marcadores del fenotipo endotelial en HUVEC, el factor de von Willebrand (vWF) y el CD31. Se
sembraron 10.000 HUVEC sobre un portaobjetos estéril recubierto con gelatina al 0,2% vy luego
fijadas. Se incubaron con anticuerpos anti-factor de von Willebrand (VWF) y anti-CD31. Se
contra-tifieron con hematoxilina y fotografiadas en un microscopio ptico. Se indican los distintos
aumentos a los que fueron tomadas las fotografias (40x y 20x respectivamente). Los controles
negativos estan situados en la columna de la izquierda, mientras la inmunocitoquimicas con los
anticuerpos primarios estan situada a la derecha.

Finalmente, analizamos la viabilidad de los tratamientos que ibamos a
realizar con HSA o gHSA sobre las células en cultivo. Para esto realizamos
experimentos de proliferacion en presencia de MTT, en los que existe una
relacién directa entra la actividad de las reductasas de la mitocondria y la
intensidad del color parpura de la sal resultante. Estudiamos distintas
concentraciones de HSA y gHSA (25-800 pg/mL) durante 12 horas y
observamos que no cambiaban significativamente la viabilidad de nuestras
células (Figura 6).

70



Resultados

a) Marcador
Gel PCR Nox's
S 500pb
! === i00pb
W= 300pb
1 Rl P
_— Sess  200pb
Nox1 MNox2 Nox3d Nox4 NoxS p22phoxGADPH )
b)
- +
&5 ,- P ]
r R
Nox4 (40x) e, ¢ . o | . i
" & * 8 & w0l
& ¥

Figura 5: Expresién de las subunidades de NADPH oxidasa en HUVEC. a) Productos de
amplificacién por RT-PCR para distintas subunidades de NADPH oxidasa, Nox 1-5, p22phox, y
también de la GAPDH partiendo de ARN de HUVEC. Se realizaron las distintas RT-PCR en las
condiciones apropiadas y se realizé una electroforesis en gel de agarosa con los productos de
amplificaciéon. EI marcador indica el nimero de bases que contiene cada producto de
amplificacion. Se incluyd un control negativo de la transcripcion reversa (-). b) Imagenes
representativas de inmunocitoquimicas para la expresién de la proteina Nox4. Se sembraron
alrededor de 10.000 HUVEC sobre un portaobjetos estéril recubierto con gelatina al 0,2% y luego
fijadas. Se incubaron con anticuerpos anti-Nox4 y se contra-tifieron con hematoxilina para ser
fotografiadas en un microscopio 6ptico (aumento 40x). Los controles negativos estan situados a
la izquierda, mientras que la inmunocitoquimicas con los anticuerpos primarios estan situados a
la derecha.
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Figura 6: Medida de la proliferacion celular mediante el ensayo con MTT en HUVEC tratadas con
diferentes concentraciones de HSA y gHSA en medio deprivado de suplementos. Se sembraron
10.000 HUVEC por pocillo en placas de 96, se deprivaron de suplementos durante 12 horas y a
continuacion se trataron con distintas concentraciones de HSA y gHSA (25-800 pg/mL) durante
12 horas. Se mantuvieron los suplementos de algunos pocillos de HUVEC durante la deprivacion
y el tratamiento, como control positivo de la proliferacion. Las columnas representan la
absorbancia medida a 550 nm, expresada como de media + e.e.m. (barras verticales) de al
menos tres experimentos independientes. * p < 0,05 del control positivo frente al esto de los

tratamientos.
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Produccion de ROS en HUVEC tratadas con albumina gl icada

Antes de realizar los experimentos con la gHSA, estandarizamos las
condiciones para realizar la medida de la reduccion del citocromo ¢ en HUVEC.
La reduccion de citocromo c¢ basal, sin el estimulo de NADH o NADPH fue casi
nula, mientras que en presencia de estas coenzimas se aumento
sustancialmente la produccién de ROS. La capacidad para reducir el citocromo
¢ para los dos sustratos no fue la misma, en presencia de NADH las HUVEC
produjeron mas ROS que con el NADPH (6,53 x 10™ + 0,81 x 10™ AbSssgnm/min
para NADH frente a 5,4 X 10” + 0,56 X ADSgsenm/Min para el NADPH). La
produccion de aniones superdxido también fue diferente para los dos sustratos,
siendo también mas alta para el NADH que para el NADPH (52,1 £ 6,3 vs. 43,4
+4,50, mM - min" - 10.000 células™, para NADH y NADPH, respectivamente).
Después de estas observaciones, los siguientes experimentos se realizaron
siempre con NADH (100 pM), en lugar de con NADPH, como coenzima para la
produccion de ROS.

Realizamos estudios sobre la respuesta de las HUVEC a distintas
concentraciones y tiempos con gHSA en la produccion de ROS extracelular
mediante el método de reduccién del citocromo c. Después de 12 horas de
deprivacion, tratamos 10.000 HUVEC por pocillo en placas de 96, con
diferentes concentraciones de HSA o gHSA (6-200 pg/mL) durante 4, 6 6 12
horas para determinar la mejor concentracion y tiempo de tratamiento para ser
usado en el estudio.

El tratamiento con gHSA a distintas concentraciones comprendidas entre
25y 200 pg/mL durante 12 horas indujo de manera significativa un incremento
de la produccién de ROS extracelular con respecto a la misma concentracion
de HSA (Figura 7; p.ej. 6,58 x 10 + 0,72 x 10 AbSssonm/min, n = 18 'y 7,11 X
10" + 0,78 x 10" AbSssonn/min, n=18 para HSA y gHSA 25 ug/mL,
respectivamente; p < 0,05). Sorprendentemente, observamos el mayor
incremento de la reduccién del citocromo ¢ con la concentracién de 25 pg/mL
(1,08 + 0,03 para la razon gHSA/HSA, p < 0,05 con respecto al efecto de HSA,
n = 18). La produccion de ROS inducida por gHSA aumentdé de una manera
dependiente de la concentracion hasta los 25 pg/mL. A partir de esta
concentracion, el incremento en la produccién de ROS se redujo gradualmente
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a medida que aumentaba la concentracion de gHSA, hasta 200 pg/mL (Figura
7).

[ TgHSA pg/mL
[ 1gHSA pg/mL +DPI 60 pM
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Figura 7: Medida de la produccién extracelular de ROS en HUVEC a diferentes concentraciones
de HSA y gHSA mediante el ensayo de reduccién de citocromo c. Se sembraron 10.000 HUVEC
por pocillo en placas de 96. Se deprivaron de suplementos durante 12 horas y a continuacion se
trataron con distintas concentraciones de HSA y gHSA (6-200 pg/mL) durante 12 horas. Se
realizaron una serie de medidas de ROS en presencia de los inhibidores DPI 60 uM o SOD 100
U/mL, como se indica, que fueron siempre significativamente diferentes con respecto al
correspondiente tratamiento con la gHSA (p < 0,05). Las columnas representan la razén de
respuesta gHSA/HSA, expresada en valores de media + e.e.m. (barras verticales) de al menos
tres experimentos independientes. * p < 0,05 con respecto a los valores control (HSA). # p < 0,05
respecto al correspondiente tratamiento con gHSA solo. # < p 0,05 respecto al tratamiento sin
inhibidor.
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La producciéon de ROS fue inhibida en presencia de la SOD (100 U/mL) y
del inhibidor de flavoproteinas como las NADPH oxidasa, DPI (60 uM). Esto
indicd que la reduccion en el citocromo ¢ se debia al anién superoxido y que la
produccion de este anion provenia de la NADPH oxidasa (10-25% de
inhibicion, Figura 7).

A raiz de estos resultados, estudiamos la produccion extracelular de
ROS inducida por las concentraciones mas bajas de gHSA (6-50 pug/mL) a
diferentes tiempos. Después de 12 horas de deprivacion de suplementos, las
HUVEC quiescentes fueron tratadas con HSA y gHSA (6-50 pug/mL) durante 4,
6 0 12 horas. De nuevo, gHSA indujo una mayor produccién de ROS que la
misma concentracién de HSA y con la concentracion de 25 ug/mL este
aumento fue estadisticamente significativo para todos los tiempos (1,12 + 0,05
para la razén gHSA/HSA a 4horas, p < 0,05 con respecto al efecto de HSA, n =
10; 1,07 + 0,02 para la raz6n gHSA/HSA a 6horas, p < 0,05 con respecto al
efecto de HSA, n = 10; 1,07 + 0,03 para la razén gHSA/HSA a 12horas, p <
0,05 con respecto al efecto de HSA, n =10). También observamos que el efecto
de gHSA era dependiente de la concentracion; 25 pg/mL fue la concentracion
que indujo la maxima produccion de ROS a 4 horas, mientras que la
produccion de ROS inducida por gHSA a 6 y 12 horas se hacia gradualmente
menor a medida que aumentaba el tiempo de tratamiento (Figura 8). De
acuerdo con estos resultados, decidimos utilizar la concentracién de 25ug/mL
de gHSA durante 4 y 6 horas en los siguientes experimentos como modelo
para analizar los efectos de la gHSA en la produccion de ROS de HUVEC.
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Figura 8: Medida de la produccién extracelular de ROS en HUVEC a diferentes concentraciones
y tiempos de HSA y gHSA mediante el ensayo de reduccidn de citocromo c. Se sembraron
10.000 HUVEC por pocillo en placa de 96, se deprivaron de suplementos durante 12 horas y a
continuacion se trataron con distintas concentraciones de HSA y gHSA (6-50 ug/mL) durante 4,
6 y 12 horas. Las columnas representan la razon gHSA/HSA expresada en valores de media +
e.e.m. (barras verticales) de al menos tres experimentos independientes. * p < 0,05 con respecto
a los valores control (HSA).

Los efectos de la inhibicion mantenida de la NADPH oxidasa fueron
explorados a través de una aproximacion farmacoldgica con apocinina. La
incubacion de HUVEC con apocinina (100 pM) durante 4 horas indujo un
incremento significativo de la produccién de ROS. Este efecto no fue observado
en presencia de 25 pg/mL de HSA durante el tratamiento, pero la produccion
de ROS se incrementd cuando la apocinina fue combinada con 25ug/mL de
gHSA, sugiriendo actividades sinérgicas/aditivas de la gHSA y la apocinina
(Figura 9). La dependencia en esta respuesta de la NADPH oxidasa y el anion
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superoxido fue confirmada por la inhibicion de la produccién de ROS con DPI o
SOD, respectivamente (Figura 9).
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(Razon Tratamiento/HSA)
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+ +

Apo 100 pM Apo 100 pM

Figura 9: Medida de la produccion extracelular de ROS en HUVEC en presencia de HSA o gHSA
en presencia de apocinina, mediante el método de reduccién del citocromo c. Se sembraron
10.000 HUVEC por pocillo en placas de 96, se deprivaron de suplementos durante 12 horas y a
continuacion se trataron con HSA o gHSA (25 pg/mL) en combinacién con apocinina (APO 100
MM) o con apocinina sola durante 4 horas. Se realizaron las medidas de ROS en presencia de
los inhibidores DPI (60 uM) o SOD (100 U/mL) segin se indica. Las columnas representan la
razén tratamientos/HSA para cada uno expresada en valores de media + e.e.m. (barras
verticales) de al menos tres experimentos independientes. * p < 0,05 con respecto a los valores
control (HSA).
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Tras estos resultados, quisimos comprobar el efecto de modificar el
namero de células en la produccion de ROS, ya que la expresion de Nox4, una
de las subunidades de la NADPH oxidasa, esta condicionada por el nivel de
confluencia de las células endoteliales [183]. Asi, sembramos 7.500, 10.000,
12.000 y 15.000 HUVEC por pocillo en placa de 96 y las tratamos con las
condiciones con las que encontramos mas diferencias entre HSA y gHSA en la
produccion de ROS (25 pg/mL durante 4 horas). Ademas, observamos el papel
de la inhibicién de la NADPH oxidasa con DPI para saber el papel del enzima
en la produccion de ROS. Encontramos las maximas diferencias entre el
tratamiento con HSA y con gHSA cuando teniamos 7.500 (1,14 + 0,04 para la
razon gHSA/HSA con 7.500 células, p < 0,05 con respecto al efecto de HSA, n
= 3) y 10.000 células por pocillo (1,13 £+ 0,03 para la raz6n gHSA/HSA con
10.000 células, p < 0,05 con respecto al efecto de HSA, n = 3) ver Figura 10.
Por el contrario, la diferencia de produccion de ROS entre HSA y gHSA se
hace inexistente a mayor densidad celular (12.000 y 15.000 células por pocillo).
Estos datos corresponden con la accion de Nox4, que en confluencia ve
disminuida su expresién [183]. Ademas, la inhibicién del DPI también se hace
mayor cuando las HUVEC tienen un nimero que permite su proliferacion
(7.500 y 10.000 células por pocillo). ElI DPI alcanza el mayor porcentaje de
inhibicion en el tratamiento con gHSA 25 pg/mL durante 4 horas con 10.000
células por pocillo (32% de inhibicién). Los datos sugieren que es una
flavoproteina la que produce las ROS y que su actividad depende del grado de
confluencia celular, algo que concuerda con la actividad de la subunidad Nox4
de la NADPH oxidasa, que también depende del grado de confluencia celular.

En cuanto a la produccién intracelular de ROS, se estudié mediante la
medicion de la fluorescencia de la cH,-DCF-DA, tal y como se describe en la
seccion metodoldgica.
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Figura 10: Medida de la produccién extracelular de ROS en HUVEC cultivadas en distintos
grados de confluencia. Se sembraron 7.500, 10.000, 12.000 o 15.000 HUVEC por pocillo en
placas de 96, se deprivaron de suplementos durante 12 horas y a continuacién se trataron con
HSA o gHSA 25 pg/imL durante 4 horas. Se realizé la medida de la reduccion de ROS en
ausencia o presencia del inhibidor de la NADPH oxidasa, DPI (60 pM). Las columnas
representan la razon gHSA/HSA expresada en valores de media £ e.e.m. (barras verticales) de
al menos tres experimentos independientes. * p < 0,05 con respecto a los valores control (HSA).
# p < 0,05 con respecto al tratamiento sin inhibidor.
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Estudiamos el efecto de la gHSA en la produccién de ROS intracelulares.
Después de una deprivaciéon de 12 horas, tratamos 10.000 HUVEC por pocillo
de una placa de 96 con 25 pug/mL de HSA o gHSA durante 4 6 6 horas.
Después del tratamiento, medimos la fluorescencia del cH,-DCF-DA oxidado
durante 2 horas. Observamos un aumento estadisticamente significativo en la
oxidacién del cH,-DCF-DA en presencia de gHSA comparado con HSA
después de 4 horas pero no después de 6 horas de tratamiento (Tabla 4).
Estos resultados concuerdan con los obtenidos al medir ROS extracelulares.

La produccion de ROS medida bajo estas condiciones fue apenas
inhibida en presencia de la SOD (100 U/mL) e inhibida parcialmente por el DPI
(60uM, Tabla 4). Estos datos indican dos cuestiones importantes: primero, la
SOD probablemente fue incapaz de cruzar la membrana plasmatica y en
consecuencia no consiguié inhibir la produccién de ROS intracelular. Segundo,
la inhibicién por el DPI sugiere que la produccion intracelular de ROS proviene
de la NADPH oxidasa.

Tabla 4: Produccion intracelular de ROS medida con cH,-DCF-DA en
HUVEC incubadas con 25 pg/mL de HSA o gHSA y con SOD o DPI durante 4 6
6 horas.

HSA 25 ug/mL gHSA 25 pg/mL
Trat SOD 100 U/mL DPI 60uM SOD 100 U/mL DPI 60uM
4 h 100 98,77 £5.5 83,64 + 3,73# 109,43 + 4,29** 94,42 + 6,63 77,35 + 7,60#
6 h 100 93,42 + 8,08 83,08 + 6,03# 103,46 + 6,92 94,31 + 8,40 85,74 + 8,74#

Albimina sérica humana (HSA); Albumina sérica humana glicada (gHSA); Superéxido dismutasa
(SOD); Difenilen yodonio (DPI). Los datos se representan como porcentaje de la variacion de
unidades relativas de fluorescencia por minuto para el HSA + el e.e.m. * p < 0,05 comparando
gHSA con el tratamiento de HSA. # p < 0,05 comparando el tratamiento con y sin DPI.
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Expresion de las subunidades de NADPH oxidasa en HU  VEC tratadas con
albumina glicada

Como vimos, en las HUVEC el tratamiento con gHSA 25 pg/mL
incrementd la produccidon extracelular e intracelular de ROS. Las ROS
producidas eran aniones superéxido y gracias a la inhibicién con DPI, sabemos
gue éstos son producidos por la NADPH oxidasa. De modo que, una de las
posibles causas de este aumento de la produccién de ROS es un cambio en la
expresién de las subunidades de NAPDH oxidasa con el tratamiento de gHSA.
De ahi que, estudidaramos la expresion de las principales subunidades de
NAPDH oxidasa en el endotelio humano, Nox4 y p22phox, mediante
transcripcion reversa y PCR cuantitativa (RT-qPCR).

Asi, cuantificamos los niveles relativos de ARN mensajero de Nox4 y
p22phox con respecto al gen de la B-actina. Los cultivos de HUVEC fueron
deprivados de suplementos durante 12 horas, siendo tratados entonces con
HSA y gHSA (25 pg/mL) durante 4, 6 6 12 horas. El tratamiento de 4 horas con
gHSA (25 pg/mL) indujo una expresion aumentada de Nox4 y p22phox en
comparacion con el tratamiento con HSA (25 pg/mL) (Figura 11) (1,31 + 0,08
vs. 1,16 + 0,09 de cambio relativo para Nox4 respecto al control, con gHSA y
HSA, respectivamente, p < 0,05, n = 5; 1,25 + 0,05 vs. 1,04 + 0,07 de cambio
relativo para p22phox respecto al control, con gHSA y HSA, respectivamente, p
< 0,05, n = 4). Por el contrario, los mismos tratamientos a 6 y 12 horas no
inducen ningln cambio estadisticamente significativo (Figura 11).

Sorprendentemente, a pesar del hecho de que los efectos en la
expresion de Nox4 por los tratamientos con HSA y gHSA durante 6 horas son
indistinguibles entre ellos (1,21 + 0,20 vs. 1,24 + 0,28 cambio relativo para
Nox4 con respecto al control para HSA y gHSA, respectivamente, p = 0,45, n =
4), muestran una mayor expresion con respecto al control sin tratar, aunque
estos aumentos no son estadisticamente significativos. Sucede lo mismo para
el p22phox. No hubo diferencias de expresién entre los tratamientos de HSA y
gHSA a las 6 horas, pero los niveles de expresiéon de Nox4 y p22phox se
encontraron elevados respecto al control sin tratamiento (1,23 + 0,20 vs. 1,20 £
0,32 cambio relativo para p22phox con respecto al control para HSA y gHSA,
respectivamente, p = 0,90, n = 4).
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Después de 12 horas de tratamiento con HSA y gHSA, los niveles de
ARN mensajero para Nox4 y p22phox fueron iguales a los cultivos controles
(cultivos sin tratamientos con HSA o gHSA), indicando que el efecto temprano
de estimulacion de gHSA o HSA en la expresion de los genes tiene un efecto
limitado en el tiempo.

F——Nox4 [ ____JHSA 25ug/mL
XXX p22phox I gHSA 25ug/mL
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ARN mensajero
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Figura 11: Cuantificacién relativa de los niveles de expresion de ARN mensajero de las
subunidades de NADPH oxidasa mediante RT-gPCR. Se sembraron 300.000 HUVEC por pocillo
en placa de 6, se deprivaron de suplementos durante 12 horas y a continuacion se trataron con
HSA o gHSA 25 pg/mL durante 4, 6 6 12 horas. Las columnas representan el cambio relativo de
la expresion de ARN mensajero para Nox4 y p22phox relativizado frente al gen constitutivo B-
actina y con respecto al tratamiento con HSA. Se expresan en valores de media + e.e.m. (barras
verticales) de al menos tres experimentos diferentes. * p < 0,05 con respecto a los valores de la
HSA.
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Figura 12: Niveles de proteina de Nox4 medido por inmunofluorescencia en HUVEC tratadas con
HSA o gHSA 25 ug/mL durante 4 6 6 horas. Se sembraron 10.000 HUVEC en un portaobjetos
estéril recubierto con gelatina al 0,2%, se deprivaron de suplementos durante 12 horas y a
continuacion, se trataron con HSA y gHSA 25 pg/mL durante 4 ¢ 6 horas. a) Imagenes
representativas del marcaje por inmunofluorescencia indirecta usando un anticuerpo contra Nox4
y anticuerpo secundario conjugado con FITC (verde) y TO-PRO-3® para tefiir los ntcleos (rojo).
Se muestran los tratamientos con HSA (a la izquierda) o con gHSA (a la derecha) 25 pg/mL. b)
Cuantificacién de la intensidad de fluorescencia representada como la razén de gHSA/HSA a las
4 6 6 horas. Las columnas representan valores de media £ e.e.m. (barras verticales) de al
menos tres experimentos independientes. * p < 0,05 con respecto al control (HSA).
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A continuacién, estudiamos el efecto del tratamiento con gHSA en la
expresién a nivel proteico de Nox4. Después de 12 horas de deprivacion de
suplementos, tratamos las HUVEC quiescentes con gHSA y HSA (25 pg/mL)
durante 4 6 6 horas. Las proteinas de Nox4 fueron cuantificadas por
inmunofluorescencia en estas células. Observamos un incremento significativo
en la expresion de Nox4 en las células tratadas con gHSA comparado con las
células tratadas con HSA después de 4 horas de tratamiento (Figura 12). Estos
datos indicaron que el tratamiento de 4 horas con 25 pg/mL de gHSA aumenté
los niveles de proteina Nox4 en HUVEC comparado con el tratamiento con
HSA. Sin embargo, a las 6 horas de tratamiento, los niveles de expresioén de
Nox4 en HUVEC tratadas con gHSA y HSA no fueron estadisticamente
diferentes (Figura 12). Esto resulté coherente con los datos de expresion
génica mostrados mas arriba.

Rutas implicadas en el aumento de ROS por albimina  glicada

Ya describimos que observamos un incremento en la producciéon de ROS
en las HUVEC tratadas con gHSA. Este aumento, ademas se puede explicar
por un incremento en la expresion de las subunidades de Nox4 y p22phox de la
NADPH oxidasa, ya que esta enzima tiene una actividad constitutiva y
principalmente esta regulada por sus niveles de expresion.

En este punto, nos propusimos estudiar la ruta de sefializacion activada
por gHSA que puede estar implicada en el incremento de la produccion de
ROS. Para ello, estudiamos la reduccién del citocromo ¢ en HUVEC por el
tratamiento con HSA o gHSA y en presencia de inhibidores del NF-kB (BAY11-
7082 2uM), la AP-1 (SP600125 20uM), PI3K (LY294002 1,5uM) y la MEK 1/2
(SL327 10uM).

Asi, tratamos las HUVEC con HSA y gHSA 25 pg/mL durante 4 horas en
presencia o ausencia de estos inhibidores. Los inhibidores fueron preincubados
30 minutos antes del tratamiento y estuvieron también presentes durante las 4
horas posteriores de tratamiento con HSA 6 gHSA. En estas condiciones, la
gHSA incrementd la produccién de ROS significativamente comparado con
HSA (1,09 + 0,04 para la razén gHSA/HSA, p < 0,05, n = 10) (Figura 13). Sin
embargo, ninguno de los inhibidores tuvo un efecto significativo en esta
produccion incrementada de ROS excepto el inhibidor de la AP-1, SP600125.
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Este inhibidor increment6 la produccién de ROS en el tratamiento de HSA con
SP600125 en comparacion con el HSA solo (1,15 * 0,06 para la razon
HSA+SP600125/HSA, p < 0,05, n = 5) (Figura 13). Sin embargo, la presencia
de SP600125 en el tratamiento con gHSA no provocé un cambio significativo
comparado con el gHSA solo (1,09 + 0,04 para la raz6n gHSA/HSA vs. 1,04 +
0,07 para la raz6n gHSA+SP600125/HSA, p > 0,05, n = 5) (Figura 13).

Estos resultados mostraron un incremento en la produccién extracelular
de ROS en presencia del inhibidor de AP-1, SP600125, con el tratamiento con
HSA 25 pg/mL pero la inhibicién de la AP-1 no provocd un cambio significativo
en el tratamiento con gHSA 25 pg/mL.

Ademés de estos efectos del SP600125, el tratamiento con BAY11-
7082 0 LY294002 disminuyeron la produccion de ROS, aunque este descenso
no fue significativo para ninguno de los inhibidores (1,03 + 0,03 para la razén
HSA+BAY11-7082/HSA con respecto al efecto de la HSA, p > 0,05, n =5; 0,96
+ 0,08 para la razon gHSA+BAY11-7082/HSA vs. 1,10 + 0,04 para la razén
gHSA/HSA, p > 0,05, n = 5; 1,06 + 0,07 para la razén HSA+ LY294002/HSA
con respecto al efecto de la HSA, p > 0,05, n =5; 0,96 + 0,10 para la razén
gHSA+ LY294002/HSA vs. 109,83 + 3.81 para la razon gHSA/HSA, p > 0,05, n
=5).

En resumen, de las rutas de sefializacién analizadas, solamente la AP-1
parece controlar parte de la produccién de ROS en la célula endotelial humana.
Mientras que la inhibicion de la AP-1 con SP600125 no parece maodificar la
produccion de ROS inducida por gHSA, lo que si provoca es un incremento en
la produccién extracelular de ROS en HUVEC tratada con HSA.
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Figura 13: Medida de la produccion extracelular de ROS en HUVEC, en presencia de distintos
inhibidores mediante el método de reduccion del citocromo ¢. Se sembraron 10.000 HUVEC por
pocillo en placas de 96, se deprivaron de suplementos durante 12 horas y a continuacién se
trataron con HSA o gHSA 25 ug/mL con los inhibidores BAY11-7082 2uM (BAY), SP600125
20uM (SP), LY294002 1,5uM (LY) y SL327 10uM (SL) durante 4 horas. Los inhibidores se
preincubaron también 30 minutos antes del tratamiento. Las columnas representan la razén
tratamiento/HSA, expresados como valores de media + e.e.m. (barras verticales) de al menos
tres experimentos independientes. * p < 0,05 con respecto al tratamiento con HSA.
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Estudio de los factores de transcripcion implicados en el cambio de
expresion de las subunidades de NAPDH oxidasa en HU  VEC

Estudiamos dos factores de transcripcion, el NF-kB y la AP-1, porque ya
se describié previamente que pueden estar relacionados con un cambio de
expresién de Nox4 y p22phox. Medimos la expresion génica, mediante RT-
PCR en tiempo real, de Nox4 y p22phox en HUVEC estimuladas con HSA o
gHSA 25 pg/mL durante 4 horas. En una serie de experimentos incluimos en
los tratamientos los inhibidores del NF-kB (BAY11-7082, 2uM) o de la AP-1
(SP600125, 20 uM). La gHSA aument6 de nuevo los niveles de expresion de
Nox4 significativamente comparado con el HSA (1,25 + 0,11 de cambio relativo
de Nox4 con respecto a HSA para gHSA, p < 0,05, n = 13; Figura 14a) y ocurrié
lo mismo para p22phox (1,12 + 0,05 cambio relativo de p22phox con respecto a
HSA para gHSA, p < 0,05, n = 10; Figura 14b).

El inhibidor de NF-kB, BAY11-7082, suprimié de forma significativa el
incremento de la expresién de Nox4 inducido por gHSA (1,25 + 0,10 de cambio
relativo de Nox 4 con respecto a HSA para gHSA vs. 0,83 £ 0,10 de cambio
relativo de Nox 4 con respecto a HSA para gHSA+BAY11-7082, p < 0,05, n = 5;
Figura 14a). Sin embargo, este inhibidor, aunque pudo reducir la expresion de
p22phox, esta reduccién no resulté estadisticamente significativa (1,12 + 0,05
de cambio relativo de p22phox con respecto a HSA para gHSA vs. 0,91 + 0,16
de cambio relativo de p22phox con respecto a HSA para gHSA+BAY11-7082, p
> 0,05, n = 4; Figura 14b).
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Figura 14: Cuantificacion de los niveles de expresion de ARN mensajero de las subunidades de
NADPH oxidasa a) Nox4 y b) p22phox mediante RT-gPCR. Se sembraron 300.000 HUVEC por
pocillo en placas de 6, se deprivaron de suplementos durante 12 horas y a continuacién se
trataron con HSA o gHSA 25 ug/mL y con los inhibidores BAY11-7082 2uM (BAY) o SP600125
20 uM (SP) durante 4 horas. Los inhibidores se preincubaron también 30 minutos antes del
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tratamiento. Las columnas representan el cambio relativo de la expresion de ARN mensajero
para cada gen (Nox4 o p22phox) relativizado frente al gen constitutivo B-actina y con respecto al
tratamiento con HSA. Se expresan los valores como media + e.e.m. (barras verticales) de al
menos tres experimentos diferentes. * p < 0,05 con respecto a los valores de la HSA; # p < 0,05
con respecto a los valores de la gHSA.

Por otra parte, el tratamiento con el inhibidor de la AP-1, SP600125
incrementa significativamente la expresion de Nox4, independientemente de si
estas células estaban tratadas con HSA (2,16 = 0,32 de cambio relativo de
Nox4 con respecto a HSA para HSA+SP600125, p < 0,05, n = 6; Figura 14a) o
gHSA 25 pg/mL (1,25 + 0,12 de cambio relativo de Nox4 con respecto a HSA
para gHSA vs. 2,39 + 0,51 de cambio relativo de Nox4 con respecto a HSA
para gHSA+SP600125, p < 0,05, n = 6; Figura 14a).

Del mismo modo, el tratamiento con el inhibidor de AP-1 incrementé
significativamente la expresién de p22phox en presencia de la HSA (1,14 *
0,07 de cambio relativo de p22phox con respecto a HSA para HSA+SP600125,
p < 0,05, n = 4; Figura 14b). Sin embargo, la adiccion de SP600125 al
tratamiento con gHSA produjo un incremento en la expresién de p22phox que
no fue estadisticamente significativo respecto al gHSA solo (1,12 + 0,06 de
cambio relativo de p22phox con respecto a HSA para gHSA vs. 1,12 + 0,07 de
cambio relativo de p22phox con respecto a HSA para gHSA+SP600125, p <
0,05, n =4; Figura 14b).

Puesto que observamos una expresion incrementada de Nox4 con el
tratamiento de gHSA 25 ug/mL y este efecto fue revertido por el tratamiento
con BAY11-7082 2uM, decidimos estudiar el efecto de la gHSA 25ug/mL
durante 4 horas en la activacion de NF-kB. Para ello realizamos un Western
blot con las fracciones celulares para observar la presencia de la subunidad de
NF-kB, p65, en el citoplasma o en el nicleo, midiendo de esta manera su nivel
de activacion (Figura 15). De esta forma, observamos un incremento
significativo de més de dos veces de la subunidad p65 en el ndcleo tras el
tratamiento con gHSA durante 4 horas respecto a la HSA (2,29 + 0,23 la razén
de (nucleo/citoplasma) gHSA/(nucleo/citoplasma) HSA, p < 0,01, n = 3; Figura
15). Este aumento de la subunidad p65 en el nicleo nos indicé un aumento en
la activacién de NF-kB.
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Figura 15: Imagen de un western blot representativo (a) y densitometria dptica (b) de proteinas
nucleares y citoplasmaticas de HUVEC tratadas con HSA o gHSA (25 pg/mL) durante 4 horas.
Las proteinas separadas por SDS-PAGE fueron transferidas a membranas de PVDF y luego
incubadas con anticuerpos anti-p65 para observar la distribucién nucleo/citoplasma y anti-
GAPDH para analizar la contaminacion citoplasmatica de la fraccién nuclear. Las columnas
representan el cambio relatvo de la densidad dptica para la  razén
[(ntcleo/citoplasma)qnsa/(nUcleo/citoplasma)xsa], expresado como valores de media + e.e.m.
(barras verticales) de al menos tres experimentos diferentes. * p < 0,05 con respecto al
tratamiento con HSA.
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En conjunto, estos resultados indican una regulacién de la expresion de
Nox4 inducida por gHSA 25 pg/mL a través del NF-kB. Por su parte, el inhibidor
de la AP-1, SP600125 tuvo un efecto positivo en la expresién de Nox4 de forma
independiente a la presencia de HSA o gHSA 25 ug/mL. La expresion
incrementada de p22phox por SP600125 soélo fue estadisticamente significativa
con el tratamiento de HSA 25 pg/mL. Es importante destacar que los cambios
de expresion inducidos por SP600125 en la expresion de las subunidades de la
NADPH oxidasa no explican los resultados observados en la produccién
extracelular de ROS inducida por HSA o gHSA 25 pug/mL en presencia de
SP600125, pero esto lo discutiremos méas adelante.

Papel de la eNOS en los cambios inducidos por laal  bumina glicada en las
HUVEC

El 6xido nitrico tiene un importante papel en la célula endotelial. Es
producido por un grupo de proteinas llamadas NOS que juegan un importante
papel en el estrés oxidativo. El éxido nitrico puede reaccionar directamente con
el anion superéxido, perdiendo sus funciones bioldgicas. Por otra parte, la NOS
puede estar desacoplada y en este estado producir aniones superoxido en vez
de 6xido nitrico [16]. La NOS3 o la eNOS es la NOS mas importante en las
células endoteliales. En base a todo esto, nos propusimos un estudio de la
expresion de eNOS para intentar explicar la pérdida del incremento en la
produccion de ROS inducido por gHSA 25 pg/mL en presencia de SP600125 y
el aumento de ROS en presencia de la combinacién de HSA 25 pg/mL y
SP600125.

Los resultados de las RT-PCR en tiempo real indican que no hay ningin
cambio significativo en la expresion de eNOS tras el tratamiento con gHSA 25
pg/mL (1,09 £ 0,05 de cambio relativo de eNOS con respecto a HSA para
gHSA, p < 0,05, n =3; Figura 16). Por el contrario, cuando tratamos con
SP600125 20pM observamos un descenso significativo en la expresion de
eNOS, tanto en los tratamientos con HSA (0,51 + 0,09 de cambio relativo de
eNOS con respecto a HSA para HSA+SP600125; p < 0,05; n = 3; Figura 16),
como con gHSA, (0,46 £+ 0,08 de cambio relativo de eNOS con respecto a HSA
para gHSA+SP600125 vs. 1,09 + 0,05 cambio relativo de eNOS con respecto a
HSA para gHSA; p < 0,05; n = 3; Figura 16).
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Figura 16: Cuantificacién de los niveles de expresiéon de ARN mensajero de eNOS mediante RT-
qPCR. Se sembraron 300.000 HUVEC por pocillo en placas de 6, se deprivaron de suplementos
durante 12 horas y a continuacién se trataron con HSA o gHSA 25 pg/mL y con el inhibidor
SP600125 (SP) durante 4 horas. EI SP se preincub6 también 30 minutos antes del tratamiento.
Las columnas representan el cambio relativo de la expresién de ARN mensajero para la eNOS
relativizado frente al gen constitutivo, B-actina, con respecto al tratamiento con HSA, expresado
en valores de media + e.e.m. (barras verticales) de al menos tres experimentos diferentes. * p <
0,05 con respecto a los valores de la HSA sola.
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Estos resultados indicaron que el inhibidor de la AP-1, el SP600125, tuvo
un efecto significativo reduciendo la expresion de eNOS tanto en presencia de
HSA como de gHSA. Sin embargo, la gHSA 25 pg/mL por si sola, no modifico
los niveles de expresidn de eNOS. Aqui encontramos una posible causa de por
qué el SP600125 podria incrementar la produccién de ROS en HUVEC
tratadas con HSA 25 pg/mL, pero no tratadas con gHSA. Esto es, como la
eNOS puede ser una fuente de aniones superoxido en estas células cuando se
encuentra desacoplada y sabiendo que la inhibicién de la AP-1 disminuye la
expresion de eNOS, si ésta se encontrase desacoplada, también disminuiria la
produccion de ROS. Por lo tanto, si gHSA 25 pg/mL desacopla la eNOS,
podriamos explicar los resultados obtenidos sobre la produccion extracelular de
ROS. Teniendo en cuenta esta hipotesis, estudiamos el papel de la eNOS en
HUVEC tratadas con HSA y gHSA 25 pg/mL durante 4 horas, pretratadas y
tratadas con el inhibidor de la NOS, la L-NAME 100 pM en la produccién
extracelular de ROS.

Asi, las HUVEC tratadas con L-NAME (100 uM) y HSA incrementaron la
reduccion del citocromo c, esto es, la produccién de ROS (1,06 + 0,02 para la
razon HSA+L-NAME/HSA, p < 0,05, n =7; Figura 17). Por otra parte, el
tratamiento con L-NAME y gHSA redujo la produccion de ROS, pero este
descenso no resulté estadisticamente significativo (1,03 + 0,05 para la razén
gHSA+L-NAME/HSA vs. 1,07 £ 0,03 para la razén gHSA/HSA; p >0,05; n =7,
Figura 17).

En resumen, las HUVEC en presencia de la HSA 25 ug/mL y el L-NAME
100 pM incrementaron la produccion de ROS porque en estas condiciones la
produccion de 6xido nitrico de la eNOS estaba inhibida, permitiendo una mayor
biodisponibilidad de anién superdxido. Este efecto es similar al observado en
presencia del SP600125. Por el contrario, las HUVEC en presencia de gHSA
25 pg/mL y L-NAME 100 pM redujeron la produccién de ROS. Esto solo puede
ser explicado si la gHSA desacopla a la eNOS, con lo que al inhibir este
enzima, se reduciria también la produccion de aniones superéxido.
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Figura 17: Medida de la produccion extracelular de ROS en HUVEC tras el tratamiento con HSA
0 gHSA en presencia o en ausencia de L-NAME. Se sembraron 10.000 HUVEC por pocillo en
placas de 96, se deprivaron de suplementos durante 12 horas y a continuacién se trataron con
HSA o gHSA 25 pg/mL y el inhibidor L-NAME 100 pM durante 4 horas. El L-NAME se preincubd
también 30 minutos antes del tratamiento. Las columnas representan la razén tratamiento/HSA,
expresada como valores de media + e.e.m. (barras verticales) de al menos tres experimentos
independientes. * p < 0,05 con respecto a los tratamientos con HSA sola.
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La albumina glicada en la produccion de moléculasd e adhesion y
citocinas inflamatorias

Para finalizar, quisimos comprobar los efectos de la concentracion de 25
pg/mL de gHSA en la activacion inflamatoria de las células endoteliales. Para
esto realizamos un analisis a nivel del ARN mensajero de las proteinas de
adhesiéon ICAM-1 y VCAM-1 y la quimioatrayente MCP-1. Ademés, analizamos
los niveles de proteina de la MCP-1.

Después de una deprivacion de 12 horas, tratamos las HUVEC con HSA
0 gHSA (25 pg/mL) durante 4, 6 u 8 horas y extrajimos el ARN total. El andlisis
del ARN mensajero por RT-PCR cuantitativa revelé que el tratamiento con
gHSA 25 pg/mL durante 4 horas indujo un aumento significativo con respecto al
tratamiento con HSA de la expresién del ARN mensajero de las moléculas de
adhesién, tanto de ICAM-1 (1,14 *+ 0,05 de cambio relativo de ICAM-1 con
respecto al control para HSA 4 horas vs. 1,50 £ 0,11 de cambio relativo de
ICAM-1 con respecto al control para gHSA 4 horas; p < 0,05, n =4; 1,65 + 0,25
de cambio relativo de VCAM-1 con respecto al control para HSA 4 horas vs.
2,20 + 0,13 de cambio relativo de VCAM-1 con respecto al control para gHSA 4
horas; p < 0,05; n = 4; Figura 18). Es importante destacar que, sin embargo, los
tratamientos con gHSA durante 6 u 8 horas, no produjeron un aumento
significativo de la expresién génica de ICAM-1 ni de VCAM-1 con respecto a los
tratamientos control con HSA (Figura 18).

El aumento en la expresion de VCAM-1 por gHSA 25 pg/mL durante 4
horas fue significativamente diferente a los niveles de expresiéon de VCAM-1
inducidos por HSA o gHSA a las 6 u 8 horas. Asi, la expresion génica de
VCAM-1 tras el tratamiento con gHSA durante 6 horas y 8 horas, disminuy6
significativamente respecto a la expresién inducida por gHSA a las 4 horas
(0,64 + 0,13 de cambio relativo de VCAM-1 con respecto al control para gHSA
6 horas vs. 2,20 + 0,13 de cambio relativo de VCAM-1 con respecto al control
para gHSA 4 horas; p < 0,05; n = 4; 0,84 £ 0,19 de cambio relativo de VCAM-1
con respecto al control para gHSA 8 horas vs. 2,20 £+ 0,13 de cambio relativo
de VCAM-1 con respecto al control para gHSA 4 horas; p < 0,05; n = 4; Figura
18). Esto viene a confirmar una vez mas, que los efectos observados en la
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célula endotelial en respuesta a la gHSA presentan su mayor intensidad a las 4
horas de tratamiento en nuestras condiciones experimentales.

Sin embargo, el tratamiento con gHSA 25 pg/mL no produjo ningan
aumento significativo en la expresion del ARN mensajero de la MCP-1 en
ninguno de los tratamientos, aunque mantuvo una tendencia ascendente a
medida que aumentaba la duracion del tratamiento.

Para estudiar el nivel de MCP-1 en el medio de cultivo, deprivamos las
HUVEC durante 12 horas y a continuacion las tratamos con HSA o gHSA 25
pg/mL durante 2, 4, 6, 8 6 12 horas, para medir mediante un ELISA la
concentracién de citocina en los sobrenadantes de estos cultivos.

En estos experimentos, los niveles de expresion de la MCP-1 tras el
tratamiento con gHSA no se vieron modificados respecto al tratamiento con
HSA. Ademés, no hubo diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos con gHSA en los distintos tiempos estudiados. Esto indica que la
produccion de la MCP-1 por parte de las HUVEC no se ve afectada por el
tratamiento con gHSA y esta situacion no cambia en el rango de tiempos de
tratamiento estudiados (2-12 horas).

De forma paralela también estudiamos como afectaban a la produccién
de la MCP-1 los inhibidores del NF-kB (BAY11-7082 2 uM), de la AP-1
(SP125600 20 puM), de la PI3K (LY-294002 1,5 pM) y de la MEK1/2 (SL327 10
KM) en combinacion con la gHSA o la HSA 25 pg/mL durante el tratamiento de
4 horas. Los resultados de estos experimentos mostraron que las HUVEC
presentan una produccién basal de MCP-1 de 273 + 32 ng/mL (en presencia de
HSA; 10.000 HUVEC por pocillo de placa de 96). Esta produccidn no se vio
afectada por el tratamiento con gHSA, ni por la inhibicién de la PI3K, ni de la
MEK 1/2 (inhibidores LY-294002 y SL327, respectivamente). Tampoco se Vvio
afectada por el vehiculo (dilucibn apropiada de DMSO) de los farmacos
empleados (Figura 19). Sin embargo, observamos diferencias significativas
cuando medimos la concentracion de MCP-1 en los tratamientos con HSA 25
pg/mL y BAY11-7082 2 uM o gHSA 25 pg/mL y SP600125 20 uM (0,53 + 0,16
para la razon HSA+BAY/HSA con respecto al efecto de HSA; p<0,05;n=4;y
0,62 + 0,17 para la raz6n gHSA+SP/HSA vs.1,07 + 0,06; p < 0,05; n = 4; Figura
19).
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Figura 18: Cuantificacidn de los niveles de expresion de ARN mensajero de ICAM-1 o VCAM-

1 mediante RT-gPCR. Se sembraron 300.000 HUVEC por pocillo en placas de 6, se
deprivaron de suplementos durante 12 horas y a continuacion se trataron con HSA o gHSA 25
Mg/mL durante 4, 6 0 12 horas. Las columnas representan el cambio relativo de la expresién
de ARN mensajero para la eNOS relativizado frente al gen constitutivo, f-actina, con respecto

al tratamiento con HSA, expresado en valores de media + e.e.m. (barras verticales) de al
menos tres experimentos diferentes. * p < 0,05 con respecto a los valores de la HSA sola con el
mismo tiempo de tratamiento. # p < 0,05 con respecto a gHSA 25 pg/mL durante 4 horas.
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Figura 19: Cuantificacién de los niveles de expresién de proteina de MCP-1 mediante ELISA. Se
sembraron 10.000 HUVEC por pocillo en placas de 96, se deprivaron de suplementos durante 12
horas y a continuacion trataron con HSA o gHSA 25 pg/mL con los inhibidores BAY11-7082 2uM
(BAY), SP600125 20uM (SP), LY294002 1,5uM (LY) y SL327 10uM (SL) durante 4 horas. Las
columnas representan el cambio relativo de la expresidn de proteina para MCP-1 con respecto a
la razdn del tratamiento/HSA, expresado en valores de media * e.e.m. (barras verticales) de al
menos tres experimentos diferentes. * p < 0,05 con respecto a los valores del tratamiento sin
inhibidor.

Estos resultados indican que ni la activacion de las cinasas PI3K y MEK
1/2 ni, por lo tanto, las rutas por ellas activadas, no influyen en la produccion de
la MCP-1 por parte de las HUVEC. Por el contrario, los factores de
transcripcion NF-kB y AP-1, parecen estar implicadas en la expresion de la
MCP-1 en estas células y ademas, algo muy importante, la HSA y la gHSA
parecen poder modular de forma diferente la expresion génica a través de
estas dos vias.
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Discusion
Resumen

Los resultados de este estudio explican parte de los mecanismos por los
que la albamina glicada, un producto de Amadori, afecta al estrés oxidativo y al
estado inflamatorio de la célula endotelial y en consecuencia, puede ser causa
de la disfuncién endotelial relacionada con la diabetes.

Nos planteamos un estudio sobre un modelo de células endoteliales que
obtuvimos de la vena del cordén umbilical. Estds células expresaron las
subunidades de la NADPH oxidasa, Nox4 y p22phox ademas de marcadores
propios de este tipo celular. Sobre este modelo, las distintas concentraciones
de albimina glicada utilizadas no afectaron a la viabilidad celular.

Las HUVEC fueron tratadas con distintas concentraciones de gHSA (6-
200 pg/mL), lo que indujo un aumento de produccion de ROS de una manera
dependiente de la concentracion entre 6 y 25 pug/mL, descendiendo
gradualmente la produccion de ROS a concentraciones mas altas. El
incremento de produccién de ROS inducido por gHSA también mostr6 un
interesante comportamiento temporal. Alcanzé un méximo después de 4 horas
de tratamiento y disminuyd gradualmente hasta las 12 horas de tratamiento,
aunque manteniéndose durante todo este tiempo por encima de los niveles del
tratamiento con el control no glicado (HSA). También, observamos que la
produccion de ROS fue dependiente del estado de confluencia celular,
sugiriendo que la Nox4 esta implicada en este aumento de ROS. A nivel
intracelular, la produccion de ROS también fue estimulada después de 4 horas
de tratamiento con gHSA 25 pg/mL.

El incremento en la produccién de ROS podria deberse a que las
HUVEC después de 4 horas de tratamiento con gHSA mostraron un incremento
en la expresién de las principales subunidades de la NADPH oxidasa en la
célula endotelial humana, la Nox4 y la p22phox, observado tanto a nivel del
ARN mensajero como de la proteina.

Para analizar el mecanismo molecular que permite esta sobreexpresién
inducida por gHSA estudiamos el papel de dos importantes factores de
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transcripcion y dos cascadas de fosforilacion mediadas por la PI3K o la
MEKZ1/2. El tratamiento con gHSA 25 pg/mL durante 4 horas aumentd la
translocacion de la subunidad del NF-kB, p65, lo que implica una activacion del
factor de transcripcion por parte de la proteina glicada. Ademas, la inhibicién
del NF-kB revirtio la expresion aumentada de la Nox4 inducida por gHSA.
Ambos resultados sugirieron que la induccion de la NADPH oxidasa endotelial
por parte de la gHSA esta mediada principalmente por el NF-kB.

Por otra parte, observamos un incremento en la producciéon de ROS en
el tratamiento con HSA 25 pg/mL cuando estaba también presente el inhibidor
de la AP-1, SP600125, efecto que no vimos en el tratamiento con gHSA 25
pg/mL. Ademds, pudimos medir un incremento en la expresion de Nox4 y
p22phox en tratamientos con SP600125, independientemente de la presencia
de HSA o gHSA en presencia del inhibidor de AP-1.

Para explicar el distinto comportamiento de la HSA y la gHSA en
presencia de SP600125 en la produccion de ROS en HUVEC, estudiamos un
elemento fundamental en la gestién del estrés oxidativo a nivel vascular, la
eNOS. El tratamiento con gHSA en HUVEC no cambid los niveles de la eNOS,
pero la presencia de SP600125 disminuyd los niveles de expresion de este
enzima independientemente del tratamiento con HSA o gHSA. Esto sugirié que
el tratamiento con gHSA desacoplaba a la eNOS, lo que podria explicar la
diferencia en la produccién extracelular de ROS inducida por la HSA y la gHSA,
con o sin SP600125.

La inhibicién de las cascadas de fosforilacion mediadas por la PI3K o la
MEK 1/2 no tuvo efecto en la produccion de ROS de las HUVEC y por lo tanto,
las importantes rutas de sefializacion intracelular en las que estas enzimas
participan, no parecen estar implicadas en la regulacién de la produccién de
ROS inducida por gHSA en el endotelio.

Por otra parte, en las HUVEC, gHSA indujo la expresién de ICAM-1 y
VCAM-1 y tiene un papel regulador en la expresién de MCP-1. Estos datos
demostraron que la gHSA puede ser un modulador importante de la actividad
inflamatoria endotelial y que esta modulacion puede ejercerse de forma
indirecta, a través de la induccion de respuestas oxidativas.
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En conclusién, el incremento de ROS inducido por gHSA en las HUVEC
es la combinacién de al menos dos elementos, el aumento de la produccion de
ROS por el aumento de expresion de NADPH oxidasa mediado por NF-kB y el
desacoplamiento de la eNOS. Hay que destacar, ademas el importante papel
que ejerce el AP-1 sobre la expresién de las subunidades de NADPH oxidasa y
la eNOS. La modulacion de la actividad oxidativa por parte de la gHSA puede
jugar también un papel relevante en la respuesta inflamatoria de las células
endoteliales.

Estudio del modelo endotelial

Las HUVEC es el modelo que hemos escogido para este estudio por su
facil obtencién y mantenimiento en condiciones de cultivo. Es un modelo de
célula endotelial ampliamente conocido y utilizado, aunque sea un modelo que
no puede representar todas las propiedades de los distintos tipos de células
endoteliales. Existen més de 100,000 publicaciones sobre células endoteliales
y de estas, mas de 10,000 son trabajos realizados con HUVEC [184].

Comprobamos que las células obtenidas de la digestion enziméatica eran
células endoteliales por la presencia de dos de los marcadores que pueden
caracterizarlas, el factor de von Willebrand y el CD31 [185, 186]. Encontramos
que las células poseian un marcaje inmunohistoquimico positivo para estos dos
factores y asi pudimos concluir que nuestro cultivo eran células endoteliales,
Unica y exclusivamente. También se utilizan otros marcadores como el CD-34,
el CD54 o la ICAM-1, el CD62E o la E-selectina, el CD106 o la VCAM-1, que
son mas o menos especificos para las células endoteliales y expresadas a
menudo en HUVEC después de estimularlas [184].

Hemos utilizado células de pases comprendidos entre el 4° y el 10°.
Comenzamos en el 4° por que nos permitia tener el nUmero necesario de
células para los experimentos, en una cantidad suficiente para su
mantenimiento y porque después de 3 pases nos aseguramos que el cultivo es
totalmente homogéneo. No utilizamos cultivos a partir del pase 10, para evitar
que las células perdieran su fenotipo y la capacidad de replicacién. Se ha
documentado que a medida que se realizan pases de estas células puede
acelerarse su senescencia, provocar apoptosis o disminuir la expresion de
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ciertas proteinas como la enzima convertidora de la angiotensina (ECA) o
disminuir la sintesis de moléculas como las de prostaciclinas [187, 188].

Se ha descrito que las células endoteliales expresan la gp91phox (Nox2),
la Nox4, la Nox5 y la p22phox [189]. También expresan distintas subunidades
reguladoras de la actividad de la NADPH oxidasa , la p47phox y la p67phox
[189]. Las células endoteliales solo expresan la Nox1 mediante la estimulacion
con flujo intermitente [190]. La principal subunidad de NADPH oxidasa en el
endotelio es la Nox4 [182]. Nosotros hemos estudiado la presencia de las
principales subunidades de NADPH oxidasa en nuestro modelo mediante RT-
PCR, de manera que comprobamos la expresion del ARN mensajero de las
Nox1-5 y de la p22phox de manera cualitativa. Encontramos una alta expresién
de dos subunidades principalmente, la Nox4 y la p22phox y también
observamos la presencia de Nox5, pero en menor medida. Adicionalmente, no
solo observamos la expresion de la Nox4 de forma cualitativa por la presencia
de su ARN mensajero, también comprobamos que las células expresaban la
proteina de Nox4 mediante inmunocitoquimica. Asi, nuestro modelo de célula
endotelial es adecuado para estudiar los efectos de las proteinas glicadas no
enzimaticamente sobre el principal productor de ROS en el sistema vascular,
las NADPH oxidasas.

Se ha descrito que los productos de Amadori pueden producir apoptosis
0 cambios en el crecimiento celular. Por ello, nosotros quisimos comprobar este
hecho realizando experimentos de proliferacion en las HUVEC tratadas con
concentraciones crecientes de gHSA (25-800 pug/mL) durante 12 horas. Aunque
en nuestros experimentos observamos que no habia ningdn cambio en la
viabilidad de las HUVEC por efecto de la gHSA, hay dos estudios que
contradicen este resultado. Por un lado, se observé que en células endoteliales
derivadas de células progenitoras de la sangre en presencia de altas
concentraciones de glucosa y albumina glicada (400 pg/mL) durante 72 horas,
aumentaba la proliferacion celular pero también la actividad de la caspasa-3, un
marcador de apoptosis [191]. Por otro lado, en el trabajo realizado por Amore et
al. observaron apoptosis en células endoteliales a partir de unas
concentraciones de albumina glicada de 1,2 mg/mL durante 12 horas [159].
Nosotros no encontramos ninguna diferencia en la viabilidad o el metabolismo
de las HUVEC en presencia de gHSA entre 25 y 800pug/mL. Nuestro rango de
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concentraciones comprende la usada por Wang et al. (400 pg/mL) [191] en el
primer trabajo descrito, pero las condiciones de su estudio son muy diferentes a
las nuestras. Ellos examinaron los cambios en la viabilidad de las células con
400ug/mL de gHSA, en presencia de alta glucosa durante 72 horas, lo que
supone un tratamiento mucho mas agresivo y prolongado que los nuestros.

En definitiva, después de realizadas las medidas y comprobaciones
descritas, podemos decir que las HUVEC que obtuvimos, mantenidas en las
condiciones de cultivo detalladas en la correspondiente seccion, son un buen
modelo de célula endotelial para el estudio del papel del estrés oxidativo en
relacion a las NADPH oxidasas y su viabilidad no se ve alterada por la
albumina glicada.

Produccion de ROS en HUVEC tratadas con albumina gl icada

Nuestros resultados demostraron que las células endoteliales tratadas
con gHSA mostraban una mayor produccién de ROS que las tratadas con HSA.
En este estudio, el mayor incremento en la produccion de ROS en HUVEC
tratadas con gHSA en comparacién con HSA sucedié con una concentracién
de 25 pg/mL y esta concentracibn también obtuvo los mejores resultados a
cualquiera de los tiempos de tratamiento utilizados. En comparacion con otros
estudios, 25 pg/mL es una concentracién mucho menor que la usada por los
otros autores. Sin embargo, estas discrepancias quizas se puedan explicar por
las diferencias metodolégicas.

Higai et al [170] detect6 la produccién de ROS con azul de nitrotetrazolio
después de 30 minutos de tratamiento con 500 upg/mL de gHSA. La
concentracién que nosotros usamos proviene de un estudio de concentracion-
respuesta usando el método de reduccion del citocromo ¢, mientras Higai et al.
escogieron entre diferentes concentraciones segin su efecto en el cambio de
expresion de E-selectina. En otro estudio, midieron la producciéon de ROS en
cardiomiocitos con cH,-DCF-DA, y su concentracién mas efectiva de gBSA en
ese caso fue de 400 pg/mL [131].

La concentracion efectiva en los experimentos es muy baja en relaciéon a
los niveles que se encuentran en los pacientes. La concentracién de albumina
en sangre es de 4g/dL, y se ha publicado que en sujetos sanos los niveles de
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albumina glicada son del 7-8% [192], mientras que en diabéticos llegan al 20%.
De esta manera los niveles de la albumina glicada en sujetos sanos serian de
2,8 a 3,2 mg/mL, una concentracion 100 veces mas alta que la que nosotros
usamos en los experimentos in vitro. Realmente pocos estudios se acercan a
este nivel fisiolégico. Thornalley et al. estimaron que en pacientes sanos la
concentraciébn de fructosaminas es de 140 pM, que si hay entre 4 y 5
fructosaminas por albumina, vendria a corresponder a una concentracién de
albumina glicada de aproximadamente 2 mg/mL y estos niveles son tres veces
mas altos en diabéticos [193]. Aunque existe discrepancia en los porcentajes
que supone la albumina glicada comparada con la total [194], est& claro que los
estudios utilizan concentraciones menores u observan muchos efectos que no
se pueden medir en los pacientes o individuos sanos. Niveles de albumina
glicada similar o menor que los niveles de sujetos sanos se ha visto que
producen muerte celular por apoptosis en células endoteliales o reducen su
proliferacion [159, 161, 166]. Esto es claramente un ejemplo en el que se
aprecian las diferencias entre los efectos observables en condiciones in vitro y
la situacién en condiciones in vivo. De ello se desprende que las condiciones
de cultivo pueden ser las principales causantes de los efectos deletéreos de la
albumina glicada a concentraciones bajas o normales. En cultivo, las células
endoteliales no se encuentran bajo el flujo de la sangre, no les rodea el mismo
ambiente extracelular que en las venas o arterias y la disponibilidad de la
albumina glicada para las células es mucho mayor. Que exista un maximo de
estimulacién alrededor de la concentracién de 25 pg/mL se podria explicar con
dos hipotesis. La primera es que la presencia de las proteinas glicadas a esas
concentraciones active los sistemas productores de ROS, como la NADPH
oxidasa o el desacoplamiento de la eNOS, pero que no sea capaz de activar
genes antioxidantes, como podria ser la SOD. Un estudio previo observé que
células del musculo liso vascular tratadas durante 24 horas con albumina
glicada mostraban un aumento en la expresién de la SOD2 [168]. La otra
posibilidad esta relacionada con la propiedad antioxidante de la propia
albumina, que captaria los ROS extracelulares impidiendo que ejerzan su
funcion. La concentracion activa in vitro seria la concentracion de proteina
glicada adecuada para aumentar la produccién extracelular de ROS, pero no
seria suficiente cantidad de albumina para captar los ROS producidos e impedir
gue transmitan su sefial. El principal residuo con modificaciones de Amadori en
la albimina es la lisina 525 [121]. Por el contrario, los principales aminoacidos
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que ejercen una funcién antioxidante en la albumina son varias metioninas y la
cisteina. Estos aminoacidos no estarian afectados por la formacién de
modificaciones de Amadori sobre la albumina [195]. Aunque se ha observado
que la albumina pierde parte de sus propiedades antioxidantes cuando se
modifica con metilglioxal [196] y se observé que las propiedades antioxidantes
de la albumina se encuentran reducidas en los diabéticos [197].

A pesar de la baja concentracibn de gHSA y de un incremento
relativamente bajo en la produccidn extracelular e intracelular de ROS,
observamos que el efecto fue mantenido en el tiempo (hasta las 12 horas
segun nuestras condiciones). Esta es un caracteristica importante porque la
hiperglicemia en la diabetes mellitus es una condicién crénica y nuestros
resultados nos indican que pequefios niveles de proteinas circulantes glicadas
no enzimaticamente pueden producir un estrés oxidativo inicial en células
endoteliales lo cual puede llevar a la disfuncion endotelial y las consiguientes
complicaciones vasculares. Ademas, segun lo que vimos en este estudio, el
aumento de la produccién de ROS seria consecuencia del cambio en proteinas
de funcién constitutiva, como son la Nox4 y la eNOS, con lo que el aumento en
la producciébn de ROS seria bajo, prolongado y crénico mientras se
mantuviesen las condiciones que lo propician [16, 97].

Teniendo en cuenta el tiempo-respuesta de la produccibn de ROS
inducido por gHSA, observamos un incremento significativo después de 4
horas de tratamiento. Esta produccién extracelular de ROS se mantuvo,
aungque en menor medida, durante 6 y 12 horas. Estos datos concuerdan con
los observados por Zhang et al [131], quien observdé un aumento significativo
en la produccién de ROS de 4 a 48 horas en cardiomiocitos tratados con gBSA.
En un estudio que relacionaba los efectos de la albumina glicada sobre la
actividad metabdlica y la sensibilidad a la insulina en células del musculo liso
vascular vieron que los efectos de la albumina glicada se mantenian hasta 24
horas [198].

Hemos observado que la produccién de ROS por NAPDH oxidasa es
dependiente del estado de confluencia de las células. Cuando realizamos los
tratamientos con la HSA o con la gHSA sobre 7.500 6 10.000 células por pocillo
en placas de 96 (a esta densidad no se encuentran en confluencia)
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comprobamos que aumentaba la cantidad de ROS producida en presencia de
gHSA. Esto no ocurria en el caso de los mismos tratamientos sobre 12.000 6
15.000 células por pocillo. En estos resultados observamos también que el DPI
conseguia los mayores porcentajes de inhibicién cuando las células no estaban
en confluencia, relacionando la NADPH oxidasa con este aumento de ROS.
Esto es coherente con un estudio realizado por Peshavariya et al. en el que
observaron que la expresion de Nox4 disminuia cuando las células endoteliales
se encontraban en confluencia [183].

La técnica de reduccion del citocromo ¢ mide el incremento de ROS
extracelularmente, ya que el citocromo c¢ no es capaz de atravesar la
membrana celular. EI método del citocromo ¢ es sensible a la reduccién
causada por los aniones superéxido. El ritmo de transferencia de electrones de
los aniones superéxido al ferricitocromo ¢ es lo suficientemente rapido (k = 2.6
x 10° m'ls'l) para reaccionar con un alto porcentaje de aniones superéxido
antes de con el H,0, [199]. La produccion de ROS medida con este método fue
inhibida en presencia de la SOD. Este resultado, ademas de por la relativa
especificidad de reaccion del citocromo ¢, nos asegura que las ROS que se
estan produciendo son aniones superoxido. Adicionalmente, la inhibicién de la
respuesta con el DPI indica que la produccidon de ROS es dependiente de las
NADPH oxidasas u otra flavoproteina. Todos estos datos apuntan a que el
aumento de las ROS extracelulares era debido a un incremento de los aniones
superoxido generados por la NADPH oxidasa, al ser estas proteinas las
principales productoras de aniones superéxido en el endotelio.

Hay pocos estudios que observaron que la inhibicién farmacolégica de
las subunidades de NAPDH oxidasa lleva a una pérdida de ciertos efectos
inducidos por las proteinas glicadas. Nuestros resultados mostraron una clara
inhibicién de la produccion de ROS en las células endoteliales por el DPI, algo
que ya se habia visto en otros estudios, como por ejemplo, en células
mesangiales la produccion del anion superéxido por gBSA fue inhibida por DPI
[169]. En células del sistema cardiovascular, la inhibiciéon de la NADPH oxidasa
por el DPI o la apocinina también ha mostrado que tiene influencia en efectos
del tratamiento de la albumina glicada. En células endoteliales, la presencia de
DPI redujo la expresién de E-selectina inducida por gHSA [170], y la apocinina,
otro inhibidor de NADPH oxidasa, inhibi6 la activacién de NF-kB y los niveles
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de factor atrial natriurético inducidos por la gBSA en cardiomiocitos [131]. En
relacién a los efectos de la apocinina, nosotros también estudiamos el efecto
del tratamiento con apocinina durante 4 horas en la produccion extracelular de
ROS. Sorprendentemente, cuando tratamos las HUVEC con apocinina
observamos un aumento de la produccién de ROS, que fue aln mayor en
presencia de gHSA, pero que no aumentd cuando lo incubamos con HSA. Un
estudio anterior observé que la apocinina aumentd la produccién de ROS
cuando no esta “activada” mediante una reaccién previa con H,O, y peroxidasa
de rédbano o mediante la accién de las mieloperoxidasas [200]. Esta
“activacion” lleva a la formacién de un dimero simétrico 5,5’ que actia como un
potente inhibidor del ensamblaje de las subunidades de la NADPH oxidasa
[201]. Nosotros no activamos la apocinina y en este mismo estudio observaron
gue la produccién de ROS en células no fagociticas con apocinina no activada
se encuentra incrementada, siendo inhibida por la SOD y el DPI. Observamos
un mayor aumento de ROS cuando tratamos las HUVEC con gHSA y apocinina
no activada y este fue revertido en presencia del DPI, indicando pues que la
NADPH oxidasa participaba en este aumento adicional inducido por gHSA en
presencia de apocinina no activada.

Para estudiar la produccion de ROS intracelular empleamos una sonda
fluorescente, la cH,-DCF-DA, la cual emite fluorescencia cuando entra en una
célula y se reduce. Observamos que las HUVEC en presencia de gHSA 25
pg/mL durante 4 horas presentaban una mayor oxidaciéon del cH,-DCF-DA.
Varios estudios ya habian usado este método para medir la produccién de ROS
intracelular. Altas concentraciones de gHSA (500 pg/mL o més) incrementaron
la fluorescencia intracelular en HUVEC [170] y en macréfagos RAW 264.7 [152]
después de tratamientos cortos y largos, respectivamente. En cardiomiocitos,
se demostro que la gBSA aumenté la produccion de ROS intracelular [131].

Es importante destacar la deteccion de ROS en el espacio extracelular.
Tanto el citocromo ¢ como la SOD que afiadimos en la medida de la reduccién
del citocromo c no deberian atravesar la membrana extracelular. Esto es
coherente con que la SOD no fuera capaz de impedir la oxidacién del cH,-DCF-
DA, con lo que no tenia efectos intracelulares. Sin embargo, en el espacio
extracelular observamos como el citocromo ¢ se reducia y esa reduccién era
inhibida por la SOD, lo que relacionaba este efecto con el anién superéxido. El
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anién superoxido extracelular puede regular la sefializacién intracelular. El
anién superoxido en solucién dismuta a H,O, con un ritmo constante de 10° M°
'sTaun pH 7. La SOD aumenta la velocidad de esta reaccion en 4 veces. Asi,
conociendo su vida media y su potencial de difusion, la distancia que alcanza el
anién superdxido es muy corta, estimada en 0,5 pum [202], aunque otros
autores dicen que la distancia alcanzada es de 0,16 pm [203]. Muchos autores
atribuyen parte de los efectos del ani6n superdoxido al H,O,, ya que es
relativamente estable en solucion y es capaz de atravesar membranas, aunque
también puede pasar a través de los canales de las acuaporinas [204]. Que el
H,O, sea un transductor de sefiales es compatible con que el H,O, tenga
efecto cuando es administrada de manera exégena [205].

Aunqgue se acepta que el H,O, es la molécula sefalizadora y segundo
mensajero relacionado con la actividad NADPH oxidasa, varios estudios han
sugerido que el anién superdxido también puede operar en este contexto
independientemente de los efectos del H,O, [206-208]. Relacionado con estas
diferencias, se ha observado distinta sensibilidad de las proteinas a distintos
ROS. El factor de transcripcion SoxR es sensible al anién superéxido mientras
que el factor de transcripcion Oxy-R es sensible al H,O,. Parece que el anién
superdxido reacciona especificamente con grupos de hierro-azufre
relacionados con alta atraccion electroestéatica [209].

Pero, si se producen aniones superoxido extracelularmente ¢cémo
pueden estos regular procesos intracelulares?. La respuesta se encuentra en
que se ha observado que el anién superdxido entra en la célula a través de
canales anidnicos [210] y también existe un flujo de aniones superéxido
extracelulares generados por la xantina oxidasa o por la adicion de KO,
(superoxido potasio) a las células endoteliales [211]. Ademas, este incremento
del flujo de los aniones a través de la membrana se vio acompafiado de un
incremento en el Ca®* intracelular [211], resultado de la activacién de los
receptores de inositol trifosfato (IP3) [208]. Tanto la oxidacion de la hidroetidina
como la liberacién del Ca®* intracelular inducidos por los aniones superéxido
extracelulares fueron bloqueados en presencia del bloqueador de canales
anioénicos (DIDS del inglés 4,4'-Diisothiocyano-2,2'-stilbenedisulfonic acid) o el
silenciamiento selectivo del canal de cloro 3 por el tratamiento con siARN [208,
211]. El incremento en el ca®" intracelular inducido por el anion superéxido
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extracelular en células endoteliales lleva a la activacion de la produccién de
aniones superéxido mitocondriales, amplificando la sefial inicial, como lo indica
el aumento de la fluorescencia de la hidroetidina [211].

En cuanto al uso de la NADH como sustrato para la produccion de ROS,
parece ser que la Nox4 utiliza preferentemente la NADH a la NADPH, a
diferencia de la gp9lphox y la Nox1l. Hay varios argumentos para estas
diferencias. El dominio de union de la NADPH en la gp91phox humana soélo
coincide en un 68% con el mismo dominio de la Nox4 [212]. En células del
musculo liso vascular la deprivacién de suero incrementa la expresion de la
Nox4 y estds células cambian la preferencia de sustrato a favor de la NADH
[213, 214]. En células endoteliales y HEK293 que expresan la Nox4, consumen
la NADH [215, 216]. Tanto en células del masculo liso vascular como en células
endoteliales la expresion de la Nox4 es alta, sin embargo, la produccién de
ROS es baja, como la concentracién citoplasméatica de NADH (0.01 mM)
comparada con la de NADPH (0.1 mM) [217, 218]. Ya se ha estudiado la
dependencia de la producciéon de ROS por el NADPH en células endoteliales.
En el trabajo de Li et al observaron que las células endoteliales utilizaban los
dos sustratos de la enzima, pero relacionaron el uso de NADPH con la
activacion de las NADPH oxidasas y mayor produccién de ROS y relacionaron
el aumento de ROS de NADH a un artefacto de las concentraciones de la
lucigenina [219]. Aunque en este estudio, la inhibicién con DPI no era capaz de
reducir la producciéon de ROS dependiente de NADH, implicando un aumento
en la oxidacion de la lucigenina independiente de las NADPH oxidasas. Pese a
gue nosotros no utilizamos la lucigenina para medir las ROS hemos observado
que en presencia de NADH las células endoteliales producen mas ROS
extracelular y esta produccién fue inhibida en presencia de DPI, relacionando
esta produccion con las NADPH oxidasas.

Expresion de las subunidades de NADPH oxidasa en HU  VEC tratadas con
albumina glicada

Tras observar el aumento de la produccién del anién superéxido por la
albumina glicada en la célula endotelial nos propusimos estudiar los cambios
de expresion inducidos por la gHSA de las principales subunidades de NADPH
oxidasa, Nox4 y p22phox, que son la principal fuente de ROS en la célula
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endotelial dependiente de la NADH y del estado de confluencia. Las NADPH
oxidasas estan compuestas por dos subunidades unidas a membrana, la
gp91phox o sus homdélogos y la p22phox, formando un complejo denominado
citocromo bssg. La subunidad de Nox4 es el homodlogo de gp91phox que se
expresa con mas frecuencia en células endoteliales y esta subunidad esta
implicada en la produccién de superéxido en estas células [182, 220, 221]. La
expresion de la proteina p22phox en células endoteliales fue demostrada por
Jones et al. [222], y esta subunidad es critica para la funcién correcta del
complejo enzimatico [223].

El incremento en la expresion del ARN mensajero de Nox4 se
correlacion6 con un incremento en los niveles de su proteina, demostrados por
inmunofluorescencia. De manera interesante, la HSA tuvo unos efectos sobre
la expresion de Nox4 parecidos a la gHSA a las 6 horas. Sin embargo, a pesar
de los niveles parecidos en la expresién de Nox4 con los tratamientos de HSA
y gHSA después de 6 horas, solo se observaron aumentos significativos en la
produccion extracelular de ROS en el tratamiento con la gHSA y no en los de la
HSA. Estos resultados sugieren, por un lado, un aumento en la produccion de
ROS inducido por la gHSA debido a un aumento de la expresiéon de la Nox4.
Por otro lado, en la activacion a las 6 horas se produce una activacion
prolongada de la NADPH oxidasa en presencia de gHSA que no ocurre con la
HSA, o bien es otra isoforma de la NADPH oxidasa diferente de la Nox4 la que
pasa a tener un papel relevante.

En el caso de la subunidad Nox4, el cambio de los niveles de expresién
tiene un gran efecto en su actividad como observo el grupo de Serrander et al
[224]. Unicamente por la transfeccion con el gen de Nox4 en células HEK293,
que no expresan originalmente Nox4, se incrementé la produccién de ROS de
forma constitutiva [225]. En este estudio transfectaron conjuntamente la Nox4
con las subunidades reguladoras NOXO1, NOXA1l, p47, p67 y racl,
observando que ninguna de estas subunidades aumenté la produccion de ROS
por Nox4. Sin embargo, en células mesangiales la angiotensina Il indujo la
produccion de ROS por la Nox4 de una manera dependiente de Racl [226].

Solo se conocen dos proteinas que pueden regular la funcion de Nox4, la
p22phox y la poldip2. En este estudio observamos que el aumento de los
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niveles de la Nox4 fue acompafiado por un aumento de los niveles de la
p22phox. Previamente ya se habia observado que en experimentos de
transfeccion conjunta de la Nox4 y la p22phox demostraban la relacion de
interdependencia entre ambas subunidades [225, 227]. Estos autores
comprobaron como la p22phox colocaliza con la Nox4 y se encuentran unidas
a través de la histidina 115 de la Nox4, siendo necesaria la unién para la
formacién de ROS. La transfeccion por separado de estas dos subunidades en
células que no expresaban las subunidades NADPH oxidasa no produjo ROS,
sin embargo, al transfectar las dos subunidades conjuntamente aumenté la
produccion de ROS [225, 227]. Esto significa que la subunidad p22phox es
fundamental para el funcionamiento de la Nox4 y como hemos visto en
nuestros resultados, el incremento de la expresién de las dos subunidades
lleva al aumento de la produccién de ROS.

La relaciébn entre la Poldip2 y la Nox4 es bastante reciente [228].
Utilizaron la parte ¢ terminal de la p22phox, la region donde se unen las
proteinas reguladoras, para encontrar la relacion de la Poldip2 con este
complejo. Asi, observaron que la Poldip2 colocalizaba con la p22phox y la
Nox4. No sé sabe a través de que mecanismo la Poldip2 regula la actividad de
la Nox4, pero se piensa que puede dar estabilidad al complejo Nox4-p22phox.

Se ha descrito que la subunidad de Nox4 se localiza en adhesiones
focales, en el nicleo y en el reticulo endopldsmico [94]. En nuestros
experimentos no fuimos capaces de distinguir ninguna localizacion particular.
Por el contrario, mediante experimentos de inmunofluorescencia observamos
una distribucién mas bien ubicua por todo el citoplasma. En referencia a esto,
hay que tener en cuenta que nosotros fijamos las células con una mezcla de
metanol y acetona. Este método de fijacién conserva la integridad antigénica de
las proteinas y la estructura de las membranas. Sin embargo, tiene un fuerte
efecto deshidratante en las muestras y esto puede deslocalizar los
componentes citosolicos. Puede ser entonces, que se deslocalice la Nox4
situada en vesiculas en el citoplasma.

Rutas implicadas en el aumento de ROS por albimina  glicada

Nox4 es una proteina con un funcionamiento constitutivo y se conoce
muy poco sobre como esta regulada. Como ya hemos comentado, ademas de
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por los cambios de expresién también estd regulada por dos proteinas, la
p22phox y la poldip2. Aunque se ha visto que puede ser activada de manera
aguda, como por ejemplo, por los acidos grasos poliinsaturados, aumentando
la produccién de ROS a las 4 horas sin alteraciones en los niveles de la Nox4 y
la p22phox, siendo revertido el efecto con el silenciamiento de la subunidad de
Nox4 [229]. También se ha visto que la insulina aumenta la produccién de ROS
en 5 minutos [230], y los lipopolisacéridos activan Nox4 a través del receptor
toll like en 30 minutos [231].

Aunqgue no se conocen los mecanismos a través de los cuales se regula
la actividad de la Nox4, se ha visto que puede activarse por translocacion a
compartimentos de la membrana como las balsas lipidicas [95] e incluso podria
interaccionar con GTPasas como Racl [96]. Sin embargo, principalmente se
piensa que el control de la produccion de ROS por la Nox4 es por la
modificacion de sus niveles de expresion [97].

Pese a no conocerse cuales son las rutas o0 mecanismos que pueden
activar a la Nox4, sabemos que la presencia de albumina glicada puede llevar a
la activacion de distintas rutas de sefializaciéon como PI3k-Akt, MEK1/2-ERK1/2
y PKC.

Pese a que nosotros no observamos un cambio significativo en la
produccion de ROS inducida por gHSA cuando inhibimos la PI3K con
LY294002, hay diversos estudios que observaron la activacion de PI3K por la
gHSA. En HUVEC tratadas con albumina glicada se ha visto aumentada la
expresién de E-selectina y este aumento fue levemente reducido con la
inhibicién de PI3K, pero fue fuertemente reducido en presencia del inhibidor de
PKB/Akt [170]. Ademas, en este estudio observaron que la producciéon de ROS
estaba relacionada con el aumento de expresion de la E-selectina.

Hay dos estudios que muestran resultados que no corresponden con los
descritos anteriormente. En células del epitelio pigmentario retinal, el
tratamiento con gHSA aumento la expresion de VEGF pero sin activar ni PI3K
ni Akt [232] y por otro lado, en células del misculo esquelético, el tratamiento
con gHSA disminuyd la activacion de PI3K por la insulina y también disminuy6
la actividad de PKB [198]. Aunque el estudio en HUVEC haya visto que PI3K
participa en la regulacion del aumento de expresion de E-selectina inducido por

114



Discusion

gHSA y que en este aumento estén implicadas las NADPH oxidasas, no se
demostré que PI3K tuviera algun control sobre esta produccion de ROS.

Por otro lado, cuando inhibimos la MEK 1/2, la cinasa que activa a la
ERK 1/2, no observamos ningun efecto significativo sobre el aumento de
produccion de ROS inducido por la gHSA. Hay varios estudios que muestran
una activacién de ERK 1/2 inducida por la gHSA en distintos tipos celulares.
En células del masculo liso vascular, el tratamiento con albumina glicada
aumentoé la proliferacién activando ERK1/2 y esto lo observaron mediante la
inhibiciébn de MEK 1 [165]. En células del epitelio pigmentado de la retina
tratadas con gHSA, se observd un aumento en la secrecion de VEGF, IL-8 y
MCP-1 también a través de la activaciéon de ERK 1/2 [232, 233]. En células
similares a monocitos MonoMac6 disminuy6 la activacion de NF-kB inducida
por gHSA con la inhibicion de MEK 1 [234] y en macr6fagos RAW, la
combinacion entre gHSA y niveles altos de glucosa activd ERK y esta
activacion llevé al aumento de TGFB y al aumento del estrés oxidativo,
observado midiendo los TBARS [152]. gHSA disminuy6 la proliferacion y
aumentd la produccion de fibronectina en células mesangiales mientra que, la
inhibiciébn de MEK revirti6 estos efectos [235]. En células de la microglia
retinales, la albumina glicada activd ERK y esta activacion participa en el
aumento de la sintesis de TNF-a [236]. Estos estudios nos muestran como la
gHSA puede aumentar la activacién de ERK 1/2, e incluso regular el aumento
de estrés oxidativo, pero no se ha observado que regule directamente la
activacion de la NADPH oxidasa en los distintos tipos celulares.

Nosotros no estudiamos la posible regulacion de la actividad de PKC por
la gHSA. Se sabe que la PKC activa y aumenta la expresion de la NADPH
oxidasa [76, 237]. Se ha relacionado la activacién de PKC con cambios de
expresion de Nox4, pero a tiempos largos (48 horas) [238], y en nuestros
resultados vimos el aumento de expresion de Nox4 a 4 horas de tratamiento.
Auln asi, el tratamiento con gHSA puede llevar a la activacion o a efectos
regulados por la PKC en varios modelos celulares. Se ha observado esta
activacibn en presencia de gHSA en células mesangiales [239], células
endoteliales del glomérulo [240], células del musculo liso vascular [165], del
epitelio pigmentario de la retina [233], en la linea celular monocitica MonoMac 6
[153, 234] y en células del musculo esquelético [198]. Al regular la expresion
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de Nox4 a tiempos largos, la PKC no tendria influencia en los cambios de
expresién en tratamientos de 4 horas.

Factores de transcripcion implicados en la expresi6 n de las subunidades
de NAPDH oxidasa

La gHSA, a través de la activacion de las rutas mencionadas en el
apartado anterior, lleva a la regulacibn de determinados factores de
transcripcion génica como el NF-kB [152, 153, 233, 234], el factor inducible por
hipoxia-1, (HIF-1 del inglés Hypoxia-inducible factor-1)[232], el Elk-1 [130, 164],
la AP-1 [130, 153, 164] y el proteina homéloga al C/EBP (CHOP del inglés
C/EBP-homologous protein) [130, 164] en distintos modelos celulares. Estos
factores de transcripcién pueden regular la expresiéon de la subunidad de la
NADPH oxidasa, Nox4, o la expresién de su proteina reguladora, p22phox.

Los principales factores de transcripcion relacionados con los efectos de
las proteinas glicadas en la expresion de genes son el NF-kB y la AP-1. Dos
subunidades de la NADPH oxidasa, la gp91phox y la p47phox, son reguladas
por el NF-kB [74, 172]. Las proteinas glicadas también se han relacionado con
la activacion del NF-kB [131, 152, 164, 173]. Incluso tanto la AP-1 como el NF-
kB fueron asociados con la regulacion de la expresion de p22phox [174, 175].
Ademas, la AP-1 fue relacionada con la actividad del promotor de la p67phox,
una de las subunidades citopldsmicas reguladoras de algunas NADPH
oxidasas [176], y varios estudios analizaron la relacién entre las proteinas
glicadas y la activacion de la AP-1[130, 153, 178].

Nuestros resultados han mostrado un aumento de la expresién de Nox4
en presencia de gHSA a las 4 horas y también un aumento de la activaciéon del
NF-kB inducido por la gHSA a este tiempo. Ademas, pudimos revertir el
aumento de Nox4 inducido por la gHSA con la inhibicién farmacol6gica del NF-
kB. Un estudio anterior realizado por Manea et al. describi6 que el NF-kB
regula la expresion de Nox4 en células del musculo liso vascular [241]. A
diferencia de nosotros, estos autores observaron una regulacion de la Nox4
mediada por el inhibidor de NF-kB a las 24 horas, pero no observaron ningan
cambio a las 4 horas. En cuanto al papel del NF-kB sobre la p22phox, aunque
en nuestros experimentos no observamos ningun cambio significativo de
regulacion de la p22phox a través del NF-kB, otros autores relacionaron este
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factor con la regulacién de la expresiéon de p22phox en células del musculo liso
vascular [174].

La AP-1 demostrod regular la expresiéon de las subunidades de la NADPH
oxidasa. Cuando inhibimos el factor de transcripcién AP-1, observamos un
incremento en la expresion de las subunidades Nox4 y p22phox.
Independientemente de si tratdbamos las HUVEC con HSA o con gHSA,
siempre que inhibiamos el AP-1 aumentaba la expresién de la Nox4. Sin
embargo, en el caso de la expresion de p22phox no ocurria esto. Cuando
inhibiamos la AP-1 en presencia de la HSA, la expresion de p22phox
aumentaba de manera significativa en comparacion con el tratamiento con HSA
solo. En el caso del tratamiento con gHSA la presencia o la ausencia de la
inhibiciébn de AP-1 no afectaba al incremento causado por la gHSA en la
subunidad p22phox. Contrariamente a nuestros resultados, los estudios
anteriores vieron que era necesaria la activacion de la AP-1 para modificar los
niveles de expresiéon de las subunidades de la NADPH oxidasa. Manea et al.
observaron el papel de la AP-1 en el aumento de expresion de Nox4 y p22phox
inducido por el TNF-a en células del musculo liso vasculares aorticas [175] AP-
1 también seria necesario para la expresién de subunidades reguladoras de la
NADPH oxidasa, como observaron Gauss et al. mostrando una modulacion del
ARN mensajero de la p67phox por parte de la AP-1 [176]. Nuestros resultados
muestran una clara evidencia del control de la AP-1 sobre las subunidades de
NADPH oxidasa en células endoteliales humanas, pero es una regulacién
negativa. La inhibicion del factor de transcripcion lleva al aumento de las
subunidades de la NADPH oxidasa. También hay datos previos que apoyan
este resultado, indicando que en condiciones de flujo laminar la unién del AP-1
al promotor de la Nox4 disminuye la expresién de la subunidad de la NADPH
oxidasa [242].

Este efecto de la inhibicién de la AP-1 puede estar sometido, ademas, a
una posible regulacion por parte de la NADPH oxidasa ya que la produccion de
ROS regula la activaciéon de la AP-1. Se sabe que las NADPH oxidasas, a
través de la produccion de ROS, pueden aumentar la activacion de la AP-1
mediada por la JNK y la p38MAPK [243], y los ROS pueden inducir la
expresion del ARN de los elementos de la AP-1, cJun y la cFos [244, 245]. Se
ha visto que la produccién de ROS lleva a la activacion de la AP-1 en células
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del musculo liso vascular [246-248] y en células endoteliales [249]. La inhibicion
de este factor de transcripciéon, segin nuestros resultados, conllevaria a una
retroalimentacibn negativa mediada por la NADPH oxidasa. Asi, la
dependencia de la produccién de ROS para la activacion de la AP-1 podria ser
la causante del aumento de la expresién de Nox4 y p22phox, como un intento
de la célula de activar la AP-1, en situacion de la inhibicion de este factor.

Papel de la 6xido nitrico sintasa endotelial en los cambios inducidos por
albimina glicada en HUVEC

El 6xido nitrico es un importante regulador de la funcién endotelial,
teniendo efectos en la relajacion de los vasos, la antiagregacion y la
inflamacion. En las células endoteliales es producido constitutivamente por la
eNOS vy tiene un papel central en el equilibrio oxidativo celular. Un incremento
en la produccion de ROS lleva a reducir las funciones biolégicas de la eNOS,
por desacoplamiento de la enzima o por el descenso de la biodisponibilidad del
Oxido nitrico, conllevando a la formacién de peroxinitrito. Este hecho puede
llevar a la disfuncion endotelial, uno de los principales problemas en las
enfermedades cardiovasculares [16].

En nuestros experimentos no encontramos modificaciones en la
expresién génica de la eNOS cuando tratamos las células endoteliales con la
gHSA. Hay pocos trabajos que hayan estudiado el papel de la albumina con
modificaciones de Amadori y la eNOS. Amore et al. tienen dos interesantes
articulos que tratan sobre la albumina glicada y el papel de las 6xido nitrico
sintasas en las células endoteliales [158, 159]. Estos autores vieron cambios
en la expresion de la eNOS por el tratamiento con gHSA, atribuyendo la
produccion de 6xido nitrico y la apoptosis observada a la éxido nitrico sintasa
inducible. Las concentraciones de gHSA usadas en estos articulos fueron
varias veces mas altas que en nuestros experimentos. En su primer trabajo
observaron un impresionante efecto en el incremento de éxido nitrico inducido
con 35 6 17 mg/mL de gHSA y una reduccién en el ritmo de proliferacion
celular. Sin embargo, en su siguiente trabajo ellos usaron unas
concentraciones de gHSA menores que en el primer caso (la concentracion
mas alta fue de 10 mg/mL), y pese a ello observaron apoptosis en un 10% de
las células. Por estas razones, los efectos observados en estos articulos son
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dificiles de comparar con nuestro trabajo. En el trabajo de Chen et al.
observaron descensos en la produccién del 6xido nitrico y un aumento en la
expresion de eNOS en HUVEC cultivadas sobre coldgeno glicado [250]. Otro
estudio mostré un incremento en la produccién de nitritos en células del
musculo liso vascular tratadas con gHSA [164].

Por nuestra parte, cuando tratamos las células con el inhibidor de AP-1
descendi6 la expresion de eNOS, independientemente de la presencia de la
HSA o la gHSA en el tratamiento. En relacion a estos resultados se ha visto
que la AP-1 regula la expresién del gen de la eNOS. El promotor de la eNOS
carece de la caja TATA y tiene sitios de unién potencial a la AP-1 [251]. La AP-
1 aumenta la transcripcién de la eNOS inducida por la ciclosporina A, la
hipoxia, el estrés de cizalla y el antioxidante acido nordihidroguaiarético [252].
También se observo que por efecto del H,O, se produce una reduccion en la
union de la AP-1 al promotor de la eNOS, reduciendo por tanto la expresion de
este gen [253]. Estos resultados sugieren un importante papel de la AP-1 en la
expresién de la eNOS, siendo todos estos datos coherentes con nuestros
resultados. Cuando inhibimos la activacion de la AP-1 con el SP600125,
observamos un descenso en la expresién de la eNOS en las HUVEC, de
acuerdo con la idea descrita en los trabajos anteriores. De todas formas no en
todos los trabajos la union de la AP-1 al promotor aumenta la expresion de la
eNOS. En células endoteliales humanas aérticas tratadas con altas
concentraciones de glucosa la uniéon de cJun y AP-1 al promotor de la eNOS
produjo un descenso en los niveles de ARN mensajero de la eNOS [254].

Nuestros datos indicaron que la eNOS es desacoplada por la albumina
con modificaciones de Amadori. En nuestros experimentos encontramos que el
tratamiento con gHSA aumentaba la producciéon de ROS con respecto al HSA.
En presencia del inhibidor de la AP-1, SP600125, en el tratamiento con HSA
aumento la produccion de ROS. Dicho resultado es coherente con el descenso
de expresion de la eNOS producido por el tratamiento con SP600125. Al
disminuir la expresién de eNOS aumentaba la cantidad de ROS que mediamos
ya que existia menos o6xido nitrico capaz de reaccionar con el anién
superoxido. Sin embargo, el aumento de ROS inducido por gHSA se perdid
cuando se encontraba presente el inhibidor de la AP-1. Esto podria ser
explicado si la eNOS se encontrase desacoplada. Si parte de la produccion de
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ROS proviene de este estado de la eNOS, cuando esté presente el inhibidor,
SP600125, disminuird la expresion de la Oxido nitrico sintasa y en
consecuencia disminuira la produccion de ROS.

Realizamos una serie de experimentos con el inhibidor de la eNOS, L-
NAME, para poder saber si la sintasa se encontraba desacoplada en presencia
de gHSA. Como resultado vimos que el tratamiento de HSA con L-NAME
aumenta las ROS producidas, indicando que la eNOS estaba funcionando
correctamente. Cuanto menos 6xido nitrico producido, mas anién superéxido
libre que puede ser detectado. Sin embargo, cuando tratamos las HUVEC con
gHSA y L-NAME, la cantidad de ROS producidas disminuy6, tal y como
ocurriria si la eNOS estuviese desacoplada. La eNOS desacoplada produce
aniones superéxido y esta actividad es inhibida por el L-NAME. Estudios
anteriores observaron que el desacoplamiento de la eNOS es una condicion
gque aparece en varios modelos de estudio de factores de riesgo o problemas
cardiovasculares, que ya hemos comentado que se asocian a la disfuncion
endotelial. Se ha observado el desacoplamiento de la eNOS en aortas de rata
tratadas con peroxinitrito [255], en células endoteliales tratadas con LDL [256],
en vasos sanguineos de animales con condiciones patofisioldgicas tales como
la hipertension arterial espontanea o inducida [237, 257-259], o como la
diabetes inducida por estreptozotocina [260] o por tolerancia a la nitroglicerina
[261].

El desacoplamiento de la sintasa también se ha visto en pacientes con
distintos factores de riesgo cardiovascular. El desacoplamiento de la eNOS se
ha observado en pacientes con disfuncion endotelial debida a la
hipercolesterolemia [262], a la diabetes mellitus [261], a la hipertension esencial
[263] o al tabaquismo crénico [261].

En nuestro estudio hemos visto cémo la albumina glicada puede llevar a
un aumento de expresion de las subunidades de la NADPH oxidasa. El estrés
oxidativo producido por la NADPH oxidasa se ha relacionado también con el
desacoplamiento de la eNOS. En un estudio realizado por Landmesser et al.
con ratas hipertensas observaron un aumento en el estrés oxidativo
dependiente de eNOS. El aumento de la tetrahidrobiopterina oxidada y parte
del estrés oxidativo dependia de la subunidad citosélica reguladora de la
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NADPH oxidasa, la p47phox [259]. En este estudio mostraron de forma clara
que puede haber una relacion entre la NADPH oxidasa y el desacoplamiento
de la eNOS por agotamiento de la tetrahidrobiopterina, al estar est4 oxidada.
En nuestros experimentos se produjo un aumento en la expresion de las
subunidades de NAPDH oxidasa, Nox4 y p22phox, inducido por la albumina
glicada y éste podria ser un buen mecanismo para llevar al desacoplamiento de
la eNOS.

Existen varios mecanismos que llevan al desacoplamiento de la eNOS:
oxidacién o degradacion de la tetrahidrobiopterina, el descenso de los niveles
intracelulares de la L-arginina regulados por arginasas o la modificacién de la
L-arginina, un posible mecanismo mediado por la ADMA, un inhibidor
endogeno de la NOS y la S-glutationilacion de la eNOS [16].

Los niveles de la tetrahidrobiopterina intracelular se relacionan con la
produccion del 6xido nitrico y de la L-citrulina [264]. Los niveles intracelulares
de la tetrahidrobiopterina dependen del equilibrio entre su sintesis de novo y su
degradacion u oxidacion. La tetrahidrobiopterina es uno de los agentes con
mayor poder reductor y el estrés oxidativo lleva a deplecionarlo [109]. La
reaccién entre el 6xido nitrico y el anién superoxido lleva a la produccion de
peroxinitrito y se ha descrito que éste oxida la tetrahidrobiopterina (BH4) a la
trihidrobiopterina (BH3), la cual puede ser reducida de nuevo a BH4 por la
eNOS o por la vitamina C [265]. La BH3 también puede dar lugar a la BH2 que
de nuevo se puede reducir a la BH4 gracias a la vitamina C [266].

Las modificaciones con AGE en la L-arginina, potencialmente inhiben la
actividad de la eNOS segun Lai et al [267]. Estos autores observaron una
pequefa inhibicién de la L-arginasa por la L-arginina modificada con AGE.
Ademas, la accion de las arginasas puede llevar al agotamiento de la L-
arginina como sustrato de la enzima. Asi, se ha encontrado un aumento de la
expresion de la arginasa Il en el cuerpo cavernoso de diabéticos [268]. En
HUVEC, la actividad de la arginasa Il se vio incrementada en presencia de
trombina o citocinas inflamatorias [269, 270].

La ADMA, un inhibidor de la NOS, fue propuesta como un posible
mecanismo para la disfuncién endotelial producida por AGE [271]. En ratas
tratadas con gBSA se observé un incremento en ADMA y un descenso en

121



Discusion

DDAH, la enzima que degrada el ADMA. En células endoteliales que
sobreexpresaban DDAH, la gBSA redujo los niveles de expresion y la actividad
de la DDAH, y en consecuencia, aumento los niveles de ADMA [272]. Tanto la
arginina N-metiltransferasa tipo | como la DDAH son sensibles a las ROS y su
activacion o inactivacién, respectivamente, pueden ser debidas al aumento del
estrés oxidativo [273]. Se ha visto la importancia de este sistema de
desacoplamiento en células endoteliales, en modelos de ratas diabéticas y en
pacientes con hiperhomocisteinemia [273-275]. Todo esto sugiere una cuestion
interesante: si la presencia de ADMA, un inhibidor endégeno de la eNOS
desacopla esta enzima, ¢por qué el L-NAME, otro inhibidor de la enzima, no
tiene el mismo efecto? La respuesta es que cuando tratamos con el L-NAME,
éste ocupa el lugar de la L-arginina y la reduccién del hierro del grupo hemo
por parte del dominio reductasa se encuentra inhibida. Entonces, el hemo
férrico no es capaz de unir el oxigeno y no producira aniones superéxido. Sin
embargo, cuando la ADMA inhibe la formacién de 6xido nitrico, aumenta la
reduccion del hierro del grupo hemo y aumenta la generacidon de aniones
superoxido por la eNOS [276, 277].

Finalmente, se ha observado que la S-glutationilacién es un mecanismo
reversible para desacoplar la eNOS [91]. Es un desacoplamiento independiente
del aporte de tetrahidrobiopterina o L-arginina. La S-glutationilacién es una
modificacion postransduccional por la cual el tripéptido glutation se une
reversiblemente a la proteina por un puente disulfuro. Esta modificacién se
puede producir bajo condiciones de estrés oxidativo [91].

En definitiva, en detrimento de otros mecanismos implicados, la
explicacion del descenso en la produccion de ROS obtenida con el SP600125
en presencia de gHSA, proviene de un desacoplamiento de la eNOS inducido
por la proteina glicada. De esta manera, en presencia de la HSA y el SP600125
se produce una caida en la expresioén de la eNOS, que se manifiesta en un
aumento de la produccion de ROS ya que hay menos 6xido nitrico capaz de
interaccionar con el anién superéxido generado. Por el contrario, en presencia
de la gHSA y el SP600125, la caida en la expresion de la eNOS, que en este
caso se encuentra desacoplada por la gHSA, se manifiesta en un descenso en
la produccién de ROS, porque precisamente la eNOS desacoplada deja de
contribuir a la produccion de ROS.
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La albumina glicada en la produccion de moléculasd e adhesion y
citocinas inflamatorias

Ya hemos visto que la albumina glicada tiene efectos relacionados con
dos factores de transcripcion, el NF-kB y la AP-1, que a su vez regulan la
inflamacion y la expresion de factores de adhesion. A continuacion,
comprobamos los cambios en la produccién de citocinas inflamatorias y
moléculas de adhesion en las HUVEC en presencia gHSA 25 pg/mL.

A nivel clinico se ha asociado la albumina glicada con la aterosclerosis
[141] y con el aumento de diferentes factores pro-inflamatorios o de adhesion
leucocitaria como TNF-a, MCP-1, ICAM-1, VCAM-1 y E-selectina [278-280]. De
ahi que en nuestros experimentos hayamos querido medir la produccién de
parte de estos factores.

En nuestros experimentos comprobamos que la gHSA aumentaba los
niveles del ARN mensajero de ICAM-1 y VCAM-1 en HUVEC tras 4 horas de
tratamiento. Esta relacion ya se habia visto en distintos modelos celulares. La
albumina glicada aumenta la expresion de estas moléculas de adhesion en
células mesangiales y en células endoteliales [281, 282]. Ademas se ha
asociado la presencia de albumina glicada con el aumento de ICAM-1 y VCAM-
1 en el masculo liso vascular de diabéticos [278]. Todos estos datos, por lo
tanto, indican que la albimina glicada produce un incremento en la presencia
de moléculas de adhesién, lo que en definitiva favorece la interaccion de las
células leucocitarias con el endotelio.

En nuestras condiciones experimentales, no hemos observado ningun
cambio significativo inducido por la gHSA en la produccion de MCP-1 tanto a
nivel del ARN mensajero como de la proteina. Sin embargo, se ha visto que en
diabéticos estan aumentados los niveles de MCP-1, asociados a un aumento
de albumina en la orina y que la albumina glicada inducia la produccién de
MCP-1 en las células mesangiales [283]. Este aumento de MCP-1 inducido por
la albumina glicada también se ha visto en células del epitelio pigmentario de la
retina, en queratinocitos corneales y en células gliales de Miller [160, 233, 284-
286]. También se ha visto que la albumina glicada puede aumentar la
produccion de MCP-1 en células del musculo liso vascular [130, 163], sin
embargo, coincidiendo con nuestros resultados, no se ha observado aumento
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en la produccion de MCP-1 en HUVEC tratadas con albimina glicada [160].
Todo ello parece indicar que la produccién de MCP-1 inducida por la gHSA
depende del tipo celular afectado, siendo las células endoteliales unas de las
menos inducibles por la albumina glicada.

Pese a no ver diferencias en la produccion de MCP-1 inducidas por la
albumina glicada, hemos estudiado el efecto de distintos inhibidores en esta
produccion.

Nuestros resultados mostraron que PI3K no parece desempefiar ningin
papel en la expresion de MCP-1. En un estudio previo se observé un aumento
de la expresibn de MCP-1 en las HUVEC tratadas con IL-1 de forma
independiente de la ruta regulada por PI3K [287]. En este estudio, el LY-
294002 inhibi6 el aumento de MCP-1 inducido por IL-1, pero por inhibir la
activacién del NFkB. De manera contraria, otro articulo muestra un aumento de
la produccion de MCP-1 en HUVEC tratadas con visfatina a través de la PI3K
[288]. De forma conjunta, estos datos sugieren que la participacién de la PI3K
en la produccién de MCP-1 en la célula endotelial depende del estimulo
concreto que active dicha produccion.

En el caso de la inhibicion de MEK 1/2, nuestros resultados no mostraron
ningun efecto sobre la produccion de MCP-1. Este resultado es contrario a
multiples estudios que después de diversos estimulos mostraron un aumento
de MCP-1 mediado por ERK 1/2 [288-290], aunque ninguno de estos estimulos
coincide con las condiciones aplicadas en nuestros experimentos.

En nuestros resultados hemos encontrado un efecto destacable. Aunque
no hemos visto un incremento en la produccion de MCP-1 inducida por gHSA,
hemos podido observar que cuando inhibimos el NF-kB o la AP-1 se pueden
diferenciar los efectos de la HSA y la gHSA. Cuando se inhibié el NF-kB
pudimos observar un descenso significativo de la produccion de MCP-1 cuando
tratamos con HSA. Sin embargo, cuando inhibimos la AP-1, solo pudimos ver
un descenso significativo en la produccién de MCP-1 en presencia del gHSA.

Ya se habia estudiado el descenso de la produccion de MCP-1 con la
inhibicién de NF-kB y AP-1 y por lo tanto era un resultado esperado ya que se
ha visto que estos factores de transcripcion pueden regular la expresion de la
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citocina [92, 163, 291, 292]. Hay un sitio de unién para la AP-1 y dos para el
NF-kB en el promotor del gen de MCP-1 en humanos, ratones y ratas [293,
294] y un estudio previo en células endoteliales sugiere que la expresion de
MCP-1 esta regulada por la union cooperativa de NF-kB y AP-1 [295].

Una posible explicacion para los efectos diferenciales entre HSA y gHSA
en la produccion de MCP-1 en presencia de los inhibidores de los factores de
transcripcion puede ser debido a las distintas aportaciones del estrés oxidativo
en los dos tratamientos. Ya se ha observado que las ROS producidas por
NADPH oxidasas estan implicadas en la regulacion del gen de MCP-1 [291,
296]. Ademas, una concentracion alta de glucosa puede aumentar la
produccion de MCP-1 [297] y este aumento puede ser revertido por dos
antioxidantes [298]. Cuando en presencia del gHSA tratamos las HUVEC con el
inhibidor del NF-kB, no observamos un descenso significativo de la produccion
de MCP-1 que si vemos en presencia de HSA. Esto puede deberse a que la
gHSA induce un aporte mayor de ROS que HSA, al poder desacoplar la eNOS,
como ya hemos discutido.

Ademas, ya habiamos comentado que las proteinas glicadas pueden
activar el NF-kB [131, 152, 164, 173] y esto fue confirmado por nuestros
resultados. Esta activacion del NF-kB por parte de la gHSA puede hacer que la
inhibicién con el BAY11-7082 no sea tan eficaz y por ese motivo, el descenso
en la produccibn de MCP-1 no sea significativo en comparacion con el
descenso inducido por el tratamiento con BAY11-7082 en presencia de HSA.

En el caso de la inhibicién de la AP-1, el HSA seria el tratamiento en el
gue encontrariamos un estrés oxidativo mas elevado, como observamos en los
experimentos sobre produccidn extracelular de ROS. Sin embargo, en
presencia de la gHSA y con la AP-1 inhibida, la produccién de ROS no es tan
marcada, lo que podria explicar entonces el descenso significativo en la
produccion de MCP-1 con respecto al control en estas condiciones. Hay que
tener en cuenta que con la inhibicion de AP-1 se disminuye la expresion de
eNOS vy por lo tanto, también el aporte de ROS que supone cuando es
desacoplada por la gHSA. En definitiva, parece que en ausencia de actividad
de cualquiera de estos factores de transcripcién, NF-kB y AP-1, disminuye la
produccion de MCP-1, pero que esta disminucion solo sera significativa con los
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tratamientos que inducen menor estrés oxidativo. En consecuencia, la
produccion de ROS también parece que puede estar implicada en la expresion
y liberacién de MCP-1. Al menos en el mantenimiento de ciertos niveles de esta
proteina en las células endoteliales humanas.

Estrés oxidativo, productos de Amadori y disfuncion endotelial

Como hemos visto en este trabajo, la albumina con modificaciones de
Amadori, un producto que se encuentra aumentado en la diabetes, puede llevar
incluso de forma temprana al aumento del estrés oxidativo tanto por aumento
de las proteinas productoras de las ROS como por el desacoplamiento de la
eNOS. Estos elementos estén intimamente ligados a la disfuncion endotelial.
Como ya hemos comentado, el aumento del estrés oxidativo esta ligado a otras
muchas caracteristicas de la disfuncién endotelial como son la respuesta
inflamatoria o la pérdida de biodisponibilidad del 6xido nitrico.

Debemos destacar el hecho de que nuestras concentraciones de
albumina glicada sean tan bajas. En la totalidad de los estudios en modelos
celulares las concentraciones empleadas de albumina Amadori son siempre
menores que las que se encuentran en sujetos sanos. Sin embargo, incluso
estas concentraciones son mayores que las que han mostrado efecto en
nuestros experimentos. En referencia a este punto, hay estudios que observan
como la disfuncion endotelial es una de las caracteristicas més tempranas en
el desarrollo de la aterosclerosis y de la enfermedad coronaria [299]. Es
interesante remarcar que la disfuncién endotelial puede preceder a la diabetes
diagnosticada en personas con tendencia a la diabetes por herencia familiar.
En sujetos no diabéticos que tienen un pariente de primer grado con diabetes
mellitus tipo 2 se observd una vasodilatacion dependiente de endotelio
empeorada y también marcadores de activacion de la célula endotelial [23, 29,
300]. Los marcadores sanguineos de la activacién endotelial y de la inflamacion
sistémica también estan elevados en los hijos no diabéticos pero con evidencia
de resistencia a la insulina medida por un test de glucosa [300]. Ademas de
estos estudios observacionales transversales, estudios prospectivos han
mostrado que los marcadores sanguineos de la activacién endotelial predicen
la incidencia de diabetes mellitus tipo 2 después de ajustar otros factores de
riesgo, incluyendo el indice de masa corporal, el nivel de actividad fisica, los
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lipidos, los antecedentes familiares de diabetes mellitus y la tolerancia a la
glucosa [62, 301]. Ademas, el empeoramiento en la dilatacion vascular
mediada por flujo [302] y los polimorfismos de la eNOS (E298D, IVS18 +
27A->C) son predictores independientes de la incidencia de diabetes mellitus
tipo 2 [303]. En definitiva, la disfuncién endotelial temprana puede estar
relacionada con bajos niveles de albumina glicada que ya afecten a diversas
zonas especialmente vulnerables al estrés oxidativo.

El incremento en el estrés oxidativo puede preceder a la aparicion de la
diabetes ya que puede producir una disfuncién de las células B del pancreas.
De esta manera, pequefios cambios en la concentracion de albumina glicada
podrian comenzar a dafiar el pancreas, siendo un mecanismo que puede llevar
a la diabetes. Este 6rgano es especialmente sensible al estrés oxidativo al
tener bajos niveles de sistemas antioxidantes tales como la glutatién
peroxidasa, la catalasa o la SOD [304, 305]. En diabéticos, la hiperglicemia por
si misma es capaz de producir ROS y reducir la expresién de insulina y su
secrecion, llevando finalmente a la apoptosis de las células B del pancreas
[306], pudiéndose revertir el efecto en presencia de antioxidantes [306, 307].
Ademds, se ha encontrado un aumento de dos marcadores de la oxidacion
como son la 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina (8-OHdG) y la 4-hidroxi-2, 3-nonenal
(4-HNE) en los islotes pancreaticos en condiciones diabéticas [308, 309].
Efectos similares fueron observados en ratas obesas y diabéticas Zucker y en
hamsters diabéticos, otro modelo de diabetes tipo 2 [310, 311]. En estos
hamsters los niveles de albimina glicada fueron tres veces mas altos que en
los animales control, y estos niveles fueron disminuidos con antioxidantes y con
piridoxamina, que es un inhibidor de AGE que actla capturando a los
productos de Amadori. En el estudio de la intolerancia a la glucosa en hamsters
diabéticos ésta sdlo mejoré con antioxidantes y con la piridoxamina. Por otra
parte, solamente con el tratamiento antioxidante se consiguié un aumento
tardio y débil de los niveles de insulina en el plasma. El tratamiento con
piridoxamina disminuy6 los niveles de albdimina glicada, y de dos marcadores
de oxidacién, la 8-OHdG Yy los lipidos peroxidados. Asi, en este modelo animal
se pudo ver la clara relacién entre todos los elementos estudiados en nuestro
trabajo, los niveles de albumina glicada, el aumento de estrés oxidativo y la
mejora de la diabetes en presencia de antioxidantes e inhibidores de la
glicacion de proteinas [311]. Recientemente se ha visto que la albumina glicada
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afecta a la produccion de insulina y al metabolismo de la glucosa en células
del pancreas de rata [312].

Este aumento del estrés oxidativo temprano inducido por bajas
concentraciones de productos de Amadori puede también tener algin efecto en
la resistencia a la insulina, pudiendo tener un papel en la diabetes tipo 2. La
produccion de ROS evita la redistribucion celular del IRS-1 y de la PI3K,
impidiendo la translocacion del transportador de la glucosa 4 (GLUT4 del inglés
glucose transporter type 4) en los adipocitos 3T3-L1 [313, 314]. Ademas, el
tratamiento con antioxidantes previene la resistencia a la insulina inducida por
hiperglicemia in vivo [315]. En diabéticos tipo 2, tanto la administracion crénica
como la aguda de acido a-lipoico, un antioxidante, mejoran la resistencia a la
insulina, sugiriendo un papel para los ROS [316, 317]. Se ha observado que la
albumina glicada disminuye la captacion de glucosa mediada por la insulina y la
formacién de glucégeno en la célula muscular lisa. Esta disminucién sucede a
través de la reduccion de la fosforilacion de la tirosina del IRS-1, un aumento
de la fosforilacién en serinas/treoninas y un aumento en la actividad de PKC,
actividad que fue inhibida por un antioxidante [198].

Al principio de este apartado comentamos que la disfunciéon endotelial
puede preceder a la aterosclerosis. De una manera interesante, con nuestros
resultados se podria abrir una nueva linea de trabajo que puede relacionar la
aterosclerosis con la disfuncion endotelial en lugares vulnerables de los vasos.

La disfuncién endotelial tiene caracteristicas comunes con las zonas de
los vasos con ausencia de estrés de cizalla y la presencia de la albumina
glicada, que serian sitios propensos a la aterosclerosis. Nuestro modelo celular
es un modelo estatico, pero seria interesante poder estudiar de manera
conjunta los efectos del flujo turbulento y los productos de glicacion para ver si
sus efectos son sinérgico, aportando un posible mecanismo temprano de inicio
de aterosclerosis en sitios vulnerables de los vasos al aumentar el estrés
oxidativo local.

La razén por la que existen ciertas zonas en los vasos que son
especialmente vulnerables a la aparicion de la aterosclerosis no esta clara,
pero se ha relacionado con las turbulencias en el flujo que llevan a diferencias
en el estrés de cizalla. Los vasos sanguineos estan constantemente sujetos a
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varios tipos de fuerzas hemodinamicas (incluyendo la presion hidroestatica, el
estiramiento circunferencial y el estrés de cizalla inducido por el fluido) debidas
a la presion y el flujo sanguineo pulsétil. La capa de células endoteliales
soporta el estrés de cizalla que ejercen las fuerzas de friccion del flujo
sanguineo y que actllan de manera paralela a la superficie luminal de los vasos
[17]. Cuando la célula endotelial no estd sometida a este estrés de cizalla,
siendo el flujo discontinuo o turbulento, puede sufrir una serie de cambios que
llevan a la disfuncién endotelial. El flujo discontinuo o turbulento es
caracteristico de las ramificaciones o curvaturas de las arterias y venas. En el
endotelio, la pérdida del estrés de cizalla provoca un aumento de estimulos
pro-inflamatorios o0 pro-coagulantes. Las células endoteliales bajo el flujo
turbulento exhiben un aumento en los niveles de NF-kB, de c-Fos, de c-Jun
[318], ademas de la expresion aumentada de ICAM-1 y E-selectina [319]. Por
otro lado, la respuesta inflamatoria de las células endoteliales al
lipopolisacéarido y al TNF-a, es bloqueada por efecto del flujo laminar, pero no
por el flujo discontinuo [320]. Las células endoteliales bajo un flujo laminar de
poca intensidad, sin producir estrés de cizalla, aumentan la activacion y la
expresién de NF-kB, ICAM-1, VCAM-1, E-selectina, MCP-1, gp91phox, Nox4,
JNK y presentan un mayor estrés oxidativo [17], ademas de disminuir la
expresion de genes protectores como son la SOD, la hemo oxigenasa-1, la
eNOS y la disminucién de factores como la tetrahidrobiopterina o la
prostaciclina. Sin embargo, se aprecia el efecto opuesto, esto es, la
disminucién de los factores de activacién endotelial y un aumento de los genes
protectores, en presencia de un flujo laminar lo suficientemente fuerte como
para producir estrés de cizalla [17]. In vivo, se ha visto que en las zonas
propensas a la aterosclerosis las células endoteliales han aumentado su
proliferacion, la captacion de lipidos, la adhesién de monocitos, presentan un
incremento en la expresion de ICAM-1, VCAM-1, E-selectina, angiotensina 2,
NF-kB, JNK, MCP-1 y factor similar al factor eritroide nuclear (Nrf2 del inglés
nuclear factor erythroid 2-like 2) y el estrés oxidativo es mayor que en los
segmentos de vasos rectilineos [17].

En nuestro estudio observamos una particularidad que quizas esté
relacionada con la regulacion del estado endotelial por el estrés de cizalla. En
este estrés existe un equilibrio entre cuatro factores de transcripcion, por un
lado el NF-kB y la AP-1, los protagonistas proinflamatorios y procoagulantes, y
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por otro lado, el factor similar al factor Kriippel (KLF2 del inglés factor Kruppel-
like factor 2) y Nrf2, con efectos anti-inflamatorios y anti-coagulantes. En el
caso de que haya estrés de cizalla se aumenta la actividad del KLF2 y del Nrf2
[321], el primero es especificamente activado por este estrés y el segundo
controla genes relacionados con la defensa antioxidante [322]. Estos dos
factores de transcripcibn se han visto inducidos en zonas con poca
predisposicion a presentar aterosclerosis de vasos sanguineos in vivo [323,
324].

En nuestro modelo estatico de cultivo celular en presencia de gHSA
observamos la activacion de NF-kB y un importante papel de la inhibicion de
AP-1 sobre la regulacion de la expresion de genes relacionados con el estrés
oxidativo, como las subunidades de la NAPDH oxidasa y la eNOS. Seria una
cuestion interesante estudiar si en esta relacion tiene algun papel el Nrf2 y el
KLF2 o si estos efectos causados por la albumina glicada se ven intensificados
en presencia del flujo turbulento. La inhibicion de la AP-1 puede activar
respuestas compensatorias que provoquen estos cambios pero también puede
ocurrir que estemos desequilibrando la accién contrapuesta de estos factores
de transcripcion. Nrf2 y KLF2 estan regulados por distintos mecanismos. Los
niveles de expresion de Nrf2 estan regulados por su degradacion en el
proteosoma, y a su vez, ésta esta regulada por la proteina asociada a ECH
similar a Kelch (Keapl del inglés Kelch-like ECH-associated protein 1), que es
sensible al estrés oxidativo [325]. Como ya hemos comentado, el Nrf2 controla
la expresion de genes con funciones antioxidantes, como la hemo oxigenasa 1
o la NADPH dehidrogenasa quinona 1. El Nrf2 controla esta expresion por la
unién a secuencias que regulan distintas proteinas con propiedades
antioxidantes, éstas secuencias reciben el nombre de elementos de respuesta
antioxidante (ARE del inglés antioxidant response element).

Por otro lado, el KLF2 esta modulado por el estrés de cizalla y también
puede ser activado por estatinas. KLF2 aumenta la expresion de eNOS y
trombomodulina por un lado y por otro, disminuye la expresion del PAI-1, la IL-8
y el factor tisular [321].

En resumen, en este trabajo hemos estudiado los efectos de la albimina
glicada sobre las células endoteliales humanas, consiguiendo relacionar la
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diabetes, el estrés oxidativo y la disfuncién endotelial. Hemos observado que la
gHSA aumenta el estrés oxidativo en la célula endotelial a través de dos
mecanismos, el aumento de la expresion de las subunidades de la NADPH
oxidasa y el desacoplamiento de la eNOS. También hemos observado un
importante papel de la AP-1 en el estrés oxidativo vascular. Ademas, nuestros
resultados mostraron que la gHSA puede tener una importante funcion
reguladora sobre la expresion de moléculas de adhesién y de la MCP-1

Los cambios observados en la célula endotelial nos permiten explicar
parte de las caracteristicas conocidas de la diabetes, el estrés oxidativo y la
disfuncién endotelial. Nuestro trabajo abre nuevas vias de estudio sobre como
se inicia y desarrolla la disfuncion endotelial, un problema que se encuentra
relacionado tanto con factores de riesgo como directamente con las patologias
cardiovasculares. Este conocimiento permite el desarrollo de nuevas
estrategias de prevencion y descubre nuevas dianas terapéuticas para las
enfermedades cardiovasculares, ademas de suponer una ampliaciéon del
conocimiento de la diabetes mellitus.
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1. Las células endoteliales aisladas de la vena umbilical humana son un
buen modelo de estudio del papel de las proteinas glicadas en la produccion de
ROS.

2. El tratamiento de las HUVEC con un producto de Amadori, como es la
albumina glicada, a bajas concentraciones aumenta la produccion de aniones
superoxido extracelularmente de manera dependiente de la concentracion a
través de la NADPH oxidasa. Este efecto en la produccién sucede a tiempos
cortos y se mantiene al menos durante 12 horas. El aumento de ROS también
se produce a nivel intracelular

3. El tratamiento de las HUVEC con albumina glicada aumenta la
expresion de las principales subunidades endoteliales de NADPH oxidasa, la
Nox4 y la p22phox. Esto se debe, probablemente, a la activacién del NF-kB por
parte de la gHSA

4. El tratamiento de las HUVEC con albimina glicada desacopla la
eNOS.

5. La inhibicién de la AP-1 aumenta la expresién de las subunidades de
NADPH oxidasa, Nox4 y p22phox, pero disminuye la expresion de la eNOS
esto explica que la inhibicion de la AP-1 aumente el estrés oxidativo en HUVEC
tratadas con albumina pero no con albumina glicada

6. El aumento de ROS inducido por la gHSA en HUVEC se debe al
aumento de expresion de las subunidades de la NADPH oxidasa, la Nox4 y la
p22phox, ademas de por el desacoplamiento de la eNOS. Las rutas mediadas
por PI3K 0 MEK 1/2 no estan implicadas en este efecto.

7. La gHSA aumenta la expresién de ICAM-1, VCAM-1, pero no modifica
la produccion de MCP-1. Sin embargo el papel modulador de la gHSA sobre el
estrés oxidativo podria regular indirectamente los niveles de produccion de
MCP-1 en la célula endotelial.
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8. Los productos de Amadori, precursores de los AGE, pueden provocar
respuestas a nivel del endotelio vascular que pueden llevar a la disfuncién del
endotelio y a los problemas cardiovasculares asociados.
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