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Abreviaturas

Abreviaturas empleadas

AA
Acido araquidonico.

ABCA1
Transportadores de membrana
dependientes de ATP.

ACh
Acetilcolina.

ADMA
Dimetil arginina simétrica.

ADP
Adenosin difosfato.

AGEs
Productos finales de glicacién
avanzada.

ADRP
Proteina relacionada con la
diferenciacion adiposa.

AF
Dominio funcional para la activacion
de la transcripcion.

AG
Acidos grasos.

AKT
Protein kinasa B.

AM
Grosor de capacidad de la arteria.

AMPc
Adenosin monofosfato ciclico.

AMPK
Proteina kinasa activada por
adenosin monofosfato.

AMT

Area de la transversal media.

Ang II
Angiotensina II.

AP-1
Proteina activadora-1.

apoAl
Apolipoproteina Al.

ARA-II
Antagonistas del receptor de
angiotensina II.

AT-1
Receptor 1 de angiotensina II.

AT-2
Receptor 2 de angiotensina II.

ATP
Adenosin trifosfato.

AUC
Area bajo la curva.

BAECs
Célula endotelial de aorta bovina.

BCA
Acido bicinconinico.

BCL-6
Proteina 6 del linfoma de células B.



Abreviaturas

BH,
Dihidrobiopterina.

BH,
Tetrahidrobiopterina.

BHT
Butilato hidroxitolueno.

BSA
Albtumina de suero bovino.

[Ca2+] i
Concentracion intracelular de calcio.

Cam
Calmodulina.

cAMP
Adenosin monofosfato ciclico.

Cat
Catalasa.

CCCP
m-clorocarbonilcianuro
fenilhidrazona.

cDNA
DNA complementario

cGMP
Guanosin monofosfato ciclico.

CGRP
Péptido relacionado con el gen de
calcitonina.

CMLV

Célula del musculo liso vascular.

COX
Ciclooxigenasa.

cPLA,
Fosfolipasa A, dependiente de calcio

CPT-1
Carnitina palmitoil transferasa- 1.

c-SRC
Tirosin kinasa independiente de
receptor c-SRC.

CuZn-SOD
SOD dependiente de cobre y cinc.

DAF-2
4,5-diaminofluoresceina.

DAG
Diacilglicerol.

DAPI
Dilactato de 4°,6-diamidino-2-
fenilindol.

db/db
Diabético.
DBD

Dominio de unién al DNA.

DES50
Dosis eficaz 50.

DHE
Dihidroetidio.

DL
Diametro de la luz.
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Abreviaturas

DMSO
Dimetilsulféxido.

DNA
Acido desoxirribonucléico.

DPI
Difeniléniodonio.

15d-PG]J2
Deoxiprostaglandina J2.

DM
Diabetes mellitus.

EDCF
Factor endotelal constrictor.

EDRF
Factor relajante derivado de
endotelio.

EDTA
Acido etilendiamino tetracético.

EGTA
Acido etilenglicol-bis(B-aminoetil
éter)-N,N,N’,N’-tetracético.

eNOS
Oxido nitrico sintasa endotelial.

ERK 1/2

Kinasas reguladas por sefiales
extracelulares 1/2.

ET-1
Endotelina 1.

FBS
Suero fetal bovino.

FC

Frecuencia cardiaca

FCDE
Factores contractores derivados de
endotelio.

GADPH
Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa.

GLUT
Transportador de la glucosa.

GPx
Glutation peroxidasa.

GRO
Oncogen regulador del crecimiento.

GSH
Glutation.

GST
Glutation S-transferasa.

GTP
Guanosin trifosfato.

HDL
Lipoproteinas de alta densidad.

HEPES
Acido N-2-hidroxietilpiperazina-N-
2-etanosulfonico.

HETE
Acido hidroxieicosatetraenoico.

HODE
Acido hidroxioctadecadienoico.

HPLC
Cromatografia liquida de alta
resolucion.



Abreviaturas

HSL
Lipasa sensible a hormonas.

HTA
Hipertension arterial.

HUVEC
Células endoteliales de vena
umbilical humana.

HZOZ
Peréxido de hidrégeno.

ICAM-1
Molécula de adhesion intracelular 1.

IECA
Inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina.

IDDM
Diabetes mellitus insulino-
dependiente.

IFN-y
Interferén-y

1kB
Inhibidor de NFkB.

IL
Interleukina.

iNOS
Oxido nitrico sintetasa inducible.

iv.
Intravenosa.

IP,
Inositol trifosfato.

I.P.C.
Indice de peso cardiaco.

iPLA,
Fosfolipasa A, independiente de

calcio

I.P.V.I
Indice de peso de ventriculo
izquierdo.

1.P.G.
Indice de peso de la grasa visceral

I.LP.H
Indice de peso del higado

IL.P.R.
Indice de peso renal.

IRS-1
Sustrato de receptor de insulina.

JNK
Kinasa c-jun-NH,-terminal.

LBD
Dominio de unién a ligandos.

LDL
Lipoproteinas de baja densidad.

LDLR
Receptor de lipoproteinas de baja
densidad.

L-NAME
N*-nitro-L-arginina metil éster.

Lpm
Latidos por minuto.

LPS
Lipopilisacarido.



Abreviaturas

LTB,
Leucotrieno B,

M/L
Relacidon media-lumen.

MAPKs
Protein kinasas activadas por
mitégeno.

MCP-1
Proteina quimiotactica de monocitos
1.

MDA

Malonildialdehido.

MMPs

Metaloproteasas de matriz.

Mn-SOD
SOD dependiente de manganeso.

mRNA
Acido ribonucleico mensajero.

NA
Noradrenalina.

NAD*
Nicotinamin adenin dinucle6tido
oxidado.

NADPH
Nicotinamin adenin dinucle6tido
fosfato.

NIDDM
Diabetes mellitus no insulino-
dependiente.

NcoR
Correpresor de receptor nuclear.

NF-kB
Factor de transcripcion nuclear kB.

NFAT
Factor nuclear de las células T
activadas.

NO
Oxido nitrico.

NOS
Oxido nitrico sintasa.

NPS
Nitroprusiato sédico.

NRF-1
Factor respiratorio nuclear 1.

0O,
Anién superdxido.

ob/ob
Obeso.

OH"
Radical hidroxilo.

ONOO
Peroxinitrito.

PAM
Presion arterial media

PAS
Presidn arterial sistdlica

PBS
Suero fisiolégico salino.

PC
Peso corporal.



Abreviaturas

PCo
Peso cardiaco.

PDGF
Factor de crecimiento derivado de
plaquetas.

PDK4
Piruvato deshidrogenasa kinasa 4.

PGC
Coactivadoras de PPARy.

PGH,
Prostaglandina H,.

PGI,
Prostaciclina.

PGs
Prostaglandinas.

PI3K
Fosfatidil inositol-3-kinasa.

PKC
Proteina kinasa C.

PLA,
Fosfolipasa A,

PMA
Acetato de forbol miristato

PMSF
Fluoruro de fenil-metil-sulfonilo.

PPAR
Receptor para el activador de la
proliferaciéon de peroxisomas.

PR
Peso renal.

PPRE
Elemento de respuesta del PPAR.

PTK
Protein tirosin kinasa.

PTP
Protein tirosina fosfatasa.

PVDF
Fluoruro de polivinilideno.

PVI
Peso de ventriculo izquierdo.

RAGE
Receptor de AGE

RLU
Unidades relativas de luminiscencia.

RNA
Acido ribonucleico.

ROS
Especies reactivas de oxigeno.

r.p.m.
Revoluciones por minuto.

RT-PCR
Transcriptasa inversa-reaccion de la
polimerasa en cadena.

RXR
Receptor del acido 9-cis retinoico.

SAPK/JNK
Proteina cinasa activada por

estrés/c-Jun N-terminal cinasa
=JNK.

SDS
Dodecilsulfato sodico.



Abreviaturas

SEM
Error estandar de la media

Ser
Serina.

SMRT

Mediador del silenciamiento
retinoide y del receptor de la
hormona tiroidea.

SNC
Sistema nervioso central.

SOD
Superdxido dismutasa.

SRA
Sistema renina angiotensina.

SRC
Coactivador del receptor de
esteroides.

STAT
Transductor de sefiales y activador
de la transcripcion.

STZ

Estreptozotocina.

TBS-T
Tampoén Tris salino tamponado al
0.1% de Tween 20.

TG
Triglicéridos.

TGF-$
Factor de crecimiento transformante

B.

TIMP
Inhibidor tisular de metaloproteasas
de matriz.

TNF-«
Factor de necrosis tumoral «.

TTFA
Tenoiltrifluoroacetona.

TXA,
Tromboxano A,.

ucrp
Proteina desacopladora mitocondrial.

VC
Vasoconstriccion.

VCAM-1
Molécula de adhesion de las células
vasculares 1.

VD
Vasodilatacion.

VEGF
Factor de crecimiento del endotelio
vascular.

VLDL
Lipoproteinas de muy baja densidad.

VP16
Proteina viral.

WKY
Wystar-Kyoto.

XO
Xantina oxidasa.
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Introduccion

1. Definiciéon y concepto de disfuncion endotelial

La disfuncion endotelial puede definirse como el desequilibrio entre la sintesis,
liberacién o efecto de los factores endoteliales vasodilatadores (VD) vy el de las
sustancias vasoconstrictoras (VC) que pueden sintetizarse en las células de este
tejido. Este desequilibrio se manifiesta con una reducciéon de la respuesta
vasodilatadora dependiente de endotelio o con wuna mayor respuesta
vasoconstrictora. Hay que tener en cuenta, no obstante, que cuando existe un
deterioro endotelial pueden ademads afectarse otras funciones de este tejido y
puede facilitarse la interacciéon de las plaquetas y los leucocitos con la pared
vascular, asi como el crecimiento y la migraciéon de las CMVL (Endemann y
Schiffrin, 2004). Por tanto, en una definicién mas amplia de disfuncién endotelial
se incluirfa, no s6lo una capacidad vasodilatadora disminuida, sino también un

estado proinflamatorio y protrombdtico asociado a la misma.

1.1. La disfuncidon endotelial en diabetes mellitus en humanos.

Numerosos estudios relacionan la disfuncién endotelial con la DM humana.
Estudios transversales muestran una vasodilatacion dependiente de endotelio
reducida en arterias coronarias y periféricas de pacientes con DM tipo 1 y tipo 2.
La disfunciéon endotelial también se observa en estados asociados con la DM
tipo2, como la obesidad, la vida sedentaria y el sindrome metabdlico.

Ademais de la alteracion en la funcién vasodilatadora, la diabetes se asocia con
niveles circulantes elevados de moléculas de adhesion y el inhibidor activador de
plasminégeno-1 (PAI-1, Plasminogen Activity Inbibitor-1) (Keaney e al., 2004; Meigs
et al, 2000; de Jhogh e al, 2004), reflejando un fenotipo endotelial
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proinflamatorio y protromboético. Aunque la etiologia de la disfuncién vascular en
diabetes ha sido ampliamente investigada en humanos y en modelos de animales
diabéticos, atiin no esta claro el mecanismo primario que relaciona la diabetes con
la enfermedad vascular.

De manera similar, la alteracién en la dilataciéon mediada por flujo (Rossi ez al.,
2005) y el polimorfismo de la eNOS son predictores multivariables de incidencia
de DM tipo 2 (Monti ez al., 2003). La prevalencia de disfunciéon endotelial previa al
desarrollo de DM tipo 2 sugiere que hay mecanismos fisiopatolégicos comunes
que relacionan la resistencia a la insulina y la disfunciéon endotelial.

Ensayos clinicos adicionales demuestran que existe una relaciéon entre la
disfuncién endotelial y resistencia a la insulina, dado que se ha observado una
mejora de la funcién endotelial seguida de tratamientos que mejoran la resistencia
a la insulina. Por ejemplo, rosiglitazona (Pistrosch ez al, 2004) y troglitazona
(Caballero ez al., 2003) mejoran la funcién endotelial en la microvasculatura del
antebrazo de pacientes con DM tipo 2. La metformina mejora la dilatacion
dependiente de endotelio en pacientes con DM tipo 2 (Mather ez 4/, 2001) y en
pacientes con sindrome metabodlico (de Aguiar ez al., 20006), pioglitazona mejora la
funcién endotelial en pacientes no diabéticos con hipertensiéon o
hipercolesterolemia con o sin resistencia a la insulina basal (Campia ez al., 20006), y
rosiglitazona mejora la dilatacién mediada por flujo y disminuye los marcadores de
inflamacién en sujetos sanos, sin obesidad, factores de riesgo, o historia familiar
de diabetes (Hetzel ez al., 2005). Intervenciones menos especificas asociadas con
una mejora a la sensibilidad a la insulina y/o disminucién de riesgo de DM
incluyendo pérdida de peso, ejercicio, e inhibidores del sistema renina-
angiotensina también mejoran la funcién endotelial (Hamdy e /., 2003; Gokce ez
al., 2005; Cheetham e7 al., 2000; O’Driscoll ez al., 1999).

Sobre todo, esta claro que la DM en humanos esta asociada con alteraciones
de la funcién endotelial, lo cual puede explicar, en parte, el incrementado riesgo de

enfermedad vascular en pacientes diabéticos.
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1.2. Mecanismo de dafio en la vasodilataciéon dependiente de endotelio

en diabetes.

La alteracion en la vasodilatacion dependiente de endotelio puede presentarse
por varios mecanismos: reducciéon en la produccién de uno de los factores
relajantes derivados de endotelio (BDRFs, endothelinm-derived relaxing  factors),
aumento de la inactivacion de EDRF, una menor difusién del EDRF a las células
subyacentes del musculo liso, disminucién de la capacidad de respuesta del
musculo liso al EDRF y aumento en la generaciéon de factores constrictores
derivados de endotelio (EDCF, endothelinm-derived constricting factors) (An S. De
Vriese, 2000). Para cada uno de estos mecanismos, se han presentado tanto
evidencias negativas como a favor. Las diferencias en el modelo de diabetes, la
duracién o gravedad de la diabetes indudablemente desempefian un papel en
alguna de las discrepancias, el tipo de circulacion, el calibre del vaso y las
condiciones de estudio pueden ser una fuente mucho mas importante de
disparidad. Un ejemplo ilustrativo de estas discrepancias es que se ha descrito la
existencia de dafio de la vasodilataciéon dependiente de endotelio 7z vivo en la
circulacion mesentérica o en arterias mesentéricas aisladas perfundidas de ratas
diabéticas, y la ausencia en aorta aislada en los mismos animales (Fortes e al,
1983; Taylor ef al., 1994b). Las células endoteliales de diferentes lechos vasculares
exhiben diferencias estructurales y metabodlicas de tal forma que pueden ser
afectadas de manera diferente en condiciones de hiperglucemia (Sobrevia y Mann,
1997). Los mecanismos vasodilatadores dependientes de endotelio pueden ser
distintos, dependiendo de la preparacion vascular a estudiar. Aunque el NO ha
sido considerado generalmente como el principal mediador de relajacion
dependiente de endotelio, el EDHF puede también ser un regulador importante
del tono y la reactividad vascular, especialmente en pequenos vasos de resistencia
(Féletou y Vanhoutte, 1999).

Varios estudios han demostrado un gradiente en la liberacién de EDRFs, con

una creciente contribucion de EDHF en los vasos mas distales. La identificacién
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de EDHF ha sido objeto de persistente controversia. Es probable que exista mas
de un EDHF, con una importante heterogeneidad en la especie y la region
vascular (Mambouli y Vanhoutte, 1997). Por lo tanto, la relativa contribucién y la
naturaleza de los mecanismos vasodilatadores independientes de NO pueden
generar algunas discrepancias observadas entre los estudios.

La mayoria de las investigaciones se han centrado en el estudio de arterias de
gran conductancia. Investigaciones mas recientes se dirigen al estudio de vasos de
resistencia, de mayor importancia en el control del flujo sanguineo local. Los
estudios de organos aislados perfundidos, aunque escasos, aportan informacion
adicional, ya que la resistencia y reactividad vascular se determinan en la totalidad
de los vasos, incluyendo las arteriolas mas pequefias. Finalmente, aunque los
estudios in vivo tienen limitaciones en cuanto a la toxicidad de ciertas
intervenciones farmacolégicas, permiten el estudio de la funcién endotelial bajo
condiciones de flujo fisiolégicas y en presencia de diabetes. Por lo tanto es
imprescindible tener en cuenta todos los tipos de condiciones experimentales

antes de llegar a conclusiones sélidas.

1.2.1. Via de transduccion de sefal.

En la retina de ratas diabéticas se ha observado una reducciéon de la expresion
asi como modificaciones estructurales de las proteinas G (Sobrevia y Ma nn,
1997). Se ha descrito una disminuciéon en la relajaciéon inducida a ACh, sin
modificarse la respuesta normal a bradiquinina, en vasos de resistencia aislados de
pacientes con diabetes tipo 1 (McNally e a/., 1994), y en arterias mesentéricas de
ratas STZ (Lash y Bohlen, 1991; Taylor et al., 1995), sugiriéndose una alteracion a
nivel de proteina G. Sin embargo, otros estudios describen una alteracion similar
en la respuesta dependiente de endotelio a diferentes agonistas (Heygate ez al.,
1995; Fulton et al., 1996; Costa e Forti y Fonteles, 1998; Mayhan y Patel, 1995;
1998; Mayhan, 1997) o disminucién en la relajacion al ionéforo de calcio A23187

(Oyama et al., 1986; Durante ¢t al., 1998; Cameron y Cotter, 1992; Fukao ez al,



Introduccién

1997) haciendo que la alteracién en los receptores o los mecanismos acoplados al

receptor sean un mecanismo comun de disfuncién endotelial.

1.2.2. Disponibilidad del sustrato.

A pesar de que el suplemento de L-arginina no es un factor limitante de
velocidad para la sintesis de NO en condiciones normales, la biodisponibilidad
reducida, la alteraciéon en el transporte o el metabolismo de la L-arginina podrian
ser un mecanismo de disfunciéon endotelial en vasos diabéticos. En ratas diabéticas
se ha observado una reduccién marcada de niveles de arginina en suero (Pieper y
Peltier, 1995; Rosen e al., 1996; Angulo et al., 1998) que ha sido atribuida a un
aumento en el consumo de L-arginina debido a un incremento en la sintesis de
NO. De acuerdo con esto, la actividad de la eNOS, medida por la conversion de
’H-L-arginina a °H-L-citrulina, se encuentra incrementada en el endotelio del
corazoén de ratas diabéticas (Rosen ef al, 1996). La L-arginina exdgena restaurd
parcialmente la vasodilataciéon dependiente de endotelio (Pieper y Peltier, 1995;
Fulton e# al., 1996; Matsunaga ez al., 1996; Angulo et al., 1998), pero no en todos
los estudios (Heygate e al., 1995; Koltai ez al., 1997; Mayhan ez al., 1997). Esta
variabilidad en los resultados puede estar relacionada con un efecto inespecifico
de la L-arginina; se sabe que este aminoacido libera insulina, la cual por si misma
puede estimular la vasodilatacion dependiente de endotelio (MacAllister ef 4/,

1995).

1.2.3. Destruccion incrementada de EDRF.

Gran parte de la atencion se ha centrado en la vasodilatacion dependiente de
endotelio. Sin embargo, una relajacién mas transitoria ha sido descrita en aortas de
ratas diabéticas, a pesar de que el grado de relajacion era normal (Hattori ef al.,
1991). La SOD restauré la duracion de la relajacion de las aortas, sugiriendo una

inactivacion de EDRF por radicales libres derivados de oxigeno. En un
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experimento con EDRF, la perfusiéon de la aorta diabética produjo menos
relajacioén, en comparacion con la aorta control. La infusiéon de SOD en un sitio
proximal al segmento donador normalizé las relajaciones, lo que sugiere que
niveles similares de EDRF son liberados por la aorta diabética, pero su accion es

atenuada por las especies reactivas de oxigeno (Pieper ¢ al., 1992).

1.2.4. EDCF.

Varios estudios implican una sobreproduccion de vasoconstrictores derivados
de endotelio, principalmente prostanoides, en la fisiopatologia de la disfuncién
endotelial, por ejemplo en las arteriolas de la piamadre de ratas diabéticas zz vivo y
en aorta aisladas de estas ratas diabéticas (Shimizu ez a/., 1993; Testamariam ef al.,
1989). Estos EDCF's se cree que son liberados junto con EDRFs y se oponen sus
efectos sobre las células del musculo liso. Las alteraciones en las relajaciones son
restauradas por bloqueantes no especificos de la ciclooxigenasa y antagonistas de
receptores de prostanoides TP, pero no por bloqueantes de la sintesis de
tromboxano A,, sugiriendo que el responsable es una prostanglandina-
endoperdxido (Tesfamariam ef al., 1989; 1990; Mayhan ez al., 1991; Shimizu ez al.,
1993). Por otro lado, la inhibicién de ciclooxigenasa no restaur6 la alteracion en la
relajacion dependiente de endotelio en arterias mesentéricas aisladas (Taylor e al.,
1992; Diederich ef al., 1994; Fukao et al., 1997), y en rifién y corazén  aislados y
perfundidos (Quilley e al., 1996; Fulton e# al., 1996) y en la microcirculacion renal
in vivo (De Vriese et al., 1999), indicando que los prostanoides vasoactivos no

juegan un papel importante en la disfuncién endotelial de estos lechos vasculares.

1.2.5. EDHF.

Pocos estudios se han centrado en la contribucién de los EDHF en la

disfuncién endotelial en la diabetes. En ausencia de inhibidores especificos de
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EDHEF, la mayor parte de la evidencia actual es inevitablemente indirecta. La
disminucién de la hiperpolarizacién inducida por ACh y la relajacion resistente a
la inhibicion de la eNOS y a la ciclooxigenasa fue observada en arterias
mesentéricas. En el corazén perfundido de Langendorft (Quilley e7 a/., 1996), en
perfundido de rifién (Fulton ez al, 1996) asi como también la microcirculacion
renal 7z vivo (De Vriese ef al., 1999), la vasodilatacion independiente de eNOS y
COX, de bradiquinina o ACh estuvo profundamente alterada. Otros autores han
observado un déficit mas pronunciado de las relajaciones inducidas por ACh en
presencia de inhibidores de eNOS y ciclooxigensa en arterias mesentéricas (Taylor
¢t al., 1992) o a una disminucién en la relajacién inducida a ACh resistente a la
inhibiciéon de NOS en arterias renales aisladas de ratas diabéticas (Dai e7 al., 1993),
sin estar esto relacionado con los resultados debidos a una alteracion de EDHF.
En aorta de rata aislada, no se encontraron pruebas de una contribucién
disminuida de relajaciones dependientes de endotelio a EDHF (Endo ez 4/, 1995).
Puesto que la contribuciéon de EDHF es mayor en vasos de menor calibre, no es
de sorprender la evidencia de un papel de EDHF en la disfuncién endotelial en

diabetes esté restringida a arterias de resistencia.

1.2.6. Disminuciéon de la capacidad de respuesta del musculo liso

vascular a EDRF.

La gran mayoria de los estudios muestran una vasodilatacién alterada a
agonistas dependientes de endotelio sin que se vea modificada la respuesta a
vasodilatadores independientes de endotelio. Esto sugiere que el estado diabético
no conlleva a una reduccién generalizada en la sensibilidad del muisculo a EDRF,
al menos no inicialmente. En uno de los pocos estudios experimentales en donde
una disminucién de la respuesta a nitrovasodilatadores fue observada, fue
precedida por una respuesta a ACh alterada (Dai ef al, 1993). Una respuesta
alterada a nitrovasodilatadores fue mas frecuentemente encontrada en humanos

(McVeigh et al., 1992; Calver ¢t al., 1992; Zenere et al., 1995; Williams ez al., 1996;
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Clarkson e al., 1996; Lekakis ez al., 1997), quizas debido al estado mas avanzado de
la diabetes. En apoyo a esta afirmacion, la dilataciéon con el dinitrato de isosorbide
estuvo reducida en microalbuminuria, pero no en pacientes con
normoalbuminuria (Lekakis ez a/, 1997). Estos resultados sugieren que distintos
mecanismos pueden mediar la alteracion en la respuesta a agonistas
independientes de endotelio.

Curiosamente, una disminuciéon selectiva en la respuesta vasodilatadora a
agonistas de canales de K' sensibles a ATP ha sido descrita por varios autores

(Cameron y Cotter, 1992; Mayhan y Faraci, 1993; Crijns ¢ al., 1998).

2. Mecanismos de disfuncion endotelial en diabetes mellitus

y resistencia a la insulina.

2.1. Alteracion de la sefializacion de la insulina en células endoteliales.

Un mecanismo importante de disfuncion endotelial en la diabetes mellitus es
la alteracion de las rutas de sefializacioén de activacion de la eNOS en el endotelio.

La relevancia de la disfuncién endotelial en la diabetes, radica en que la
insulina por si misma es un importante estimulo para la activacion de la eNOS. La
unién de la insulina a su receptor presente en las células endoteliales lleva a la
fosforilaciéon del IRS-1 y subsecuentemente a la fosforilacion y activacion de la
eNOS via PI3K/Akt (Kim ¢# al., 2006; Muniyappa ez al., 2007). Este mecanismo
esta respaldado por estudios que demuestran que la produccion de NO estimulada
por insulina es bloqueada por inhibidores tanto de PI3K como de Akt
(Montagnani ef al., 2001; Hartell ez al., 2005). Ademas, mutaciones en el sustrato de
receptor de insulina (IRS-1, Insulin Receptor Substrate-1) disminuyen la fosforilacion

de eNOS estimulada por insulina y su expresion génica en células endoteliales

(Esquema 1).
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Por otro lado, se ha descrito que en ratones deficientes en receptores de
insulina a nivel endotelial presentan una menor expresion de eNOS y una
disminucién de la funcién vasodilatadora endotelial. En modelos animales de
resistencia a la insulina, como las ratas Zucker obesas, se observan alteraciones en
el sistema PI3K/Akt y una menor biodisponibilidad de NO.

La insulina activa otras rutas de sefalizacion celular, ademis de la via
PI3K/Akt, como por ejemplo la via proteina kinasa activada por mitégeno
(MAPK, Mitogen-Activated Protein Kinase) via GTPasa Ras (Nacci e al., 2009). La
activacion de la via MAPK/Ras se relaciona principalmente a un estado
proliferativo. La activacién de esta via de sefializaciéon en células endoteliales ha
sido relacionada con la expresion de ET-1, potente vasoconstrictor y mitégeno, y
con la expresion de moléculas de adhesion proinflamatorias tales como la
molécula-1 de adhesion intracelular (ICAM-1, InterCellular Adhesion Molecule-T).
(Wheatcroft ez al., 2003). En el caso de la diabetes y la resistencia a la insulina, la
activacién de la eNOS mediada por insulina via PI3K/Akt estd inhibida, mientras
que los efectos adversos de la insulina no son contrarrestados, lo que podria
promover la aparicion de enfermedad vascular (Wheatcroft e al, 2003;
Montagnani ez al., 2002). Estimulos fisiolégicos y el flujo sanguineo activan la
eNOS via PI3K/Akt por lo que una alteraciéon de este mecanismo de accién en
diabetes podria jugar un papel importante en la apariciéon de la disfuncién
vascular.

Ademas, estudios en humanos corroboran la importancia de la alteracion de la
via de sefalizacién de la insulina en la disfuncién endotelial.

En sujetos sanos, la infusion de insulina estimula los vasos e incrementa el
flujo sanguineo en tejidos periféricos, y este efecto se encuentra reducido en
pacientes con DM vy resistencia a la insulina. Se sugiere que las acciones de la
insulina en tejidos y la vasculatura estan estrechamente relacionadas y que una
alteraciéon en la capacidad vasodilatadora en respuesta a la insulina podria

contribuir a una modificaciéon del metabolismo de la glucosa.
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La fosforilacion de la Akt y la expresion de la eNOS estaban alteradas en el
tejido arterial recolectado de pacientes diabéticos en el momento de la cirugia de
bypass coronaria (Okon ez al, 2005). Como se ha observado en sistemas
experimentales, la infusion de insulina incrementa los niveles circulantes de ET-1
en humanos, una respuesta que podria estar incrementada en la resistencia a la
insulina (Piatti e al, 1996). Por consiguiente, la alteracion selectiva de la
sefializacion de PI3K/ Akt caracteriza la resistencia a la insulina y puede contribuir
a la disfuncién endotelial y enfermedad vascular en diabetes mellitus tipo 2
(Wheatcroft e al., 2003).

La diabetes mellitus altera otros numerosos mecanismos relacionados con la
activacion de la eNOS. La diabetes y la obesidad estin asociadas con un
incremento en la expresion de caveolina-1, un regulador negativo de la eNOS, en
el endotelio de animales de experimentacion (Lam e al., 2006; Bucci ef al., 2004), y
en el tejido adiposo de pacientes diabéticos (Catalan ez al, 2008). Esto esta
asociado con dafios en la activaciéon de eNOS y dafio en la funcién vasodilatadora.
Asi mismo, como se ha mencionado previamente la diabetes esta asociada con
niveles incrementados de inhibidores enddgenos de eNOS como la dimetil-
arginina asimétrica (ADMA, asymmetric-dimethyl-1 -arginine) (Boger 2003), por lo que
se puede afirmar que la diabetes tiene multiples efectos sobre la sefializacion
celular y la actividad enzimatica, lo que resulta en una incapacidad para producir

NO en respuesta a estimulos fisiolégicos.

2.2. Incremento del estrés oxidativo.

El incremento de estrés oxidativo en la vasculatura es otro de los mecanismos
responsables de la aparicién de disfunciéon endotelial en diabetes. Concentraciones
elevadas de glucosa o acidos grasos libres inducen la producciéon de superéxido y
alteran la biodisponibilidad de NO en la pared vascular, mientras que el
tratamiento antioxidante restaurd la funcién endotelial en estas condiciones

(Testamariam y Cohen, 1992; Davda ¢t al., 1995). El aumento del estrés oxidativo
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tiene la capacidad de disminuir la biodisponibilidad de NO a través de varios
mecanismos (Stocker y Keaney, 2004; Tomasian ez @/, 2000). En primer lugar, el
anion superdxido puede reaccionar con el NO para formar peroxinitrito (ONOO-
) vy eliminar la actividad bioldgica del NO. EI ONOO- es un agente altamente
oxidante que puede modificar la funcién de una gran cantidad de enzimas
celulares (Beckman y Koppenol, 1996). En particular, el ONOO- puede alterar la
actividad catalitica de la eNOS en células endoteliales y de guanilil ciclasa en
células musculares lisas vasculares. Como resultado de esta accion el ONOO-
reduce la producciéon de NO y su capacidad de respuesta en los tejidos diana (Zou
et al., 2002; Munzel ez al., 2005). La produccién incrementada de ROS puede
también influir en el estado redox de cofactores criticos de la eNOS, incluyendo
tetrahidrobiopterina (BH, zetrahydrobiopterin). 1a pérdida de BH, desacopla la
eNOS y promueve la producciéon de superoxido, en lugar de NO (Guzik ef 4/,
2002). Las ROS pueden aumentar los productos de peroxidacion lipidica que
interfieren con la activacién dependiente de receptor de eNOS, inactivar NO, y
disminuir la capacidad de respuesta de los tejidos diana (Hamburg y Vita, 2000;
Tong et al., 2009).

Numerosas fuentes enzimaticas de superdxido han sido identificadas en la
vasculatura diabética. La NADPH oxidasa es un multicomplejo enzimatico
asociado a membrana que genera anién superdxido (O,7) y esta implicada en el
estrés oxidativo en las células endoteliales tanto en condiciones anormales como
en inflamacién (Stocker y Keaney, 2004). En condiciones patoldgicas, incluyendo
la diabetes mellitus, la actividad de la NADPH oxidasa y la producciéon de
superoxido esta incrementada (San Martin ef 4, 2007, Gao y Mann, 2009). El
aumento de la concentracion de acidos grasos libres activa la NADPH oxidasa y
promueve la activacion del factor de transcripcion proinflamatorio NFkB (Nuclear
Factor-«B)(Maloney et al., 2009). La expresion de NADPH oxidasa esta también
regulada a la alza por la angiotensina II (Ang II) (Rajagopalan y Harrison, 1996), y

es interesante como los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina
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tienen efectos vasculares beneficiosos en la diabetes (Henriksen, 2007; Oak y Cai,
2007).

La eNOS desacoplada es otra fuente importante de estrés oxidativo en la
vasculatura diabética. En condiciones fisioldgicas, la eNOS se presentan en forma
de dimero y sintetiza NO, sin embargo, la enzima reduce el oxigeno a O, cuando
hay una disminucién de la disponibilidad del cofactor BH, (Vasquez-Vivar ef al.,
1998). La diabetes esta asociada con el desacoplamiento de la eNOS y la
disminucién de los niveles de BH,. Cuando la BH, es oxidada, se genera un ciclo
mediante el cual el estrés oxidativo conlleva a un desacoplamiento de la eNOS y
un incremento en la produccién de anién superdxido, que a su vez puede reducir
la disponibilidad de 1a BH,, y promover atin mas el estrés oxidativo. De acuerdo
con este mecanismo, la suplementacion de BH, mejora la producciéon de NO vy la
funcién endotelial en modelos animales experimentales (Pieper, 1997; Alp ez al.,
2003) y en humanos con DM tipo 2 (Heitzer ez al., 2000). Otras fuentes de ROS
han sido identificadas. Por ejemplo, la hiperglucemia y la diabetes estan asociadas
con una produccién incrementada de O,” por el sistema aldosa reductasa vy,
componentes de la cadena de transporte de electrones mitocondrial (Brownlee,
2001).

Estudios en seres humanos avalan la importancia del estrés oxidativo como
mecanismo de disfuncién endotelial en la DM y en la resistencia a la insulina. Por
ejemplo, marcadores circulantes de estrés oxidativo, como isoprostanos F2 y
anticuerpos contra la lipoproteina de baja densidad oxidada, estan incrementados
en humanos con diabetes, obesidad y resistencia a la insulina (Meigs ez al., 2007,
Keaney ¢ al., 2003). Estudios clinicos han demostrado una mejoria en la funcién
endotelial con tratamiento antioxidante. En este sentido, la infusion de icido
ascorbico en concentraciones suficientemente elevadas para actuar como
“scavenger” de O,", mejora la funcién endotelial en el antebrazo de pacientes con
DM (Ting et al., 1996). El tratamiento con alfa-tocoferol mejord la funcién
endotelial en las arterias coronarias de pacientes con DM tipo 1, sin presentar

efecto beneficioso en pacientes con DM tipo 2 (Beckman ez al., 2003).
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Aunque el estrés oxidativo es un mecanismo principal y los agentes
antioxidantes pueden mejorar la funcién endotelial en ciertas situaciones, los
resultados clinicos del tratamiento con alfa-tocoferol a gran escala no han podido
demostrar un efecto beneficioso (Lonn e¢# al, 2002; MRC/BHF, 2002). Estos
resultados pueden tener importantes implicaciones en la prevenciéon y
mantenimiento de la enfermedad vascular en diabetes mellitus. Una estrategia
diseflada para inhibir fuentes enzimaticas de especies reactivas del oxigeno
probablemente origine un mayor beneficio que el tratamiento con captadores de
especies reactivas del oxigeno tales como acido ascérbico, alfa-tocoferol, y otros
compuestos antioxidantes. De acuerdo con esto, inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina y antagonistas de receptores de angiotensina limitan
la expresion de NADPH oxidasa inducida por Ang I1 y disminuyen la producciéon
de O, en el endotelio (Minzel ¢ al, 2001). Estos farmacos han demostrado
mejorar la disfuncién endotelial y reducir el riesgo cardiovascular en pacientes con

diabetes mellitus (Yusuf 7 a/., 2000)

2.3. Activacion proinflamatoria del endotelio.

La diabetes se asocia con un estado inflamatorio sistémico que puede conducir
a una alteracion en la funcién endotelial y favorecer la aparicion de aterosclerosis.
Pacientes con diabetes mellitus u obesidad presentan niveles circulantes
incrementados de marcadores inflamatorios, entre los que destacan la proteina C
reactiva, el TNF-o, la IL-6, ¢ ICAM-1 (Keaney et al., 2004; Festa et al., 2000,
Dandona e# al., 1998; Vozarova et al., 2001). Ademas, un incremento en los
marcadores inflamatorios aumenta el riesgo cardiovascular en pacientes diabéticos
(Schulze e al., 2004). Asi mismo, este incremento en los marcadores inflamatorios
circulantes también estd relacionado con una mayor incidencia de apariciéon de
diabetes (Meigs ¢ al., 2004; Pradham ez a/., 2001; Schmidt ef al., 1999; Duncan ez
al., 2003).
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El factor de transcripcion NFkB es un regulador clave de activacion endotelial
y, ademas, ha sido relacionado con la patogénesis de resistencia a la insulina
(Shoelson ez al., 2006; Read ez al., 1994). E1 NFkB es activado por acidos grasos
libres, citoquinas inflamatorias, y el receptor de productos finales de la glicacion
avanzada (RAGE, receptors of AGEs) (Kim ez al., 2006; Kim ez al., 2001; Bierhaus ez
al., 1997; Bierhaus ¢t al., 2001). La activacién de NFkB y posterior degradacion de
su subunidad inhibitoria IkB por la IkB kinasa (IKK-B), permite la translocacon
de las subunidades reguladoras p50 y p65 al nucleo, donde promueven la
expresion de genes inflamatorios. En el musculo esquelético, TNF-« o la sobre-
expresion de IKK-3 produce resistencia a la insulina (de Alvaro ef al., 2004). De
manera inversa, la supresiéon génica o la inhibiciéon farmacolégica de IKK-8 por
salicilatos previenen la resistencia a la insulina (Shoelson e a/., 2006; Yuan et al.,
2001). Estudios realizados en cultivos de células endoteliales y en animales de
experimentacion sustentan la relacién entre la activacion de NFkB, desarrollo de
un fenotipo inflamatorio, resistencia a la insulina, y la alteracién en la bioactividad
de NO (Kim ez al., 2005; Kim et al., 2008).

Recientes estudios en humanos sostienen la importancia clinica de estos
mecanismos. El tratamiento de la obesidad en humanos con salsalato mejora la
sensibilidad a la insulina y disminuye los marcadores circulantes de inflamacion
(Fleischman et al., 2008,). La expresion incrementada de p65 y disminucion de
IkB, ha sido observada en células endoteliales aisladas de individuos longevos y
obesos, provocando la activacion de NFkB, resultados que se relacionan con la
alteracion en la vasodilatacion dependiente de endotelio (Donato et al., 2007,
Donato et al,, 2008). El tratamiento con salsalato de sujetos obesos redujo la
activacion de NFkB en células endoteliales (Pierce et al., 2009). Este efecto estuvo
asociado con una mejora de la sensibilidad a la insulina y vasodilatacion
dependiente de endotelio (Pierce et al., 2009). Estos estudios plantean la
posibilidad de que el tratamiento de la diabetes con salsalato u otros farmacos
anti-inflamatorios podrfan mejorar el control de la glucosa y disminuir el riesgo de

enfermedad cardiovasculat.
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2.4. Activacion de la Protein Kinasa C.

La PKC es una familia de serinas/treoninas quinasa que regulan procesos
celulares incluyendo la activacion y disfuncion de células endoteliales. Las células
mamiferas expresan multiples isoformas de la PKC divididas en tres subfamilias:
PKCs convencionales o clasicas (PKCqa, PKCgI, PKCpII, PKCy), PKCs nuevas
(PKCg, PKCe, PKCy, PKCH, PKCp), y PKCs atipicas (PKC{, PKCA/:) (Geraldes
y King, 2010; Reyland ez a/., 2009).

En condiciones de hiperglucemia la PKC puede ser activada a través de dos
vias: 1) La produccién de superoxido mitocondrial inducido por la hiperglucemia
induce la activacién de la poli(ADP-ribosa) polimerasa lo que provoca la
modificacion e inactivacion de GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate debydrogenase) por
polimeros de ADP ribosa. La inactivacion de la GAPDH resulta en la
acumulacién de intermediarios de glucélisis, el gliceraldeido-3-fosfato, el cual
puede ser convertido a diacilgliceroles (DAG, Dyacylglycero)) promoviendo la
activacion de PKCs clasicas y novedosas. 2) La unién de los productos finales de
la glicacion avanzada (AGEs, Advanced glycation end produts) a sus receptores RAGE
también estimula la activacion de la PKC aunque por mecanismos atn
desconocidos (Thallas e al., 2008).

La hiperglucemia da lugar a la disminucién dependiente de PKC de la
expresion de eNOS y de la generacion de NO en células endoteliales de aorta y
retina (Chakravarthy e @/, 1998; Cosentino et al., 2003). Se ha visto que el
activador de PKC, PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate), aumenta la produccion de
ROS via NADPH oxidasa y a su vez la inhibicion de PKC limita la sintesis de
ROS inducida por hiperglucemia en células endoteliales; por lo que se sugiere que
la PKC reduce los niveles de NO por un efecto scanvenger dependiente de ROS
(Inoguchi ez al., 2000)

17



Introduccion

La PKC es una isoforma importante en células endoteliales y es activada por
DAG en condiciones de concentraciones elevadas de glucosa y acidos grasos
(Inoguchi ez al., 1992; Xia et al., 1994).

La activacion de la isoforma PKCJ podria explicar la relacion que existe entre
inflamacién, disfuncién endotelial y resistencia a la insulina en diabetes mellitus
(Das y King 2007; He y King 2004). La PKCp inhibe la PI3K y Akt resultando en
la disminucién de la fosforilacion de eNOS. PKCp también activa al factor NFkB
(Rask-Madsen y King, 2005; Itani e al, 2002). Asi mismo cabe destacar que la
inhibicién de la PKCB mejora la biodisponibilidad de NO, y reduce la activacion
inflamatoria del endotelio en modelos experimentales (Naruse ez a/., 2006; Cotter
et al., 2001; Hink ez al., 2001; Ishii ef al., 1996; Kouroedov ez al., 2004).

Tanto la estaurosporina como la calfostina, inhibidores de las isoformas
clasicas y nuevas de la PKC respectivamente, bloquean la activacién del NFkB
inducida por hiperglucemia (Morigi ez al., 1998; Pieper y Riaz, 1997). Un inhibidor
especifico de la PKC (ruboxistaurin) es capaz de prevenir la expresiéon de ICAM-
1 inducida por AGEs y la adhesion leucocitaria en células endoteliales humanas de
la vena umbilical (HUVECs, Human Umbilical Vein Endothelial Cells) (Xu et al.,
2010). De igual forma, otro inhibidor de la PKCB, LY379196 previene la
activaciéon del NFkB inducida por hiperglucemia (Kouroedov ez al, 2004), la
expresion de molécula-1 de adhesion vascular (VCAM-1, Vascular Cellular Adbesion
Molecule-7), (Kouroedov et al, 2004) y la apoptosis (Quagliaro ez al, 2003),
sugiriendo que la PKC@ puede ser una diana importante para limitar la activacion
endotelial asociada a diabetes 7 vzvo.

En humanos se ha descrito que el tratamiento con un inhibidor de PKCfJ
previene el desarrollo de disfuncién endotelial tras la infusiéon de glucosa en el
antebrazo de voluntarios sanos (Beckman e @/, 2002) y mejora la dilataciéon por
flujo arterial braquial en pacientes con DM. Ademas, se ha demostrado que en
ratas diabéticas inhibidores de PKCJ previenen las complicaciones renales y de
retina y mejoran la vasodilatacion aortica inducida por ACh (Ishii ef al, 1996;

Nangle ez al., 2003).
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2.5. Disfuncion mitocondrial.

En la cadena de transporte de electrones participan una serie de enzimas redox
que reducen el oxigeno a agua, la funcién principal de la cadena transportadora de
electrones es generar ATP, aunque presenta otras funciones celulares incluyendo
un papel en la via de sefializaciéon de produccion de superdxido (Turrens, 2003).
El principal consumo de O, por la mitocondria se relaciona con la sintesis de
ATP, 1-2% es convertido en anién superdxido en condiciones fisiologicas
(Chance et al., 1979). Las ROS derivadas de la mitocondria estan involucradas en
el crecimiento, diferenciaciéon y muerte celular programada (Duchen, 2004;
Darley-Usmar V, 2004; Ramachandran ez a/., 2002; Brand ef al., 2004; Green y
Kroemer, 2004; Chen et al., 2004; Quintero ef al., 2006). Niveles incrementados
de ROS presentan efectos patologicos en la diabetes.

Las fuentes principales de generacion de O, mitocondrial son los complejos I
y III. El complejo 111, parece ser responsable de la generacién de O,” mitocondrial
principalmente en el corazén y en el pulmoén, mientras que el complejo I es la
fuente principal de generacion de O, mitocondrial en el cerebro (Turrens, 2003).
El complejo IV (citocromo oxidasa) cataliza la reduccién de oxigeno a agua,
donde el O, actia como intermediario de la reaccién.

Los sistemas de defensa antioxidantes mitocondriales protegen contra los
efectos de deterioro de las especies ROS formadas dentro de la mitocondria.
Dentro del espacio intermembrana de la mitocondria se encuentra la forma
citosolica de la superdxido dismutasa (Cu, Zn-SOD), que cataliza la reduccion del
superéxido a peroxido de hidrogeno (Turrens, 2007). La expresion de la forma
soluble de la enzima es regulada a la baja en condiciones de hiperglucemia (Ding e#
al., 2007). También se encuentra dentro del espacio intracelular el citocromo C, el
cual puede oxidar el superéxido a oxigeno. La superdxido dismutasa (Mn-SOD),
la cual estd localizada en la matriz mitocondrial, es un sistema antioxidante

efectivo durante periodos de estrés oxidativo crénico (Turrens, 2007). La
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mitocondria también contiene distintas peroxidasas, las cuales reducen los
peroxidos toxicos. Dentro de este grupo, la glutation peroxidasa cataliza la
reduccion de peroxido de hidrégeno a agua usando el glutation reducido como un
donador de hidrogeno. La subsecuente reduccion de glutation oxidado se cataliza
por la glutation reductasa. Ademas de las enzimas antioxidantes, la mitocondria
también contiene antioxidantes no enzimaticos, los mas importantes incluyen
vitamina E, coenzima Q, acido lipdico y glutation (Evans ef @/, 2002; Rolo y
Palmeira, 20006).

Ha sido demostrado que la hiperglucemia promueve reacciones dependienetes
de ROS, tales como la glicacién y la inactivacion parcial del complejo III (Rosca ef
al., 2005), asf como también la regulacion a la baja de la codificacion de genes de
proteinas del complejo 111 (Palmeira e /., 2007). Sin embargo, la sobreexpresion
de la SOD mitocondrial protege a las células endoteliales del dafio oxidativo
inducido por diabetes (Du ez a/., 2000; Kowluru e al., 2006; Nishikawa ez al., 2007).

La formaciéon de nuevas mitocondrias (biogénesis) esta regulada por
coactivador-1 (PGC-1a) del PPAR v y el factor respiratorio nuclear-1 (NRF-1),
este proceso es dependiente de la eNOS y de la biodisponibilidad del NO (Nisoli
et al., 2003; Nisoli e al., 2004; Nisoli ez al., 2007; Nisoli e al., 2005).

Existe un reconocimiento creciente de la importancia de la biogénesis y
dinamica energética mitocondrial asi como la produccién de ROS en la diabetes.
Las mitocondrias son organulos dinamicos en la célula. Se mueven, fusionan,
dividen y forman redes tubulares que pueden favorecer la liberacion de organelas
en areas de mayor demanda energética. El equilibrio entre los procesos de fusiéon y
fisién se refiere como dinamica mitocondrial (Twig ez al., 2008; Menzies y Gold,
1979). La fusion es beneficiosa para la distribucién mitocondrial y DNA. La
mitocondria hija disfuncional producida por la fisién es eliminada de la célula por
autofagia. La pérdida del balance entre los procesos de fision y fusiéon se asocian a
alteraciones en la funcién mitocondrial y ciertas condiciones patoldgicas. Estas
mitocondrias disfuncionales incrementan la produccion de especies reactivas de

oxigeno y reducen la sintesis de ATP.
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La diabetes y la resistencia a la insulina estan fuertemente relacionadas con
anormalidades en la funcién mitocondrial (Lowell y Shulman 2005; Kim e a/,
2008; Zorzano et al., 2009). La glucosa y el metabolismo de los lipidos en gran
parte dependen de la mitocondria para generar energia en las células. De esta
manera, cuando la oxidacién de nutrientes es ineficiente, la proporciéon de la
produccién de ATP/consumo de oxigeno es baja, dando lugar a un aumento de la
producciéon de aniones superdxido. La formaciéon de especies reactivas del
oxigeno puede tener consecuencias desadaptativas que incrementan la tasa de
mutagénesis y estimulan los procesos proinflamatorios (Kim ez a/., 2008).

La disminucién de la oxidacién de los acidos grasos por la mitocondria y/o la
disminucién de la masa mitocondrial pueden llevar a un incremento en la
concentracion de diacilgliceroles y la activacion de la PKC, 1a cual bloquea la sefal
de insulina y activa el NFkB (Shoelson ¢# 4/, 2006; Lowell y Shoulman 2005).
NFkB es también activado por citokinas inflamatorias y por el receptor para
RAGE (Kim ¢# al., 2001; Bierhaus e# al., 1997; Bierhaus e# a/l., 2001). El incremento
en la concentracién de glucosa incrementa el potencial de la membrana
mitocondrial y la produccion de radicales (Brownlee 2001; Nishikawa ef a/., 2000).

Se ha observado en estudios clinicos una alteracién en la funciéon
mitocondrial en pacientes con diabetes. Por ejemplo, esta disminuida la
fosforilacion oxidativa (Petersen et al, 2004) y la expresion de genes de la
fosforilacién oxidativa en musculo esquelético (Patti ef al., 2003; Mootha ef al.,
2003) de pacientes diabéticos (Petersen ef al., 2003) e hijos de diabéticos. El
musculo esquelético de pacientes con diabetes se caracteriza por mitocondrias
mas pequenas, disminucion de la masa mitocondrial y disminucién de la expresion
génica relacionada con la biogénesis mitocondrial (Kim ez @/, 2008; Patti et al.,
2003; Morino et al., 2005; Kelley ez al., 2002; Ritov e al., 2005). Cambios en el
estilo de wvida, incluyendo restriccion caldrica y ejercicio, conllevan a un
incremento en la biogénesis mitocondrial (Kim ez a/., 2008; Pilegaard et al., 2003).
Trabajos recientes han demostrado una relacién entre la disfuncién endotelial y

alteracion en la biogénesis mitocondrial y la producciéon de O,  en arteriolas

21



Introduccion

aisladas de pacientes con DM en comparacion con los controles sanos (Widlansky
et al., 2009). Asi, estudios experimentales han establecido firmemente una relacién
entre la disfuncién mitocondrial y la diabetes, y este mecanismo parece contribuir
con la disfuncién endotelial en DM humana.

Las ROS derivadas de la mitocondria pueden dafiar el DNA mitocondrial,
alterando la expresion de enzimas de fosforilaciéon oxidativa y disminuyendo la
utilizacién de sustrato. Las proteinas desacopladoras mitocondriales (UCP’s)
previenen la hiperpolarizaciéon de la membrana y limitan la sintesis de O,". Se ha
observado que la sobreexpresiéon de UCP en musculo esquelético previene el
desarrollo de diabetes y de obesidad inducida por la dieta y diabetes. La diabetes
se ha asociado con una alteracion en la biogénesis mitocondrial, fusion
mitocondrial y autofagia, lo que provoca en la célula una menor masa
mitocondrial y el predominio de fragmentos y mitocondrias disfuncionales (Li e#
al., 2000).

En multiples estudios se ha encontrado que la prevencién en la produccion de
ROS o el realce en los sistemas antioxidantes celulares limitan la capacidad de la
hiperglucemia para promover la activaciéon y la disfuncién endotelial. La
inhibicién de la produccién del superéxido mitocondrial previene la produccion
de ROS inducida por hiperglucemia, la acumulacién de AGE, y la activacion de la
PKC sugiriendo que ésta ruta juega un papel central en las respuestas de las células
endoteliales inducida por hiperglucemia (Nishikawa ez a/, 2000). El empleo del
inhibidor del complejo II mitocondrial, tenoiltrifluoroacetona (TTFA, 2-
thenoyltrifluoroacetone) o un mimético de la Mn SOD, cloruro de Mn TBAP redujo la
produccién de ROS inducida por hiperglucemia, a la vez que suprimi6 la
expresion de genes inflamatorios (Quagliaro ez al., 2005; Quagliaro ez al., 2007) e
incremento la produccién de NO (Quagliaro ez al., 2007).

Nishikawa y col. (2000) demostraron que, en células endoteliales adrticas
bovinas (BAECs, Bovine aortic endothelial cells) expuestas a elevados niveles de
glucosa coincubadas con CCCP (un desacoplador de la fosforilacion oxidativa) se

disminuye la producciéon de ROS.
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Figura 1. Esquema de la alteracion de la seiializacion de la insulina PI3K-Akt-eINOS-NO como

una caracteristica de resistencia a insulina. Esquema modificado de Qinjun et al., 2011.
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3. Modelo de diabetes inducida por estreptozotocina (STZ).

La induccién experimental de diabetes en animales de experimentacién se
realiza empleando sustancias con selectividad para destruir las células B
pancreaticas. Los diabetogenos mas usados para inducir diabetes en ratas son la
aloxana y la estreptozotocina (Szkudelski, 2001).

La estreptozotocina (STZ, 2-deoxi-2-(3-(metil-3-nitrosoureido)-D-
glucopiranosa), es sintetizada por el Streptomycetes achromogenes y es empleada para
inducir tanto diabetes insulino dependiente como no insulino dependiente
(IDDM, insulin-dependent diabetes mellitns y NIDDM, non insulin-dependent diabetes

mellitus, respectivamente).

Estreptozotocina

Figura 2. Estructura quimica de Estreptozotocina.

La accion de la STZ sobre las células B esta acompanada por alteraciones en
las concentraciones plasmaticas de insulina y glucosa. Dos horas después de la
administracion, se observa hiperglucemia, alrededor de 6 horas mas tarde, se pasa
a un estado hipoglucémico acompanados de niveles elevados de insulina en
sangre. Finalmente, se desarrolla la hiperglucemia y los niveles de insulina
disminuyen (West ¢ al., 1996). Estos cambios en las concentraciones plasmaticas
de insulina y glucosa, conllevan a alteraciones en las funciones de las células

pancreaticas. La STZ altera la oxidacién de la glucosa (Bedoya et al, 1996) y
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disminuye la secrecion y biosintesis de la insulina (Bolaffi ez a/., 1987, Nukatsuka ez
al., 1990b). Se ha observado que la STZ elimina la respuesta de las células 8 a la
glucosa, conllevando esto a una pérdida permanente en su respuesta (West ez al.,
1990).

Con frecuencia se utiliza una sola dosis de entre 40 a 60 mg/Kg/peso via
intravenosa para inducir DM en ratas adultas (Ganda ef a/, 1976). Cuando se
administran 50 mg/Kg/peso de STZ via intravenosa a las ratas, la glucosa en
sangre (determinada 2 semanas después del tratamiento) puede alcanzar
concentraciones de hasta 15 mM (Szkudelski T ez a/., 1998).

Se ha descrito que el principal mecanismo por el cual la STZ, una vez en el
interior de la células B a través del transportador GLUT2, induce la muerte de
¢éstas es la alquilacion del DNA (Delaney et al, 1995, Elsner et al, 2000),
principalmente en la posiciéon O° de la guanina (Lenzen, 2007). La transferencia
del grupo metilo desde la STZ a la molécula de DNA causa alteraciones, las cuales
desencadenan una serie de eventos (Pieper e/ al, 1999) que conducen a la
fragmentacion del DNA (Yamamoto e¢7 al., 1982, Morgan et al., 1994) y evocan a
otros cambios deletéreos en las células. La alteracion en el DNA inducida por
STZ activa la poli ADP-ribosilacion (Sandler y Swenne 1983) que lleva a la
deplecion de NAD™ y ATP (Uchigata ef al, 1982; Yamamoto ef al., 1981; Schein y
Loftus, 1968; Sandler y Swenne, 1983) y la subsecuente inhibicién de la sintesis y
secrecion de insulina (Nukatsuka e @/, 1990b). El agotamiento de la energia
celular almacenada conduce a la necrosis de las células 3.

Se ha propuesto como hipétesis alternativa que parte del efecto diabetégeno
de la STZ puede deberse a su capacidad para donar NO intracelular (Turk ez a/,
1993), como consecuencia del incremento en la actividad guanilil ciclasa y un
aumento en la formacién de GMPc (Turk et al., 1993). La STZ se ha descrito
como un donador de NO al presentar un grupo nitroso en su estructura (Krénche
et al., 1995). Esta molécula es liberada cuando la STZ es metabolizada dentro de

las células (Kronche ez al., 1995). Numerosos estudios sugieren que el NO no es la
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unica molécula responsable del efecto citotéxico de la STZ, indicando que NO no
es indispensable para la accién téxica de la STZ como agente alquilante.
Finalmente, se ha observado que la STZ genera ROS, las cuales también
contribuyen a la fragmentacion del DNA y provocan otros cambios que
deterioran las células (Takasu e# al., 1991b, Bedoya ¢f al., 1996). La formacién de
anion superoxido resulta tanto de la accion de la STZ sobre 1a mitocondria como
del incremento en la actividad de la xantina oxidasa. Se ha demostrado que la STZ
inhibe el ciclo de Krebs (Turk e al, 1993) y subsecuentemente disminuye el

consumo de oxigeno de la mitocondria (Nukatsuka ez /., 1990Db).

[ Estreptozotocina ]

Accion Captacion selectiva célula B via GLUT2
selectiva-célula p | |
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Modo de muerte | Muerte celul_a P 4
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e ~\
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Figura 3. Esquema representativo de los efectos txicos de la estreptozotocina en células § induciendo

una diabetes quimica. Esquema modificado de Lengen, 2008.
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4. Receptores activados por el proliferador de peroxisomas.

4.1. Receptores.

4.1.1. Introduccion.

Los peroxisomas son organulos subcelulares cuyo papel es eliminar el
hidrégeno mediante el oxigeno molecular a través de enzimas oxidasas y catalasas;
jugando un papel importante en procesos metabolicos celulares como el
catabolismo del colesterol y la B-oxidacion de los acidos grasos (Vamecq y Draye,
1989). La proliferacién de peroxisomas se observé por primera vez en ratas
tratadas con clofibrato en 1960 (Duve, 1969).

En 1990, el primer receptor del proliferador de peroxisomas fue clonado a
partir de higado de ratén y se denominé receptor activado por el proliferador de
peroxisomas, PPAR (del inglés, Peroxisome Proliferator-Activated Receptor) (Issemann y
Green, 1990). Poco después, se identificaron tres tipos de receptores PPARs:
PPARa, PPARB/8 (PPARR) y PPARy (Dreyer ef al, 1992).

Los PPARs son factores de transcripcion pertenecientes a la superfamilia de
receptores nucleares. En el sistema de nomenclatura actual, PPARs se agrupan en
la subfamilia 1C de receptores nucleares hormonales (PPAR« - NR1C1; PPAR -
NR1C2; PPARy - NR1C3) (Auwerx e al, 1999). Las tres isoformas se expresan
por distintos genes: el gen PPARa esta localizado en el cromosoma 22 en la
region general 22q12-q13.1, el gen PPARy se encuentra en el cromosoma 3 en la
posicion 3p25, mientras que el gen PPARP aparece en el cromosoma 6 en la
posicion 6p21.1-p21.2 (Yoshikawa ez al, 1996; Greene et al, 1995; Sher et al,
1993).
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4.1.2. Caracteristicas estructurales y mecanismo de accion.

La estructura de los PPARs incluye cinco o seis regiones estructurales en
cuatro dominios funcionales, conocidos como A/B, C, D y E/F (Robinson y

Grieve, 2009):

a) El dominio amino-terminal A/B, regula la actividad del PPAR,
contiene un dominio funcional para la activacion de la transcripcion (AF-
1, transcriptional Activation Function), el cual es independiente de ligando. La
fosforilacién en esta region regula la actividad transcripcional dependiendo
del tipo de receptor. Asi, por ejemplo, la insulina puede activar la
transcripcion de PPAR« via fosforilacion por MAPK en residuos de serina
Ser? y Ser” (Shalev e al, 1996; Juge-Aubty et al, 1999), mientras la
fosforilacion de Ser'” por MAPK provoca la inactivaciéon de PRAR
(Adams et al, 1997; Camp y Tafuri, 1997).

b) Un dominio C o de unién al acido desoxirribonucleico (DNA,
DesoxiriboNucleic Acid) (DBD, DN.A-Binding Domain), en su estructura
contiene dos “dedos de zinc” y promueve la unién del receptor a una
secuencia del DNA en la regién promotora de genes diana, conocida
como elemento de respuesta del proliferador de peroxisomas (PPRE,

Peroxcisome Proliferator Response Element).

¢) Un dominio carboxilo-terminal E/F o dominio de uniéon a
ligandos (LBD, Ligand-Binding Domain) responsable de la especificidad de
los ligandos y la activacién de PPAR mediante la unién al PPRE de los
genes diana (AF-2).
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d) Un dominio D, o bisagra que hace posible los cambios
conformacionales de plegamiento del receptor y su interaccién con

coactivadores y correpresores.
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Figura 4. Esquema representativo de los dominios funcionales de PPARs y la similitud entre las
isoformas. El dominio amino terminal A/ B con accion activadora de la transcripcion independiente de
ligando (AF-1). El dominio C promueve la unién a una secuencia de DNA. El dominio D o “bisagra”
une el domino de nnion de DNA al dominio de union del ligando y actiia como sitio de union de

cofactores. El dominio E/F también recluta cofactores que ayndan al proceso de transactivacion

dependiente de ligando (AF-2). Esquema modificado de Ebrenborg y Krook, 2009.

Los PPARs son factores de transcripcion que para ser transcripcionalmente
activos necesitan formar un heterodimero con el receptor del acido 9-cis retinoico
(RXR, Retinoid X Receptor, NR2B) (Kota et al, 2005; Kliewer ez al, 1992). El
heterodimero PPAR-RXR se une al PPRE, que consiste en repeticiones directas
de la secuencia consensus, 5-AGGTCA n AGGTCA-3’, separada por uno (DR-1)
o dos (DR-2) nucledtidos (Torra et al., 2001) y localizada en la regién promotora
del gen diana. La unién se produce de tal manera que PPAR esta siempre
orientado al extremo 5' del DNA, mientras que RXR se orienta al extremo 3'.

Los ligandos de cualquiera de los receptores que conforman el heterodimero
son capaces de inducir, independientemente, la transcripciéon de genes diana; pero
cuando ambos receptores son activados simultineamente resulta en un aumento
sinérgico significativo de la transcripciéon de genes (Kleiwer ef al, 1992;

Mangelsdorf y Evans, 1995).
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4.1.3. Coactivadores/correpresores de PPARs.

Un gran nimero de proteinas actGan como coactivadores o correpresores
regulando la actividad de PPARs, bien estimulando o reprimiendo la transcripcion
genética, respectivamente.

En ausencia de ligando, el heterodimero PPAR-RXR se encuentra unido a
proteinas correpresoras, como el mediador de silenciamiento para el receptor de la
hormona tiroidea y retinoide (SMRT, Silencing Mediator for Retinoid and Thyroid
receptor) y el correpresor de receptor nuclear (NcoR, Nuclear receptor co-Repressor), los
cuales previenen la transcripcion de genes a través de su actividad histona
deacetilasa (Chen y Evans, 1995; Hotlein ez al., 1995; Xu ¢t al., 1999).

Sin embargo, una vez que se une el ligando al receptor se produce un cambio
conformacional que facilita la disociacién del correpresor de tal forma que el
heterodimero PPAR-RXR puede unirse al PPREs. Una vez activado, también
permite la unién de varios coactivadores que promueven la iniciacién de la
transcripciéon (Chinetti ez al, 2000), como la proteina fijadora de PPAR (PBP,
PPAR-Binding Protein) y el coactivador del receptor de esteroides (SRC-1, Szeroid
Receptor Coactivator-1) (Zhu et al., 1997; Nolte et al., 1998). Mas recientemente se
han identificado otros coactivadores como son las proteinas coactivadoras de
PPARy (PGC-1, PPARy Coactivator Protein), PGC-1a (Puigserver et al, 1998) y
PGC-18 (Lin ez al, 2002), que se encuentran en los tejidos que presentan un alto
metabolismo mitocondrial. Todo ello da lugar a cambios en los niveles de
expresion de acidos ribonucleicos mensajeros (mRNA, messenger RiboNucleic Acid)
codificados por genes diana de PPAR.

La actividad de PPAR asimismo puede estar regulada a nivel
postranscripcional por fosforilacién, ubiquitinizacién y sumoilaciéon (Feige e al,
2000).

PPAR también regula la expresion génica de forma independiente de la unién
a PPREs. Interfiere con otros tipos de factores de transcripcion e influyen en su

funcién sin la unién al DNA, a través de un mecanismo denominado
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transrepresion dependiente del receptor (Daynes y Jones, 2002). La mayoria de los
efectos antiinflamatorios de los PPARs probablemente puedan explicarse a través
de este mecanismo (Kamei e al, 1996; Li et al, 2000). PPAR suprime las
actividades de varios factores de transcripcion, como el factor nuclearxB (NF -»B,
Nuclear Factor-«B), la proteina activadora 1 (AP-1, Activator Proteina-1), transductor
de sefales y activador de la transcripcion (STAT, Signal Transducer and Activator of
Transcription) y el factor nuclear de las células T activadas (NFAT, Nuclear Factor of
Activated T-cells).

Hay tres mecanismos principales de transrepresién por los cuales complejos
PPAR-RXR activados por ligando regulan negativamente la actividad de otros

factores de transcripcion:

a) En primer lugar, la transrepresion puede ser consecuencia de la
competencia por cantidades limitadas de coactivadores que comparten. En
condiciones en las que los niveles de coactivadores especificos estan
limitados, la activacion de PPAR puede suprimir la actividad de otros
factores de transcripcién que utilizan el mismo coactivador (Delerive ez al,

1999 2 y b).

b) En el segundo mecanismo, se cree que los heterodimeros PPAR-
RXR activados actian a través de la interacciéon fisica con factores de
transcripcion (AP-1, NF-xB, NFAT 6 STATSs). Esta asociacion evita que
el factor de transcripcién se una a su elemento de respuesta y por ello,
inhibe su capacidad de inducir la transcripciéon de genes (Desreumaux ez

al,, 2001).

c) El tercer mecanismo de transrepresion se basa en la capacidad del
heterodimero PPAR-RXR para inhibir la fosforilaciéon y activacion de

ciertos miembros de la cascada MAPK (Johnson e a/, 1997), lo que
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impide la activacion de otros factores de activacion que se encuentran mas

debajo de la cadena de senalizacion.

PPAR

NF-kB ) AP1 STAT NFAT

Promotor Gen diana
PPAR

PPRE Gen diana TRANSREPRESION
J células endoteliales
TRANSACTIVACION células musculo liso vascular
higado macréfagos

tejido adiposo
musculo esquelético

Efectos antioxidantes

Metabolismo lipidico Efectos antiinflamatorios

y glucidico

Remodelado vascular

Figura 5. Mecanismo de accion de PPARs. Tras la activacion por ligandos especificos, PPAR se
heterodimeriza con RXR y se une al PPRE especifico sobre el promotor de los genes diana, regulando el
metabolismo glucidico y lipidico. Este proceso es denominado transactivacion (izquierda). PPARs
también interactria con diferentes factores de transcripcion (NFxB, AP-1, STAT y NEAT)
independientemente de la union al DNA, de esta forma reprime la transcripcion de  genes

proinflamatorios y prooxidantes. Este proceso es denominado transrepresion (derecha).

4.1.4. Tipos de receptores PPAR.

Los PPARs pueden ser activados por acidos grasos, en particular
poliinsaturados, y regulan diversos aspectos de los procesos metabdlicos, tales
como la homeostasis glucidica y lipidica asi como el control de la proliferacion y

diferenciacion celular (Willson ez /., 2000; Berger y Moller, 2002).

32



Introduccién

a) PPARu.

Se encuentra en tejidos con un elevado catabolismo de acidos grasos y
oxidaciéon dependiente de peroxisoma, como el higado, grasa marrén, corazon,
rifién, musculo esquelético, mucosa intestinal y pancreas (Braissant ez a/, 1990;
Schoonjans ez al, 1996). Esta involucrado principalmente en el metabolismo de
lipidos y es activado por ligandos endégenos como por ejemplo leucotrieno B,
(LTB,) o acido 8-hidroxieicosatetracnoico (8-HETE) y exdégenos como los
fibratos. Activa el catabolismo de acidos grasos y estimula la gluconeogénesis
(Keller ez al, 1993; Gulick e# al., 1994; Kersten et al, 1999). Este aumento de la
oxidacion de acidos grasos en respuesta a la activacion de PPAR« da lugar a la
reducciéon de los niveles de triglicéridos circulantes y del almacenamiento de
lipidos en el higado, musculo y tejido adiposo (Chou ¢/ /., 2002). En consecuencia
a todas sus acciones en el organismo, los fibratos son de amplio uso clinico para el
tratamiento de dislipidemias.

La activacion de PPARa también posee efectos antiinflamatorios. En ratones
modificados genéticamente deficientes en PPARx, se observé una respuesta
inflamatoria prolongada que se asoci6 a una degradaciéon del mediador
inflamatorio quimiotactico, LTB, (Devchand e a/, 1996). Se sugiere que PPAR«a
podria mediar sus acciones antiinflamatorias a través de la reduccién de la
generacion de citocinas. Esto podria deberse a la reduccion de la actividad de NF-
#B y, como consecuencia de la ciclooxigenasa inducible, COX-2 y de citocinas

proinflamatorias (Poyner y Daynes, 1998; Staels ez a/., 1998).
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b) PPARY.

Se expresa principalmente en el tejido adiposo y vascular, el higado y las
células del sistema inmune. Se relaciona con la adipogénesis y la homeostasis de la
glucosa, y es activado por ligandos endégenos como la deoxiprostaglandina ]2
(15d-PGJ2), el acido 15-hidroxieicosatetracnoico (15-HETE) o el acido 13-
hidroxioctadecadienoico (13-HODE) y ex6genos como las tiazolidindionas. Esta
implicado en la diferenciacién de adipocitos y el almacenamiento de lipidos en el
tejido adiposo blanco (Tontonoz ez al, 1994; Rosen ez al., 1999). PPARy participa
en el metabolismo de la glucosa a través de una mejora de sensibilidad a la insulina
(Kubota e# al., 1999; He et al., 2003; Hevener et al., 2003), por lo tanto, agonistas
sintéticos de PPARy (tiazolidindionas, glitazonas) se usan como
antithiperglucemiantes al incrementar o sensibilizar la acciéon de la insulina para
tratar a los pacientes con diabetes tipo 2. PPARy regula numerosos genes
implicados en la sefializacion de la insulina y en el control de la expresion de
citocinas proinflamatorias, como el factor de necrosis tumoral o (ITNF-o, Tumor
Necrosis Factor a). La activacion de PPARy reduce significativamente la produccion
de TNF-a por adipocitos, el cual juega un papel estabilizador en el desarrollo de la
resistencia a la insulina (Moller, 2000). En diabetes, PPARy mejora la homeostasis
de la glucosa al incrementar el transporte de glucosa en adipocitos, regula la
liberacién de la hormona derivada de adipocitos, resistina, disminuye la formacién
de glucosa e incrementa su disponibilidad en el musculo esquelético (Kota e7 4/,
2005).

Al igual que PPARa, se han descrito efectos antiinflamatorios para los
receptores PPARYy. La exprespn de PPARy esta marcadamente incrementada en
los macréfagos activados y el aumento de su actividad, mediada por el activador
PG]J2, se ha visto que inhibe la actividad de NFxB, AP-1 y STAT, factores de
transcripcion que incrementan la expresion de citocinas proinflamatorias (Ricote ez

al, 1998).
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La activacion de PPARy estimula la diferenciacion celular y la apoptosis por lo
que se ha sugerido que podrian ser beneficiosos en el tratamiento de canceres. Por
ejemplo, se ha visto que los agonistas de PPARYy presentan efectos antitumorales
en canceres de pecho (Mueller ez al., 1998), colon (Jackson ez al., 2003) y prostata
(Kubota et al, 1998) tanto en estudios realizados en células aisladas como en
animal entero.

Inicialmente se crefa que los PPARs regulaban los genes que participan sélo en
el metabolismo lipidico y glucidico (Marx e al, 2004). En los ultimos afios, se
sugiere que la activaciéon del PPARa o PPARy puede ejercer una proteccion
cardiovascular mas alla de sus efectos metabdlicos (Leibovitz e al., 2007). Los
resultados muestran un perfil cardiovascular favorable debido a sus efectos
antiateroscleréticos, antiinflamatorios y vasodilatadores (Schiffrin ez a/, 2003), y a
su capacidad para inhibir la proliferaciéon de las células del musculo liso vascular
(CMLYV) y endoteliales (Lee ef al, 2006; Benkirane et al., 2000), para reducir la
hipertrofia cardiaca (Asakawa ez a/, 2002), para inhibir la agregaciéon plaquetaria
(Moraes et al., 2007) y para disminuir la presion arterial (Khan ez a/., 2005; Iglarz ez
al., 2003). Los agonistas PPARx o PPARy ejercen efectos antihipertensivos en
modelos humanos y animales con o sin trastornos metabdlicos (Raji ez a/, 2003;
Fullert ez al., 2002; Schitfrin, 2005; Diep ez al, 2002). Los mecanismos subyacentes
a los efectos beneficiosos de los PPARs mas alla del metabolismo glucidico y
lipidico, pueden estar relacionados con sus acciones antiinflamatorias y
antioxidantes. Asi, la activaciéon de PPAR« o PPARy antagoniza las acciones de la
Ang II, la activacién de NADPH oxidasa y la generaciéon de ROS, asi como el
aumento de mediadores proinflamatorios y moléculas de adhesion en los vasos

sanguineos.
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c) PPARG.

A pesar de ser el receptor PPAR mas ampliamente expresado en los tejidos
humanos, su papel fisiologico y fisiopatolégico es menos conocido. Se ha
implicado en la formacién de tejido adiposo (Vosper e# al., 2001), el desarrollo del
cerebro (Cimini et al, 2005), la proliferacion de células (Piqueras e al, 2007), la
funcién placentaria (Barak ef a/, 2002) y la inflamacién (Lee ez al, 2003).

Se ha demostrado que PPARJ se expresa de forma ubicua en ratas adultas,
aunque en algunos estudios, existen grandes diferencias en la expresion en el
corazon y el higado (Braissant ez a/., 1996). Curiosamente, la expresion de PPARB
se pone en cuestion cuando nos fijamos en el patrén de desarrollo en la piel, que
esta bien caracterizado. PPARJ estd presente en los queratinocitos de ratén
durante el desarrollo fetal y desaparece tras el nacimiento (Michalik ez @/, 2001),
mientras que en los seres humanos, la expresion PPAR sigue siendo elevada en
queratinocitos diferenciados (Rivier ef a/, 1998; Matsuura ez al, 1999; Westergaard
et al, 2001), lo que es necesario para mantener las diferencias entre especies
potenciales en la expresion PPARSB.

Los ligandos enddégenos para PPARJ son los dcidos grasos, triglicéridos,
prostaciclinas y acido retinoico (Xu ez al, 1999; Berger et al, 1999; Shaw et al.,
2003; Sznaidman ez al., 2003).

A continuacion se describiran mas detalladamente las caracteristicas y efectos

de este receptor clave en el desarrollo de la Tesis Doctoral.

4.2. Ligandos especificos PPARR.

Estudios de cristalografia de rayos X de PPARp revelaron un sitio
excepcionalmente grande de unién al ligando, de aproximadamente 1.300 A’
similar al de PPARy pero mucho mas grande que los sitios de unién de otros

receptores nucleares (Takada ez a/, 2000; Xu et al., 1999). Se cree que la mayor
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dimension es para dar cabida a la unidon de varios acidos grasos y otros acidos
anfipaticos a PPARB a través de enlaces de hidrégeno e interacciones
hidrofébicas. Varios acidos grasos saturados (de 14 a 18 carbonos) asi como
acidos grasos poliinsaturados (de 20 carbonos) se unen a PPAR con afinidades
de rango micromolar (Forman ez al, 1997; Yu et al, 1995; Krey et al, 1997).
Concentraciones similares de sustancias sintéticas y naturales como eicosanoides,
prostaglandina Al, iloprost (analogo sintético de la prostaciclina), prostaglandina
15d-J2 y carbaprostaciclina sirven como eficaces activadores de PPARP. Las
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL, Very Low Density Lipoprotein) mejoran
la expresion de genes diana de PPARB de una manera dependiente del receptor, lo
que sugiere que una variedad de acidos grasos-VLDL podrian servir como
agonistas de los receptores endégenos. Por otra parte, la quimica combinatoria y
el disefio de farmacos han facilitado el desarrollo de agonistas sintéticos con
afinidad nanomolar para PPARJ (Tabla 1) (Barish ez a/, 2006). A diferencia de
PPARa (fibratos) o PPARy (glitazonas) no existen actualmente agonistas de
PPARB que se utilicen en clinica, aunque algunos compuestos, como el
GW501516, se encuentran en ensayos clinicos de fase II para el tratamiento de
dislipemias. Recientemente, el primer antagonista sintético de PPARB (GSK0660)
ha sido identificado (Shearer ez al, 2008).
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Tabla 1. Ligandos de PPARS.

Ligandos

Agonistas enddgenos
Acidos grasos insaturados
Acidos grasos saturados
Prostaglandin Al
Agonistas sintéticos
Carbaprostaciclina
Tloprost
Compuesto I
1165041
GW501516
GW0742
KD2010
MBX
Agonistas duales sintéticos
Compuesto 23
Antagonistas sintéticos
GSKO0660
GSK3787

Sulindac

Naturaleza

Acidos grasos de la dieta
Acidos grasos de la dieta

Prostaglandina endégena

Analogo sintético estable de PGI,

Analogo de prostaciclina
Derivado del 4cido fenoxiacético
Derivado del acido fenoxiacético
Derivado del acido fenoxiacético
Derivado del 4cido fenoxiacético

No se revela

No se revela

Agonista dual para yy §

Antagonista para 3

Antagonista para 3

Agonista y y antagonista 3
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Afinidad

uM

nM

nM

nM

nM

nM

Estado

clinico

Fase 1

Fase 11
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4.3. Efectos de los PPARR.

La mayorfa de la informacién que existe sobre sus efectos fisiologicos y
fisiopatolégicos proviene de estudios de sobreexpresion y modelos de ratones
knockout y transgénicos, ya que hasta relativamente hace poco tiempo no se
habian desarrollado agonistas selectivos de PPAR.

Debido a su naturaleza ubicua se han descrito una gran variedad de funciones.
Al igual que PPARa y PPARy, PPAR participa en la regulacHn de los niveles de
lipidos circulantes y de glucosa (Berger et al, 1999). También, se ha visto que
modula la resistencia a la insulina a través de la activacién de macrofagos
inhibiendo la inflamacién tanto en tejido adiposo como en higado (Kang e al.,
2008; Odegaard e al, 2008). Ademas, parece probable que la activacion de
PPARB esta implicada en la fertilidad y el embarazo, ya que se expresa
abundantemente en las zonas de implantaciéon dentro del utero (Lim e# al, 1999;
Ding et al., 2003). PPAR fue inicialmente implicado en el desarrollo de tumores
(Gupta et al, 2000), pero existen estudios recientes donde se sugiere que su
activacion podria atenuar la carcinogénesis (Harman ef 4/, 2004). PPARB puede
interferir con la senalizaciéon de NF-»«B (Ding ez a/, 2006; Rival ¢ al, 2002; Shan et
al., 2008), lo que lleva a actividades antiinflamatorias asociadas con PPAR y sus
ligandos. Las actividades antiinflamatorias de PPARB pueden estar mediadas en
parte por las interacciones con STAT3 y kinasas reguladas por sefal extracelular
(ERKS, Extracellular signal-Regulated Kinases) (Kino et al, 2007; Woo et al., 2000).
Cabe sefialar que la inhibiciéon de la sefializaciéon de STAT3, por interactuar con
PPARB (Kino et al., 2007), también puede ser importante en la carcinogénesis, ya
que STAT3 esta a menudo sobreexpresado en muchos canceres, incluyendo
cancer de colon, y se asocia con el aumento antiapoptético de la sefializacion
(Hodge et al, 2005). PPARB puede modular la sefalizaciéon inflamatoria y
posiblemente el crecimiento celular al interferir directamente con una serie de

factores de transcripcion.
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El hecho de que se exprese altamente en el sistema nervioso central ha
generado un gran interés su papel potencial en patologias neuronales.

Los diferentes efectos de PPARB que se describen tras la activaciéon de los
receptores en los distintos tejidos se deben principalmente a la disponibilidad de
cofactores especificos en cada tejido, a la expresion de genes diana, al proceso de
heterodimerizacién y a modificaciones post-transcripcionales (Wagner y Wagner,
2010).

A continuacién se describen algunos de sus principales efectos en tejido

adiposo, musculo esquelético y sistema cardiovascular.

4.3.1. PPARR y el tejido adiposo.

PPARy es inducido durante el proceso de diferenciaciéon de adipocitos, y una
expresion forzada del receptor en células no adipogénicas las convierte
eficazmente en adipocitos maduros. Al igual que PPARYy, se ha descrito que los
PPARR también participan en el proceso de diferenciacién de los adipocitos. En
1999, Grimaldi y colaboradores forzaron la expresion de PPARy en fibroblastos
Swiss 3T3C2, refractarios a la diferenciacién adiposa. Observaron que el
tratamiento bien con 4cidos grasos (activadores de PPARP) solos o con agonistas
PPARy no era suficiente para desencadenar la diferenciaciéon de adipocitos, sin
embargo, la coincubaciéon de ambos promovia la diferenciacién. Estos datos
sugerian que la expresion génica de PPARYy estaba bajo el control de la activacion
de PPARB por parte de los acidos grasos. También, observaron que la
sobreexpresion de PPARP aumentaba la expresiéon de genes relacionados con el
tejido adiposo en lineas celulares de preadipocitos, Ob1771 y 3T3-F442A (Bastie
et al, 1999). Una forma deficiente de transactivaciéon de PPARP, mediante una
mutacion en el dominio AF-2, reduce drasticamente los efectos arriba descritos
indicando que PPARSR juega un papel clave en el proceso de diferenciacion de

células preadiposas controlado por acidos grasos (Bastie ez a/., 2000).
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Estudios genéticos y farmacologicos revelan su papel como un poderoso
regulador del catabolismo de 4cidos grasos y la homeostasis energética. En un
principio, debido a la falta de un agonista PPARP especifico, se utilizaron ratones
transgénicos que expresaron la forma activa de PPARB por la fusién con un
dominio de activacion de la proteina viral (VP16, 17ral Protein 16) para descubrir
su funcién especifica en el tejido. La expresion en el tejido adiposo de este
transgén produjo ratones delgados que eran resistentes a la obesidad y la esteatosis
hepatica inducida en este tejido, ya sea genéticamente o por una dieta alta en
grasas.

En 2003, cuatro grupos de investigaciéon de forma independiente observaron
que la activacion de los efectos de PPARR protegia contra la obesidad (Wang ¢z 4/,
2003; Tanaka ez al, 2003; Dressel ez al., 2003; Holst e al.,, 2003). En 2003, Wang y
colaboradores describieron que la sobreexpresion de la forma activa de PPARSB
constitutiva en el tejido adiposo blanco y marrén regulaba al alza genes implicados
en la oxidacion de acidos grasos y el gasto energético. La sobreexpresion adiposa
especifica de PPARB o el tratamiento con el agonista PPARB, GW501516,
previene el desarrollo de la obesidad en ratones db/db (diabéticos) al restaurar la
capacidad oxidativa del tejido adiposo marrén y reducir la acumulacion
intracelular de triglicéridos en este tejido y en el higado (Wang ez al, 2003).
Ademas, la activacion de PPARB en los adipocitos (preadipocitos 3T3-L1) y
miotubos (células C2C12) 7n vitro, promueve la B-oxidacién de los acidos grasos.
También encontraron que el coactivador PGC-1a, un componente central de la
termogénesis adaptativa, es también un potente coactivador de PPARR. Sugirieron
que PPARB sirve como un regulador general de la quema de grasa en los
adipocitos y musculo esquelético.

Un estudio realizado en pacientes obesos confirma las grandes diferencias en
la distribucion tisular de los PPARs (Bortolotto ez a/, 2007). En sujetos control no
obesos la expresion de PPARB fue mayor en el tejido adiposo subcutaneo en
comparaciéon con el tejido adiposo visceral. En pacientes obesos la expresion de

PPARB estaba reducida en el tejido adiposo subcutineo y visceral, y se
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correlacioné negativamente con el tamafio de la cadera y los niveles de insulina.
Resultados que corroboran el posible uso clinico de estos agonistas en el
tratamiento del sindrome metabdlico.

Se ha demostrado que el agonista PPARB, GW501516, inhibe la expresion y
secrecion de citoquinas inducidas por el lipopolisacarido (LPS), ya que previene la
activacion de NF-xB en los adipocitos (Rodriguez-Calvo ez al, 2008). Es de
destacar que la activacion de NF-xB por LPS requiere la activacion de ERK 1/2,
ya que la inhibicién de esta via inducida por LPS disminuye la produccién de
citocinas en los adipocitos (Chung ef al., 20006). Por el contrario, los adipocitos
secretan interleukinas 13 y 4, las cuales inducen la expresion de PPARB en
macrotagos (Kang ef al., 2008). A través de esta via los macréfagos adquieren un
fenotipo antiinflamatorio, el cual esta relacionado con un incremento en la

sensibilidad a insulina por parte del tejido adiposo.

4.3.2. PPARR y el musculo esquelético.

PPARR es la isoforma predominante en el muasculo esquelético de roedores y
humanos (Braissant ef a/., 1996; Muoio et al., 2002; de Lange ¢t al., 2004), con una
mayor expresion en fibras musculares tipo I (oxidativas) que en fibras tipo II
(glucoliticas) (Wang ez al., 2004).

Existen factores fisiologicos y fisiopatologicos que pueden influir en el
contenido de PPARP como el ejercicio, la inactividad, el ayuno, lipidos asi como
ciertas patologias como la enfermedad pulmonar obstructiva crénica o el dafio en
la médula espinal (Ehrenborg y Krook, 2009). Tanto el ejercicio a corto plazo
como el de resistencia aerébica durante un periodo largo de tiempo incrementan
la expresion de PPARB en musculo esquelético de humanos y roedores.

El contenido en PPARP también se encuentra bajo el control nutricional.
Periodos de ayuno de 6-, 24- y 48 horas dan lugar a una regulacién al alza del
mRNA en el muisculo gastrocnemius en ratéon (de Lange ez a/, 2000), alcanzando

niveles normales tras la realimentaciéon (Holst ez @/, 2003). En contra, el ayuno

42



Introduccién

durante 12 horas en ratas no altera los niveles de mRNA en musculo esquelético
(pero si reduce su expresion en rifién e higado) (Escher e a/, 2001). Por otro lado
sorprende que exista una regulacion a la baja de la expresion de mRNA de PPAR(
en el musculo esquelético en humanos sanos después de 48 horas de ayuno
(Tsintzas e al, 2006). Parece probable que tras la falta de alimentos exista un
incremento rapido pero transitorio de la expresion de PPARB en musculo
esquelético, correlacionado con una acumulacion rapida a nivel nuclear de PPARB
y el coactivador PGCla (de Lange e al., 2006) lo que darfa lugar a cambios en la
expresion de genes que regulan el metabolismo de los acidos grasos.

El entrenamiento fisico moderado y el ayuno, ambos, incrementan los acidos
grasos libres, los cuales actian como una sefial fisiolégica en la regulacion del
contenido de PPARP en musculo esquelético. Sin embargo, el ejercicio de
resistencia realizado ya sea en ayunas o tras la ingestion de hidratos de carbono
(evitando un incremento en acidos grasos) resulta en un aumento similar de la
expresion de mRNA de PPARSB, sugiriendo que la contraccion per se es el principal
regulador (Russell 7 a/, 2005).

El musculo esquelético juega un papel central en el metabolismo lipidico
(Kiens, 2006; Houmard, 2008). Los acidos grasos libres entran en el muasculo bien
por difusion o a través de transportadores de membrana como CD36, FABPpm y
FATP1. Una vez en el interior, los acidos grasos son activados en el citosol al
reaccionar con la coenzima A y ATP formando complejos de acil-CoA, los cuales
penetran en el interior de la mitocondria para su oxidaciéon. Genes implicados en
la entrada de acidos grasos al interior del miocito y su subsiguiente oxidaciéon han
sido identificados como genes diana de PPARP. Hasta la fecha, la mayoria de los
datos indican que la activaciéon de PPARP aumenta el catabolismo de acidos
grasos en modelos celulares 7z vitro (Muoio et al., 2002; Krimer e al,, 2007; Kleiner
et al., 2009), en musculo esquelético aislado (Brunmair ez a/, 2006) asi como en
modelos 7z vivo (Tanaka ez al., 2003; Wang ez al., 2003, 2004; Constantin ez al., 2007,
Jucker ez al, 2007). Tanaka y colaboradores (2003) indicaron que el agonista

PPARRB, GW501516, controla la oxidacion de acidos grasos mediante la regulacion
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de genes implicados en el transporte de acidos grasos, la [-oxidacién y la
respiraciéon mitocondrial en miotubos L6 de rata.

En musculo esquelético, el incremento de la actividad de PPARB aumenta la
expresion de genes que regulan la oxidacién lipidica como son carnitil-palmitoil-
transferasa (CPT, Carnitine palmitoyltransferase), CD36 y piruvato deshidrogenasa
kinasa (PDK, Pyruvate Debydrogenase Kinase). La activacion de PDK resulta en la
inactivaciéon del complejo piruvato deshidrogenasa, paso limitante de la velocidad
de oxidacién de carbohidratos en el musculo esquelético. Por tanto, la inhibicién
del complejo puede ser considerado un punto primordial al poder alterar la
elecciéon de fuente de energfa hacia la oxidacion de acidos grasos disminuyendo la
utilizacién de glucosa. En el musculo esquelético estan presentes dos isoformas de
PDK, PDK2 y PDK4 (Holness ¢# al., 2000). PDK4 ha sido identificada como el
gen diana tras la activaciéon de PPAR.

Varios trabajos demuestran que la activacion de PPARB promueve un
aumento moderado en el musculo de la densidad mitocondrial, pero la
implicacién real de PPARS en la biogénesis mitocondrial sigue sin estar clara.

Los agonistas PPARB, GW501516 y GW0472, aumentan la captacién de
glucosa de forma independiente a la insulina en células C2C12 y miotubos
primarios de musculo esquelético humano (Krimer ef al, 2005, 2007). El efecto
fue coincidente con el incremento en la expresion y la fosforilacion de ERK 1/2
activada por MAPK, p38 MAPK vy la proteina kinasa activada por AMP (AMPK,
Adenosine Monophosphate-Activated Protein Kinase) (Kramer et al., 2005). Por tanto, la
activacion de PPAR induce la B-oxidacién de acidos grasos y el transporte de
glucosa en el musculo esquelético.

El tratamiento con GW501516 redujo significativamente la ganancia de peso,
pero no se afecté el consumo de comida en los animales alimentados con una
dieta alta en grasas. El tratamiento con un agonista PPARJ también mejoré la
resistencia a la insulina inducida por una dieta alta en grasas, probablemente como
consecuencia del aumento de la quema de grasa en el musculo y la mejora general

en el metabolismo de los lipidos sistémicos. El tratamiento con GW501516 evita
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la acumulacion de lipidos hepaticos y mejora la sensibilidad a la insulina en ratones
ob/ob y en ratones con obesidad inducida por una dieta alta en grasa. Es
interesante que los cambios en la expresion genética inducidos por GW501516 en
el cultivo de miotubos y el musculo esquelético iz vivo originan un perfil muy
similar a la expresiéon genética inducida por la exposicion al frio, el ayuno y el
ejercicio prolongado. Ademas, se ha observado que GW501516 en los islotes
pancreaticos aislados de ratones de tipo salvaje con una dieta normal estimula de
manera significativa la liberacién de insulina inducida por glucosa 7 vitro. Dressel y
colaboradores (2003) vieron un efecto similar con GW501516 en miotubos
C2C12, una linea de células de musculo esquelético de ratén, lo que indica que los
agonistas PPARB inducen la expresiéon de genes implicados en la utilizaciéon de
lipidos, la B-oxidacion, el eflujo del colesterol y el desacoplamiento energético.
Niveles plasmaticos elevados de acidos grasos libres causan resistencia a la
insulina en musculo esquelético a través de la activacion de un proceso
inflamatorio crénico. En este proceso esta involucrado la activaciéon de NF-»xB
como resultado de la acumulacién de DAG vy la subsiguiente activaciéon de la
protein kinasa CO (PKCH). En &lulas de musculo esquelético, C2C12, el agonista

307

GW501516 previene la fosforilacion de IRS-1 en residuos de serina™ vy la
inhibicién de la fosforilacion de AKT, inducida por insulina, tras la exposicion
con el acido graso saturado, palmitato. El tratamiento con el agonista incrementa
la expresion de dos genes diana de PPARR involucrados en la oxidacion de acidos
grasos, CPT-1 y PDK4, e incrementa la fosforilacion de AMPK, previniendo la
reduccion de la oxidacién de acidos grasos inducida por la exposicién con el
palmitato. De acuerdo con estos resultados, el tratamiento con GW501516
previene la resistencia a la insulina y la inflamacién en musculo esquelético al
prevenir la acumulacién de DAG, la activacion de PKCO vy, por lo tanto, la
subsiguiente activaciéon de NF-xB y citocinas proinflamatorias, 11.-6, involucrados
en el desarrollo de resistencia a la insulina (Coll ¢ 4/, 2010). Estos efectos podrian

aportar una estrategia terapéutica potencial para la prevencion de la resistencia de

insulina inducida por lipidos.
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La angiogénesis inducida por PPAR en el musculo esquelético y el corazon es
una reminiscencia a la inducida en ambos tejidos por el ejercicio fisico periédico y
podria contribuir a un apropiado suministro de oxigeno necesario para un mayor
metabolismo oxidativo y la proteccion contra la isquemia/reperfusion del corazon
(Gaudel ez al., 2008).

Un estudio reciente demuestra que la activacion de PPARB (GW0742),
ademas de incrementar el nimero de miofibrillas oxidativas y capilares en
musculo esquelético, promueve la acumulacién mionuclear (Giordano ez a/., 2009),
respuesta caracteristica del ejercicio (Allen e al, 1995; Roy et al., 1999; Li et al.,
2006). La densidad mionuclear incrementada ha sido descrita en animales
transgénicos con sobreexpresion especifica en el musculo asi como en ratones
wild-type tratados durante dos dias con un agonista PPARB. El incremento en la
densidad mionuclear en respuesta a la activacion de PPARB no se debe a un
aumento en la proliferacion, sino a la fusion de células progenitoras musculares
con miofibras (Giordano ez al., 2009). El envejecimiento de ratones se ha asociado
con una reduccién en la expresion de PPARB y del nimero de miofibras
oxidativas y de mionucleos, lo que podtia ser parcialmente revertido mediante la
activacion farmacolégica de PPARS; por lo que se ha sugerido un potencial uso de
los agonistas PPARP en el tratamiento de la atrofia muscular relacionada con la

edad (Giordano e al., 2009).
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Figura 6. Esquema de las acciones metabolicas de PPARP. Las enzimas y funciones que son
activadas por PPARP estin marcadas en verde. El color rojo indica la inbibicion de vias. Las flechas en
verde representan la absorcion y oxidacidn de dcidos grasos (AG), seguido del desacoplamiento de la
oxidacion de la sintesis de ATP. ACS: acil-CoA sintetasa; ADRP: adipocyte differentiation-related
protein; CPT: carnitine palmitoyl transferase, FATP: fatty acid transport protein; GLUT: glucose
transporter, HDL.: high-density protein; LDL.: low density lipoprotein; 1.PL.: lipoprotein lipase;
MUEAs: monounsaturated fatty acids; PDC: pyrnvate debydroxygenase complex; PDK: pyruvate
dehydroxygenase kinase; SCD: stearoyl CoA desaturase; TCA: tricarboxylic acid; TG: tyglicerides;
UCPs: unconpling proteins. Esquema modificado de Dressel et al., 2003.
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4.3.3. PPAR y sistema cardiovascular.

Los PPARs se expresan ampliamente en el sistema cardiovascular, pared
vascular y miocardio, donde se ha demostrado que presentan efectos
independientes a sus acciones metabolicas. En el sistema cardiovascular los PPAR
reducen la presion arterial, participan en la regulacion de la migracion vy
proliferacién celular, el estrés oxidativo y la inflamacién. (Schiffrin ef a4/, 2003;

Schitfrin, 2005; Robison y Grieve, 2009).

-Funcioén cardiaca/miocitos.

De forma similar a los estudios realizados en tejido adiposo y musculo
esquelético, diferentes modelos celulares, 7z vitro, y farmacoldgicos y transgénicos,
in vivo, han ayudado a conocer la funcion de PPARR en el corazon.

En células HI9C2, linea celular de cardiomioblastos de rata, se ha observado
una inhibicién de la apoptosis inducida por H,O, en respuesta a la activacion
farmacolégica de PPARR con el agonista GW501516. Este efecto se ha atribuido a
un incremento en la expresion de catalasa tras la activacion de PPARB (Pesant e#
al., 20006). Sin embargo, en ratones tratados con el mismo agonista PPAR  vivo
no se encontraron diferencias en la apoptosis entre animales controles y tratados,
lo cual no sorprende ya que la capacidad apoptética de los miocitos en
condiciones basales es muy baja (Wagner e a/, 2009). Por tanto, serfa un reto el
tratamiento con agonistas especificos de PPARB en animales con apoptosis
cardfaca aumentada y observar si reduce la apoptosis y, mucho mas interesante, si
resulta un beneficio funcional.

Un efecto protector de PPARB en el corazén se ha demostrado a través de
distintos estudios. En primer lugar, se observdé que en ratones deficientes
especificamente de PPARS en cardiomiocitos desarrollaban en cuatro meses una
cardiomiopatfa dilatada debido a lipotoxicidad (Cheng ez @/, 2004). En segundo

lugar, se ha descrito que el agonista .L165041 inhibe la hipertrofia inducida por
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fenilefrina en cardiomiocitos neonatales a través de la interaccion de PPARB con
NF-»B y la subsiguiente regulaciéon a la baja de sus genes diana (Planavila ef 4/,
2005a, b). Ademas, PPARS estimula la expresion de IxBa, el cual se une a NF -»B
previniendo su translocaciéon nuclear y la subsiguiente regulacion de sus genes
diana (Hall ez a/, 2006). En tercer lugar, la activacion de PPARB por GW0742
reduce la hipertrofia inducida por Ang II en cardiomiocitos neonatales, lo cual se
asoci6 a una disminucién de los niveles del péptido natriurético atrial y de cerebro
asi como a una restauraciéon de la expresion de PPARB, reducida tras la
sobreestimulacién de Ang II (Sheng ez 4/, 2008). En cardiomiocitos adultos la
exposicion prolongada con Ang II reduce moléculas clave en la oxidacion de
acidos grasos, como la translocasa de acidos grasos, la acil-CoA deshidrogenasa de
cadena media, lo cual podria prevenirse tras la activacion de PPARJB o la
inhibicién de la via de senalizacion de NF-xB (Pellieux ef 4/, 2007). El dano
cardfaco se asocia, a menudo, a una reducciéon de la capacidad de oxidacion de
acidos grasos en el miocardio, por tanto la activacion de PPARR
farmacolégicamente podria ser una buena propuesta terapéutica, aunque esta
conclusiéon no puede ser concluyente a partir de los experimentos realizados en
cultivos de cardiomiocitos.

El efecto de PPARR en el musculo esquelético se ha ampliado al campo de
investigaciéon del metabolismo lipidico cardiaco. Gilde y colaboradores (2003)
describen que PPARa y PPARB, pero no PPARY, desempefian un papel destacado
en la regulaciéon del metabolismo de los lipidos cardiacos. Ademas, el agonista
PPARB, GWO0742, restaura parcialmente la expresion de genes clave en la
oxidacién de los acidos grasos en cardiomiocitos de ratones adultos PPARx -
(Cheng et al., 2004a). Ratones deficientes de PPARB en el miocardio desarrollan
disfunciéon cardfaca, una progresiva acumulaciéon de lipidos en el miocardio,
hipertrofia e insuficiencia cardiaca congestiva con una reducida tasa de
supervivencia (Cheng ez al, 2004b). El agonista PPARB, GW0742, incrementa los
niveles de transcripcion de la oxidaciéon de acidos grasos en cultivo de

+/+

cardiomiocitos de ratones PPARB ", pero el efecto no se observa en los
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cardiomiocitos de ratones PPARB 7. El agonista PPARx, WY 14643, restaus la
disminucién de los niveles de la transcripcion de la oxidacién de acidos grasos en
las células de ratones PPARB 7. Los datos indican que PPARB est4 involucrado
en la oxidacién de acidos grasos cardiacos al igual que PPARa.

Burkart y colaboradores (2007) observan que en ratones con sobreexpresion
cardfaca de PPARR la utilizacién de glucosa en el miocardio estd aumentada, la
funcién cardiaca es normal y no existe una acumulacién de lipidos en el miocardio
a diferencia de animales transgénicos de PPARa. En contra de los estudios en
cultivos de cardiomiocitos mencionados anteriormente, los genes involucrados en
el transporte de acidos grasos no fueron activados por PPARB pero si por
PPARw, y a la inversa, el transporte cardiaco de glucosa y las enzimas glucoliticas
estaban activadas en los ratones con sobreexpresion de PPARS y, sin embargo,
reprimidas en los animales transgénicos PPARa. En linea con estos hallazgos, los
autores determinaron la activacion del promotor GLUT-4 por PPARB y su

represion por parte de PPARa«.
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Figura 7. Esquema de las acciones de PPARE relacionadas con el metabolismo en tejido adiposo,

milsculo esquelético y corazon.
-PPARR y células vasculares.

PPARR se expresa en células endoteliales, células del musculo liso vascular,

fibroblastos cardfacos y macréfagos.
1. Células endoteliales.

La activaciéon de PPARB mejora la hipertrofia cardiaca iz vitro (Sheng et al.,
2008), protege las HUVECs de la apoptosis inducida por peréxido de hidrégeno
(Jiang et al, 2009) pero, paraddjicamente, induce la proliferacion de células
endoteliales y origina angiogénesis (Piqueras ¢z al., 2007; Han e# al., 2008).

Si la activacion de PPARB induce apoptosis (Bishop-Bailey y Hla, 1999) o

previene la apoptosis es un tema controvertido y podria depender del tipo celular
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y el estimulo utilizado para promoverla experimentalmente en cultivos de células
endoteliales (Liou ez al, 2000; Fan ez al., 2008). Un efecto proapoptotico en células
endoteliales de corazén 7z vivo es improbable, ya que en ratones tratados con el
agonista sintético GW0742 6 GW501516 no se observé un incremento de muerte
celular apoptotica (Wagner e al., 2009). Se ha visto que GW501516 incrementa la
proliferaciéon y migracion de cultivos de células endoteliales, lo que se asocia a un
incremento en la expresiéon del factor de crecimiento de endotelio vascular
(VEGFY, Vascular Endotelial Growth Factor) y de la proteina relacionada a la
diferenciacion adiposa (ADRP, Adipose Differentiation Related Protein). Todos estos
efectos son bloqueados en células endoteliales transfectadas con el dominio
negativo de PPARB (Piqueras ¢ al., 2007), indicando por tanto la especificidad de
estos efectos. También, la activacion de PPARB con GW501516 6 1.165041 en
células endoteliales progenitoras incrementa la proliferacion, migracion, y protege
frente a la apotosis inducida por hipoxia (Han ef a/, 2008a, b, c). Estos cambios
son atribuidos a la activacién de la via PI3K/AKT.

La inflamacién se asocia con un aumento de la vasodilataciéon local causada
por la dilatacién de las arteriolas, acompafiado de un aumento de la permeabilidad
vascular y la activacién de las células endoteliales de vénulas postcapilares para
expresar moléculas de adhesion. Esta combinacion de flujo alterado y una mayor
adherencia es critica para el reclutamiento de leucocitos a los sitios de inflamacion.
Al igual que agonistas PPAR« y PPARY, ligandos selectivos de PPARB (1.165041,
GWO0742 y GW501516) inhiben las principales respuestas inflamatorias en la
célula endotelial, involucradas en el reclutamiento de leucocitos, tanto i wifro
(Rival et al., 2002; Fan ef al., 2008; Piqueras ¢ al., 2009) como 7 vivo (Piqueras ef al.,
2009).

Agonistas PPARB inhiben la expresion de moléculas de adhesion
proinflamatorias tal como ICAM-1, VCAM-1, E-selectina, proteina-1
quimiotactica de monocitos (MCP-1, Monocyte Chemoattactant Protein-1) y el
oncogén regulador del crecimiento (GROw«, Growth-Regulated Oncogene) (Rival et al.,
2002; Fan ez al., 2008; Piqueras ¢t al.,, 2009; Liang ef al., 2010).
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PPARR también protege a las células endoteliales del dafo tisular provocado
por el estrés oxidativo. La activacion de PPARR induce la proteina 14-3-3 en las
células endoteliales, que protege a las células de la apoptosis inducida por
peréxido de hidrogeno (Liou e al, 2006). También, se ha descrito que la
activacion de PPAR incrementa la expresion de superdxido dismutasa-1, catalasa

y tiredoxina, sugiriéndose una respuesta coordinada antioxidante (Fan ez a/, 2008).

2. Células musculo liso vascular.

PPARR se expresa en las CMLV. Su expresion es inducida en respuesta al
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF, Platelet-Derived Growth Factor),
a través de la via de sefalizacién PI3K/AKT. Estudios iniciales utilizando
sobreexpresiéon de PPARP mostraron que la proliferacion de las CMLV estaba
incrementada (Zhang ef al, 2002). Sin embargo, 1.165041, un agonista selectivo de
PPARB, inhibe la proliferacién y la migracion de CMLV a través de la inhibicion
de la expresion de ciclina D1, inducida por PDGF, de la kinasa dependiente de
ciclina 4 (CDK4, Cyclin-Dependent Kinase) y por tanto de la progresion del ciclo
celular (Lim ez al, 2009). En CMLV, GW501516 aumenta la expresién del factor
de crecimiento transformante-B1 (TGF-B1, Transforming Growth Factor) y el efecto
parece depender del PPARP endoégeno. TGF-B1 es, probablemente, el
responsable de la supresion de la expresion de MCP-1, inducida por IL-18 y de la
proliferacion de CMLV (Kim ef al., 2008). En ratas, la administracién de L.165041
disminuye la formacién de la capa neointima en arterias carétidas sometidas a
angioplastia por balén (Lim e a/, 2008). Por tanto, agonistas sintéticos de PPARJ
parecen tener propiedades antiproliferativas y antiinflamatorias en CMLV. Estos
datos estan de acuerdo con estudios previos en los que ha aumentado la
producciéon del ligando enddgeno de PPARR, PGI,, mediante la sobreexpresion
de la prostaciclina sintetasa, y se ha observado una inhibicién de la proliferacion
de CML e hiperplasia de la capa intima (Numaguchi ez a/, 2004; Imai et al., 2007,
Yamada ef al., 2002).
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3. Fibroblastos.

Los fibroblastos expresan niveles moderados de PPARR. Se ha descrito que el
agonista GW501516 disminuye, de una forma concentraciéon dependiente, la
expresion de colageno tipo 11, inducida por Ang II y la sintesis de colageno en
cultivos de fibroblastos (Zhang ez al, 2007). Este efecto es evidente tanto en
condiciones patoldgicas asociadas a un incremento de Ang II como en ratones
wild-type tratados con agonistas especificos de PPARB (Wagner ef al, 2009).
Estos estudios sugieren que PPARB podia ser una diana terapéutica prometedora
en la fibrosis miocardica y en la aterosclerosis al mejorar la estabilidad de la placa

aterosclerotica.

4. Macrofagos.

La infiltracién de macréfagos en la pared vascular juega un papel importante
en la aterogénesis. PPARR se expresa en macréfagos. En los dltimos afios, el papel
de PPARPB en los macréfagos se ha estudiado ampliamente, obteniéndose
resultados contradictorios. Oliver Jr y colaboradores (2001) observan que el
GW501516 en una linea celular humana de monocitos incrementa la expresion de
los transportadores de membrana dependientes de ATP (ABCA1, Cholesterol
transporter ATP-Binding Cassete AT) y el eflyjo de colesterol mediado por
Apolipoproteina Al. Sin embargo, Vosper y colaboradores (2001) encontraron
que un agonista diferente de PPARB, el compuesto F, incrementaba la
acumulacion lipidica tanto en cultivos primarios de macréfagos humanos como en
la linea celular THP-1. El compuesto F aumentaba la expresiéon de genes
involucrados en la captura y almacenamiento de lipidos como los receptores
depuradores (SRA y CD36), pero reprimia, a su vez, genes diana en el
metabolismo lipidico y eflujo de colesterol como la Apolipoproteina E y la

colesterol 27-hidroxilasa. En macréfagos de raton, ni la deficiencia genética de
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PPARB ni el tratamiento con agonistas, GW501516 6 GW0742, influfan
significativamente en el eflujo o acumulaciéon de colesterol (Li ez al, 2004; Lee ez
al, 2003). En conjunto, estos resultados sugieren que PPARP no afecta al
metabolismo del colesterol en ratones. Sin embargo, se necesitan estudios
adicionales para establecer el papel de este receptor nuclear en el metabolismo del
colesterol en macréfagos humanos.

Los agonistas PPAR también presentan un potente efecto antiinflamatorio
en macrofagos. En macréfagos peritoneales de raton, el agonista GW0742 inhibe
la expresion, inducida por el lipopolisacarido, de COX-2 y de la nitrico sintetasa
inducible (iINOS) (Pasceri ez al, 2000; Welch e al., 2003). Barish y colaboradores
describen que el agonista GW501516 en macréfagos de ratéon suprime la
induccién genética de MCP-1, -3 y -5 por IL-1, interferén-y (IFN-y) yé ster de
forbol. El tratamiento con el agonista también inhibe la migracién transendotelial
de células THP-1 (Barish ez 4/, 2008). En macréfagos deficientes del receptor, el
agonista no presentaba ningin efecto antiinflamatorio (Lee e a/, 2003). Sin
embargo, en otros tipos celulares como células epiteliales, eosinéfilos, neutréfilos
y linfocitos, el agonista PPARB no inhibe los procesos inflamatorios, indicando

que el efecto es especifico de un tipo celular (Trifilieff ez a/, 2003).

-PPARR y enfermedades cardiovasculares.

a) Aterosclerosis.

La enfermedad vascular ateroesclerética es una de las principales causas de
mortalidad en el mundo occidental. Se trata principalmente de una enfermedad
inflamatoria caracterizada por concentraciones plasmaticas elevadas de colesterol,
particularmente de LDL.

Hasta la fecha, varios estudios, con distintos enfoques, han descrito el papel de
PPARSB en la aterosclerosis en distintos modelos de ratén. Lee y colaboradores

(2003) transplantaron células progenitoras de médula 6sea deficiente en PPAR
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en ratones deficientes en el receptor de LDL (LDLR 7). Imprevisiblemente, la
transferencia de macréfagos deficientes en PPARR resulté en un menor grado de
aterosclerosis, sugiriéndose que el PPARB endégeno podria ser proaterogénico.
Aunque estudios de sobreexpresiéon o supresion de PPARB en macréfagos
sugieren que PPARR es proinflamatorio, el agonista GW501516 disminuye MCP-
1, presentando por tanto un efecto opuesto (Lee ef al, 2003). Para explicar esta
contradiccion, se ha postulado un mecanismo transcripcional dependiente de
ligando no convencional, donde PPARB puede cambiar de “proinflamatorio” a
“antiinflamatorio” en la ausencia de ligando, PPARJ secuestra al represor
transcripcional de respuestas inflamatorias, la proteina 6 del linfoma de células B
(BCL-6, protein B Cell Lymphoma), permitiendo la induccion de genes
proinflamatorios; sin embargo, en presencia del ligando, PPAR libera al represor,
el cual es libre para exhibir sus efectos antiinflamatorios. Siguiendo este enfoque
de pérdida de funcién, dos estudios independientes analizaron el efecto del
agonista GW0742 sobre la aterogénesis en ratones LDLR 7 alimentados con una
dieta rica en colesterol, alcanzando resultados divergentes. En el primer estudio,
Li y colaboradores (2003) encontraron que el tratamiento, durante 14 semanas,
con GWO0742 (5 mg/Kg/dia) disminufa la expresién génica de citocinas
proinflamatorias y moléculas de adhesion en las lesiones ateroesclerdticas sin
alterar la progresion de la ateroesclerosis. Por el contrario, Graham vy
colaboradores (2005) utilizaron ratones hembras LDLR 7 alimentados con una
dieta que inducia niveles moderados de hipercolesterolemia y observaron que
GWO0742 a dosis mis altas (60 mg/Kg/dfa) reducia el tamafio de la lesién después
de 10 semanas de tratamiento. Las discrepancias entre estos dos estudios podtian
deberse a las diferencias en los niveles de hipercolesterolemia, el sexo y las dosis
utilizadas. En general, estos datos sugieren que los agonistas PPARB tienen
efectos antiinflamatorios 7z vive, pero no son suficientes para inhibir el desarrollo
de la aterosclerosis en animales hipercolesterolémicos. Recientes publicaciones

corroboran esta idea. GW501516, con una alta capacidad para modificar el perfil
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lipidico, se ha descrito que posee una potente actividad antiateroesclerotica en
ratones apoE, ",

Barish y colaboradores (2008) demuestran que GW501516 reduce
significativamente las lesiones ateroscleréticas junto con un incremento de los
niveles de HDL y una reduccién en la expresion de citocinas en aorta y
macrofagos. Ademas, en un modelo de aterosclerosis acelerado con Ang II
(LDLR 7, se confirma el efecto ateroprotector de GW0742 (Takata ez al,, 2008).
Después de 4 semanas de tratamiento, GW0742, a las dosis de 1 y 10 mg/kg/dia,
inhibe significativamente la induccién de aterosclerosis por Ang II sin alterar la
presiéon arterial. Este efecto beneficioso se atribuye a sus propiedades
antiinflamatorias ya que incrementa la expresion vascular de BCL-6 y de proteinas
reguladoras de la sefial acoplada a proteina G (RGS4 y 5, Regulators of G protein-
coupled Signaling) en la arteria; y suprime la activacion, inducida por Ang II, de p38
y ERK en macréfagos. No obstante, el efecto metabdlico de GW0742 podria
también contribuir al efecto ateroprotector ya que disminuye significativamente
los niveles plasmaticos de insulina, glucosa, peptina y triglicéridos (Takata ef al,
2008).

El agonista PPARB, GW501516, aumenta los niveles de lipoproteinas de alta
densidad (HDL, High Density Lipoprotein) en monos rhesus obesos resistentes a la
insulina, al tiempo que reduce los niveles de lipoproteinas de baja densidad (LDL,
Low Density Lipoprotein), triglicéridos (T'G) e insulina en ayunas (Oliver ez a/., 2001).
Otro agonista PPARP, L.165041, aument> las HDL en pacientes obesos y ratones
diabéticos (db/db), pero no afecté a los TG del plasma (Leibowitz ez al, 2000).
Akiyama y colaboradores (2004) investigaron el metabolismo de las lipoproteinas
en ratones PPARB 7 que carecen del dominio de unién al ligando del gen PPARS
murino (Peters ef al, 2000). Los ratones PPARB 7~ mostraron elevados niveles de
TG plasmaticos y de acidos grasos libres, pero no se modificaron los de colesterol
total, colesterol libre y fosfolipidos alimentados con una dieta normal. Ademas los
ratones PPARB " tienen una mayor tasa de producciéon hepatica de VLDL, asi

como una disminucién de la actividad de la lipoproteina lipasa (LPL, LipoProtein
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Lipase) con un aumento de las proteinas hepaticas como angiopoyetina 3 y 4 en

comparacion con ratones silvestres.

b) Isquemia /reperfusion.

El dafio en el miocardio originado por un proceso de I/R se encuentra
significativamente reducido en ratones transgénicos PPARB, lo que se ha atribuido
a un incremento de la utilizacién de glucosa (Burkart e# @/, 2007). El incremento
en el transporte de glucosa, en animales transgénicos para PPARP, esta en
desacuerdo con un estudio realizado en cardiomiocitos aislados donde no se
observé efecto del agonista 1.165041 sobre el transporte de glucosa (Montessuit e#
al., 2008).

Los efectos beneficiosos de PPARP contra el dafio cardiaco provocado por la
I/R podtian ser atribuidos también a la prevencion del incremento de la expresion
de iNOS, y por tanto la disminucién de la sobreproduccion de NO (Agnetti ez af,
2005).

El papel beneficioso de los PPARJ sobre I/R no es exclusivo del corazon,
también se ha descrito que protegen al rifién (Letavernier ef al, 2005), testiculos
(Minatoli ez a, 2009) y cerebro (Iwashita ez al, 2007) del dafio de la I/R. Ratones
PPARB 7 sometidos a I/R cerebral, mostraron mayor tamafio infartado que los
de tipo salvaje (Pialat e a/, 2007; Arsenijevic et al, 2006). Este hallazgo se
confirma por otro estudio que demuestra que la administracion
intracerebroventricular de los agonistas PPARB, 1165041 y GW501516, reduce
significativamente el volumen infartado a las 24 horas de la reperfusion tras la

isquemia cerebral en ratas (Iwashita e a/, 2007).
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c) Hipertrofia cardiaca.

La activacion farmacologica de PPARB con GW0742 6 GW501516 en ratones
salvajes rapidamente induce crecimiento de los cardiomiocitos y angiogénesis. A
pesar del incremento en el didmetro de los cardiomiocitos no se acompafia de una
modificaciéon en la funciéon del corazén. Aunque, en ciertos aspectos, los
corazones de animales tratados con los agonistas se asemejan a los corazones de
ratones sometidos a ejercicio voluntario durante un perfodo largo. En 2009,
Wagner y colaboradores identificaron como mecanismo de sefializacién, una
activacion transcripcional directa del gen de calcineurina por PPARB. La
calcineurina es identificada principalmente como un factor que induce hipertrofia
patolégica (Heineke y Molkentin, 20006), aunque también participa en el
crecimiento cardiaco fisiolégico (Bueno ez al, 2002; Yang ez al, 2007). Por tanto,
parece ser que la activaciéon farmacolégica de PPARB en el corazén, in wvivo,
incrementa los niveles de calcineurina y por tanto induce un crecimiento cardiaco
fisiolégico.

Se ha demostrado que los niveles de PPARa y PPARP estan reducidos en la
hipertrofia cardiaca (Planavila e a/, 2005a). Curiosamente, los cambios que
provoca la hipertrofia cardiaca en la expresion de genes implicados en el
metabolismo de los acidos grasos no se observaron cuando se inhibi6 la actividad
de NF-«B (Planavila ez @/, 2005b). También, se ha demostrado que la delecién de
PPARB en los cardiomiocitos en el corazén de ratones reduce la oxidacion de
acidos grasos en el miocardio y la expresion del mRNA de genes implicados en
este proceso, como PDK4, y conlleva a una miocardiopatia (Cheng ez a/., 2004a).

PPARR esta muy expresado en el miocardio (Gilde ez al., 2003; Cheng et al.,
2004a), donde se ha observado la participacion en la regulacion transcripcional del
metabolismo de los lipidos (Barger y Kelly, 2000). Se ha demostrado que ratones
con cardiomiocitos especificos PPARB 7 presentan una acumulacién de lipidos en
el miocardio, hipertrofia e insuficiencia cardiaca (Cheng ez al, 2004b), lo que

sugiere que PPARP puede jugar un papel crucial en el mantenimiento de la
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funciéon cardfaca normal. Ademas, la activaciéon i vitro de PPARR, tanto con
L165041 como con GW501516, inhibi6 la hipertrofia de cardiomiocitos de rata
neonatal inducida por fenilefrina a través de la inhibicién de NF-»«B (Planavila ez
al, 2005b; Smeets ez al, 2008). Los resultados positivos de estos estudios
preliminares son alentadores, pero se requiere una investigacién mas importante
con el fin de determinar la funcién precisa de la activacion PPARB en la

hipertrofia cardfaca.
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La resistencia a insulina se caracteriza por la disminucién de la capacidad de
la insulina para inhibir la sintesis de glucosa hepatica o estimular la captacion
de glucosa por parte de tejidos periféricos, resultando en hiperglucemia,
hiperinsulinemia y dislipidemia (Saltiel y Kahn, 2001; Taguchi y White, 2008;
White, 2003). La resistencia a la insulina es clinicamente importante porque se
asocia a varias enfermedades, incluyendo diabetes tipo 2, hipertension,
dislipidemia asi como con alteraciones en la fibrindlisis y coagulacion
sanguinea. Estos desérdenes son todos factores de riesgo independientes de
enfermedad cardiovascular (infarto, ictus y enfermedad arterial periférica)
(Boden G., 2011).

Los estados de resistencia a insulina estan asociados con disfunciéon
endotelial que, por consiguiente, contribuye a incrementar el riesgo de
enfermedad vascular asociadas a estas condiciones. La alteracion de la via de
seflalizaciéon a la insulina en células endoteliales aminora el reclutamiento
capilar de la insulina y su subsecuente liberacién, resultando en una
disminucién de la captaciéon de glucosa en el musculo esquelético (Kubota ez
al, 2011). Una de las acciones principales de la insulina es estimular la
producciéon del agente vasodilatador oxido nitrico (NO) del endotelio.
Recientes estudios han descrito la ruta bioquimica de la sefializaciéon de insulina
en el endotelio que regula la produccion de NO (Vincent e al., 2003).

Se ha demostrado que los PPARB incrementan la oxidaciéon de acidos
grasos y reducen la acumulacién de lipidos en tejido adiposo y en otros tejidos
(Lee et al, 2006; Reilly y Lee, 2008). Ademas, estudios en roedores han
demostrado que la activacion de PPARR reduce el peso corporal, incrementa la
tasa metabodlica y mejora la sensibilidad a la insulina, por incremento en la

oxidacién de acidos grasos en el musculo esquelético (Wang ef a/., 2003; Wang
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et al., 2008). En ratones diabéticos homocigéticos db/db la activacién
prolongada de PPARB mejora la sensibilidad a la insulina y mejora el perfil
lipidico, sugiriendo que la activacion de PPARB podria ser una diana para el
tratamiento de la diabetes tipo 2 (Winzell ¢f a/., 2010).

Recientemente, se ha descrito que la activacion de los PPARB mejora la
seflalizacién de la insulina en adipocitos estimulados con interleuquina-6
(Serrano-Marco et al., 2011) y previene la resistencia a insulina inducida por
acidos grasos en células del musculo esquelético (Coll e al, 2010). Sin
embargo, se desconoce si la activaciéon de los PPARS esta relacionada con una
mejora de la sefializacion de insulina en células endoteliales en condiciones de
hiperglucemia.

Por lo tanto, el primer objetivo propuesto en esta Tesis Doctoral es:
examinar el posible efecto protector de los agonistas PPARB, GW0742 y
165041, sobre la alteraciéon de la sefializaciéon de insulina inducido por alta
glucosa en cultivos primarios de células endoteliales umbicales humanas

(HUVECs).
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La disfuncién endotelial juega un papel clave en la patogénesis de la
enfermedad vascular diabética y es un factor de riesgo cardiovascular
independiente de un mal prondstico (Kamata ez a/, 1989; De Vriese et al.,
2000; Jay ez al., 2005). Se ha sugerido que una elevada glucosa plasmatica, LDL
colesterol y especies reactivas de oxigeno (ROS) que se producen en la diabetes
estan implicados en el desarrollo de esta disfuncién (Kobayashi y Kamata,
1999; Kobayashi ez al, 2000). Por lo tanto, la relajacion dependiente de
endotelio y NO puede estar alterada en la diabetes por un exceso de
generaciéon de ROS como el O,7, que inactiva al NO (De Vriese ez a/., 2000).
Los niveles elevados de O, son atribuibles principalmente a la activacién de
NADPH oxidasa dentro del sistema vascular (Jay e /., 2005; Hink et al., 2001,
Guzik et al., 2002; Sonta et al., 2004) y/o a una disminucién de los mecanismos
de defensa antioxidantes, tales como la superdxido dismutasa (SOD) (Kamata
y Kobayashi, 1996; Spitaler y Graier, 2002).

Los receptores activados por el activador de peroxisomas (PPARs) PPARa,
PPARB, y PPARy son miembros de la superfamilias de receptores nucleares
hormonales. Inicialmente se crefa que los PPARs solo regulaban los genes
involucrados en el metabolismo de lipidos y de la glucosa (Marx e al., 2004).
Sin embargo, multiples evidencias sugieren que la activacion de PPARa o
PPARy pueden ejercer efectos protectores cardiovasculares, ademas de sus
efectos metabdlicos (Leibovitz y Schiffrin, 2007), incluyendo una reduccién de
la presion arterial (Raji ez al., 2003; Diep e# al., 2002), reduccion de la generacion
de ROS y mediadores pro-inflamatorios (Diep e# al., 2002) y restauracion de la
funcién endotelial (Kanie ez a/., 2003; Majithiya ef al., 2005; Matsumoto e? al.,
2007; Olukman ez al., 2010). Curiosamente, PPARa y PPARy son regulados a la
baja en estados diabéticos y esto se asocié con un incremento de la expresion
de mRNA de prepro-endotelina-1 (ppET-1) que puede desencadenar la

disfuncién endotelial (Kanie e 4/, 2003). Ademas, se ha descrito que agonistas
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de PPARy pueden prevenir los efectos nocivos pro-inflamatorios vasculares de
la ET-1 en la hipertensiéon (Montezano ez al., 2007).

La activacion PPARB, que se expresan de forma ubicua, también exhibe
propiedades anti-inflamatorias en la pared del vaso mediante la inhibicién de la
expresion de la molécula de adhesion vascular 1 (VCAM-1) y la proteina
quimiotactica de monocitos 1 (MCP-1) (Rival ez a/, 2002). El agonista de
PPARB, GW0742 redujo la aterosclerosis en ratones deficientes del receptor
IDL ( LDLR ) (Graham e al, 2005), y atenué substancialmente la
aceleracion de la aterosclerosis por angiotensina II y la inflamacién arterial
asociada (Takata ez a/., 2008). Ademas, GW0742 mejord la funcién endotelial
en aorta de ratas espontaneamente hipertensas (SHR). Esta mejora puede estar
relacionada con una interferencia en la via de sefializacion intracelular inducida
por angiotensina II en la pared vascular (Zarzuelo e al., 2011). La activacion
aguda de PPARQ también protegié6 del dano inducido por la
isquemia/reperfusion en el rifién en ratas diabéticas (Collino ef al., 2011), y la
activacion crénica de PPARQ inhibié la nefropatfa diabética inducida por
streptozotocina (STZ) a través de mecanismos anti-inflamatorios (Matsushita ez
al., 2011), sin alterar los niveles de glucosa en sangre.

Sin embargo, los posibles efectos protectores de la activacion de PPARSB
sobre la funcién endotelial no se han probado en un modelo animal de
diabetes tipo 1. Nosotros hipotetizamos que el agonista altamente selectivo de
PPARRB, GW0742 (Sznaidman e7 al., 2003) podria mejorar la funciéon endotelial
en ratas diabéticas inducida por STZ.

Por todo ello, e/ segundo objetivo de esta Tesis Doctoral cs analizar si
el agonista PPARB. GWO0742, ejerce un efecto protector sobre la funcién

endotelial en ratas diabéticas tipo 1.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Matsushita%20Y%22%5BAuthor%5D�
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Matetial y métodos

1. Agonistas PPARJ objeto de estudio.

Para nuestro estudio hemos empleado dos agonistas sintéticos3 PPAR
derivados del acido fenoxiacético: GWO0742, que es un agonista potente y

selectivo de PPAR y 1.165041, que es un agonista potente y de baja selectividad.

HOOG .

GWO742, dcido 4 - [[|2 - [3-fluoro-4-(trifluorometil) fenil metil] |-4-metil-5-tiazolil] tio] -

2-metilfenoxi acético].

O O
Ac \O\o /\“/OH

oH a0

L 165041, dcido (4-[3-{4-acetil-3-hidroxi-2-propilfenoxi }propoxiil]fenoxi) acético.
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2. Efectos de los agonistas PPARP sobre la alteracion
de la sefializacibon de insulina inducida por

hiperglucemia.

2.1. Cultivo primario de células endoteliales.

Las células endoteliales fueron extraidas de la vena de cordones umbilicales
humanos segin la técnica descrita por Vargas ez al., 1994.

El aislamiento se realizé en condiciones de esterilidad bajo campana de flujo
laminar. La vena umbilical se identificé y fue canalizada para posteriormente
realizar un lavado extenso, con el objeto de retirar los restos de sangre. El lavado
se realizo6 con solucion salina fisiolégica (PBS, Phosphate Buffered Saline) mas
antibiéticos (Penicilina/Estreptomicina 2 mM y Anfotericina B 2 mM). Después
se obtur6 uno de los extremos con bridas de plastico estériles y la vena fue
llenada con una solucién de colagenasa al 0,1 % e incubada durante 30 minutos a
37 °C.

Una vez finalizado el tiempo de incubacién se vacié el contenido de la vena
sobre un tubo de centrifuga estéril de 50 mlL presionando suavemente y
longitudinalmente con los dedos para facilitar el desprendimiento de las células
endoteliales del lecho wvascular tratado con colagenasa. Seguidamente, se
perfundié la vena con medio de cultivo M199 suplementado con 20 % de suero
tetal bovino (FBS, Feta/ Bovine Serum) para lavar la vena y recogerlo en el mismo
tubo de centrifuga.

Posteriormente se obtuvieron las células HUVEC por centrifugaciéon durante
5 minutos a 500 g. El sobrenadante fue descartado y las HUVEC fueron
resuspendidas en medio de cultivo fresco (M199 + 20 % FBS + 2 mM

penicilina/estreptomicina + 2 mM anfotericina B + 2 mM de glutamina + 10 mM

66



Material y métodos

HEPES + 30 mM suplemento de crecimiento de células endoteliales + 100 mM
heparina) y sembradas en frascos de cultivo pre-tratados con gelatina al 0,2 %.
Posteriormente fueron incubadas en una atmosfera de 5% de CO, a 37°C, y
fueron caracterizadas por su crecimiento en monocapa y por inmunofluorescencia
con un anticuerpo monoclonal contra el factor de von Willebrand.

Los pases de las células utilizadas en todos experimentos estaban
comprendidos entre 2 y 5, las células fueron mantenidas en medio libre de FBS
durante dos horas antes de los experimentos. Las HUVECs fueron incubadas
con los agonistas de PPARB, GW0742 6 1.165041 (1 6 10 uM) o el agonista de
PPARa, clofibrato (1 uM), o el agonista de PPARy, ciglitazona (1 uM), o el
inhibidor de ERK1/2, PD98059, o el inhibidor de JNK, SP600125 (25 uM),
durante 24 horas en medio bajo (5 mM) o alto (30 mM) en glucosa. Las células
fueron usadas para medir la producciéon de NO por DAF-2, o para determinar
por western blot la fosforilacion de eNOS y Akt, en condiciones basales y de
estimulacién con insulina (500 nM durante 30 minutos). En algunos
experimentos, las células fueron co-incubadas con el antagonista de PPARS,

GSKO0660 (1 uM) 1 hora previa a la adiciéon de cada agonista de PPARR.

2.2. Transfeccion de PPARP siRNA.

Las células HUVECs con una confluencia del 80% fueron tripsinizadas y
colocadas en placas de 6 pocillos en M199 y suplementado con 10% de SFB. El
medio fue cambiado el dia de la transfeccién, a cada pocillo se le adicionaron 900
ul de M199 sin FBS ni antibidticos (confluencia del 60-80%). Se prepararon 2
tubos (1 y 2) por placa y a cada tubo se le afiadieron 50 pul. de M199; a uno de los
tubos (1) se le afiadieron 3,5 puL. de Lipofectamine siRNAIMAX (Invitrogen)
(RNA de interferencia), y al otro tubo (2) 2,5 uL. de PPARP -especifico siRNA de

Dharmacon. Para los controles se realizé el mismo procedimiento, a un tubo (1)
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se le adicion6 3,5 ul. de Lipofectamine siRNAIMAX vy al otro (2) 2,5 ul de
siRNA control de Dharmacon. Los tubos fueron agitados suavemente y se
dejaron en reposo durante 5 minutos. Transcurrido este tiempo, se procedid a
mezclar el tubo (1) con Lipofectamine y el tubo (2) con siRNA (control o PPARJ
-especifico) durante 20 minutos a temperatura ambiente hasta la formacién de los
complejos. Tras los 20 minutos afadimos la mezcla gota a gota (100 pL) a la placa
correspondiente la cual previamente contiene 900 uL de M199 sin SFB y
antibidticos, posteriormente se agité suavemente y se llevé al incubador durante 4
horas; transcurrido este tiempo se retiré el medio, realizando dos lavados con
M199 (con SFB y antibidticos) y finalmente se afiadieron 1000 plL. de este medio y
se incub6 durante 48 horas.

La expresion de mRNA del PPAR fue determinada por RT-PCR después de
48 horas post-silenciamiento y comparada con su respectivo control siRNA para
determinar la eficiencia. Ademas, la expresion proteica del receptor fue medida
por western blot transcurridas 48 horas del silenciamiento.

Tras la 48 horas, las células fueron tratadas con baja (5 mM) y alta (30 mM)
glucosa y co-incubadas con 1165041 (10° M) 6 GW0742 (10° M) durante 24
horas y en presencia o ausencia del antagonista de PPARB, GSK 0660 (10°M) y
posteriormente se cuantificé el NO liberado tras la estimulaciéon de 100nM de

insulina, o la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS).

2.3. Cuantificacion de NO liberado por diaminofluoresceina-

2 en HUVEGCGs.

La cuantificacion de NO liberado por HUVEC se realizé6 con la sonda
fluorescente sensible al NO, diaminofluoresceina-2 (DAF-2), un compuesto que
se introduce en la célula como diacetato liposoluble (muy permeable), que una vez

en el interior celular disminuye su permeabilidad debido a la accién de las
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estereasas. El DAF-2 reacciona con el NO para producir triazolofluoresceina
(DAF-2T) altamente fluorescente, como se describié previamente en Leikert e a/.,
2001.

Las células fueron cultivadas hasta confluencia en placas de 96 pocillos, y la
heparina y el factor de crecimiento celular endotelial se omitieron las 24 horas
antes de la estimulacion. Las células se lavaron con PBS y se pre-incubaron con
medio bajo (5 mM) y alto (30 mM) en glucosa durante 24 horas. Transcurridas las
24 horas las células fueron lavadas con PBS y posteriormente pre-incubadas con
L-arginina (100 uM) 5 minutos. En algunos experimentos, el L-NAME fue
afladido 15 minutos, antes de la adicién de L-arginina.

Posteriormente, se incubaron con DAF-2 (107 M) y se estimularon bien con
el ionoforo de calcio calimicina (A23187, 1 pM) o Insulina (100 nM), en la
oscuridad a 37 °C. A continuacién, la fluorescencia se midi6 a los 0, 5, 15 y 30
minutos,  respectivamente, con un  espectrofluorimetro  (Fluorostart,
Labtechnologies BMG, Offenburg, Alemania), con una longitud de onda de
excitacion fija en 495 nm y la de emisién de 515 nm. La fluorescencia obtenida de
PBS/DAF-2 fue restada de cada valor. En algunos experimentos, las células
fueron co-incubadas con el antagonista de PPARB, GSK 0660 (1 pM) y/o el
quelante de calcio intracelular BAPTA-AM (10 pM) o el inhibidor de la PI3K|
LY-294002 (10 puM).

2.4. Expresion proteica en HUVECs.

Los experimentos se realizaron en células entre los pases 2 y 5. Para evaluar el
grado de fosforilacion de la proteina kinasa B (p-Akt) (Ser-473), p-eNOS (Ser-
1177), p-AMPK (Tht-172), p-ERK1/2 (Thr183 y Tyr 185), receptor del sustrato
de insulina (p-IRS-1) (Ser-636), Akt, eNOS, AMPK y ERK1/2, a las células se les
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indujo un estado de no proliferacion mediante la privacion de factores de
crecimiento y heparina durante 24 horas.
Después de este periodo, las células se lavaron con PBS y se homogeneizaron.
La composicion del tampén de homogeneizacion (pH 8) fue (en mM): 4cido
2-[4-(2-hidroxietil)-1-piperacinil]-etanosulfénico  (HEPES) 50, NaCl 150

bl b

pepstatina 500, leupeptina 5, Na;VO, 10, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF,
PhenylMethaneSulfonyl Fluoride) 100, acido okadaico 0,01 y tritén al 1 %.

Los western blot se realizaron con 30 ug de proteina. Las proteinas fueron
previamente determinadas por el ensayo del acido bicinconinico (BCA, bisinchonic
acid disodium salt hydrate) (Walker et al, 1994). Las proteinas fueron entonces
suspendidas en tampoén de carga y desnaturalizadas mediante calor durante 5
minutos a 95 °C.

Para electroforesis se utiliz6 un gel de dodecilsulfato sédico (SDS, Sodiun:
Dodecyl Sulfate)-poliacrilamida al 8 % y se realizé en un sistema minigel (Bio-Raid
Laboratorios, Hercules, California, EE.UU.). Después, las proteinas se
transfirieron a membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF, Po/yl inyliDene
Fluoride) y se incubaron con tampén de bloqueo (tampén Tris salino tamponado
al 0,1 % de Tween 20 (TBS-T) con leche desnatada en polvo al 5 %) durante 2
horas. Luego las membranas fueron lavadas durante 15 minutos con TBS-T,
cambiando la solucién cada 5 minutos. Posteriormente, fueron incubadas con su
respectivo anticuerpo primario (monoclonal de conejo anti-fosfo-AKT-ser-473 y
monoclonal de conejo anti-AKT, policlonal de conejo anti-fosfo-eNOS-ser-1177,
monoclonal de ratén anti-eNOS, monoclonal de conejo anti-fosfo-AMPKa-
Thr'”, policlonal de conejo anti-AMPKa, policlonal de raton anti-fosfo-ERK1/2,
policlonal de conejo anti-ERK1/2 y policlonal de conejo fosfo-IRS-1-Ser-636
(dilucién 1:1000) durante toda la noche a 4 °C. Las membranas se lavaron de
nuevo durante 15 minutos con TBS-T cambiando cada 5 minutos la solucion, y se

incubaron con anticuerpo secundario caprino anti-raton conjugado con
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peroxidasa para eNOS y caprino anti-conejo para AKT, ERK1/2 y AMPKa«
diluido en TBS-T al 5 % de leche en polvo desnatada (1:2500). Las incubaciones
se llevaron a cabo a temperatura ambiente durante 2 horas. Tras lavar de nuevo
las membranas de la forma anteriormente descrita, la uniéon del anticuerpo a la
proteina se detecté mediante su incubacién durante un minuto con un sistema
ECL (Amersham Pharmacy Biotech, Amersham, Buckinghamshire, Reino Unido)
y una pelicula auto radiografica para ver la quimioluminiscencia. Las peliculas se
escanearon y se realizd en estas imagenes un analisis densitométrico usando el

software Scion Image-Release Beta 4.02. (http://www.scioncorp.com). Las

membranas fueron recicladas para determinar la expresion de la proteina
fosforilada de cada muestra. Se calcul la relacién entre la intensidad de banda
para AKT, eNOS, AMPKo y ERK1/2 y su correspondiente proteina fosforilada
de cada muestra. Los resultados fueron expresados como el porcentaje de dicha
relacion de cada grupo con respecto al grupo control.

Para determinar la expresion proteica de PPARS, transcurridas 48 horas post-
silenciamiento las células fueron lavadas, recogidas y centrifugadas a 15.000 x g a
4°C durante 30 minutos para producir el extracto completo. El contenido de
proteinas se determiné por el método Bradford. Las muestras se desnaturalizaron,
se sometieron a SDS-PAGE usando un gel de corrida al 10%, y se transfirieron a
una membrana de nitrocelulosa. L.as membranas se bloquearon con 3% de BSA
en TBS, y después se incubaron durante toda la noche con el anticuerpo
correspondiente de PPAR siguiendo las recomendaciones del fabricante (Abcam,
Cambridge, UK). Las transferencias se lavaron con un tampén de lavado (ITBS
0,1% Tween 20) tres veces durante 15 minutos cada vez. Se incubaron durante 1
hora con un anticuerpo secundario unido a HRP anti-conejo IgG (Cell Signaling
Technology) y se desarrollaron llevando a cabo un procedimiento de ECL, tal

como se especifica por el fabricante (GE Healthcare, Buckingham, UK).
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2.5. Expresion de diferentes genes mediante PCR.

La técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
(RT-PCR, Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction) cuantitativa en tiempo real
se utiliz6 para analizar la expresion de mRNA de distintos genes Para analizar la
expresion génica mediante el RNA total fue extraido mediante homogenizacion
de los anillos adrticos y posteriormente convertido en DNA complementario
(cDNA, complementary DNA) por métodos estandar.

La reaccién en cadena de la polimerasa se realiz6 con un termociclador
Techne Techgene (Techne, Cambridge, UK). La técnica RT-PCR se utiliz6 para
analizar la expresion de mRNA de PPARJ y el gen diana de PPARB, PDK-4
(véase Tabla 3).

La reaccion en cadena de la polimerasa fue realizada usando Syber Green con
ROX como fluoréforo de referencia (iTaq"™ SYBR® Green Supermix with ROX
sample, Biorad laboratorios, California, EE.UU.), a partir del cDNA ya extraido.
El gen de referencia elegido fue B-actina y su expresiéon fue empleada como
control de carga en los distintos experimentos.

La acumulacién de copias del molde de DNA que se produce a medida que
avanzan los ciclos de PCR provoca que también se incorporen mas moléculas de
fluorescencia. La acumulacién de esas moléculas permite determinar el numero de
ciclo en el que se inicia la fase exponencial de la PCR. Este ciclo inicial depende
directamente de la cantidad de molde de DNA inicial que habfa en la muestra
usada para la reaccion de PCR. Cuanta mas cantidad de molde haya en una
muestra mas bajo sera el valor del ciclo inicial. El equipo usado (S#atagene,
Mx3005) incluye la programacién informatica necesaria para calcular el valor del
ciclo inicial y también permite identificar la especificidad del producto amplificado

mediante el analisis de las curvas de fusion.
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Se hace aumentar la temperatura a una velocidad lenta hasta llegar a una
temperatura final de 95 °C y se ordena al aparato que recoja en todo momento la
fluorescencia que emiten las moléculas SYBR Green. En el momento en que la
temperatura de incubacién coincida con la temperatura de desnaturalizacion del
producto amplificado se producira la separacion de la doble cadena de DNA. Esta
separacion provoca la pérdida de emision de fluorescencia de las moléculas SYBR
Green y por lo tanto una caida en la cantidad de fluorescencia que recoge el
aparato. Esta temperatura es especifica para cada fragmento de DNA de doble
cadena y permite identificar el nimero de productos amplificados en la reaccion
de PCR.

La cuantificacién se realizé utilizando el método AACt (Cycle threshold, ciclo

umbral).

2.6. Medida de la concentracion de ROS intracelular.

La sonda fluorescente 2’, 7’-diacetato de diclorodihidrofluoresceina, acetil
ester (CM-H2ZDCFDA) se utiliz6 para determinar la generacion de ROS
intracelular en las células endoteliales. Este reactivo entra en las células y reacciona
con ROS para generar el compuesto fluorescente 2°, 7’- diclorofluoresceina. Las
HUVECs confluentes en placas de 96 pocillos se cultivaron en condiciones de 5 6
30 mM de glucosa, en presencia o en ausencia de 1165041 (1 uM), o el inhibidor
del complejo I, rotenona (5 pM), o el inhibidor del complejo II,
tenoiltrifluoroacetona (TTFA 10 pM), o el desacoplador de fosforilacion
oxidativa, carbonil cianuro m-clorofenilhidrazona (CCCP 0,5 uM) durante 24
horas. Se afadieron inhibidores (GSK0660 1 yuM, o DCA 10 uM) 30 minutos
antes de la incubacion con L165041. Posteriormente, las células se incubaron con
5 mM de CM-H2DCFDA durante 30 minutos a 37°C. Después de la retirada del

medio y lavado de las células, la intensidad de la fluorescencia (unidades relativas
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de fluorescencia) se midi6 a una longitud de onda de excitacién y emision de 485
y 530 nm, respectivamente, usando un espectofluorimetro (Fluorostart, BMG

Labtechnologies, Offenburg, Germany).

2.7. Reactivos.

GWO0742, 1165041 y GSKO0660 fueron adquiridos de Tocris Bioscience
(Bristol, Reino Unido).

El Medio 199 y HEPES se obtuvieron de Lonza (Verviers, Bélgica). Los
anticuerpos de conejo anti-fosfo-eNOS-ser-1177, ratén anti-eNOS, conejo anti-
fosfo-AKT-ser-473, conejo anti-AKT, conejo anti-ERK1/2, monoclonal de
conejo anti-fosfo-AMPKa-Thr'” y policlonal de conejo anti-AMPKo de Cell
Signalling Technology, Massachusetts, EE.UU. Los anticuerpos de conejo anti-
p47""*, conejo anti-fosfo IRS-1-Ser 636 y los anticuerpos de  peroxidasa
secundarios conjugados de cabra anti-conejo y de cabra anti-ratén fueron
adquiridos de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, EE.UU.). El anticuerpo de
raton anti-fosfo-ERK1/2 de Sigma Aldrich Chemie (Steinheim, Alemania).

El sistema de electroquimioluminiscencia fue de Amersham Pharmacia
Biotech (Amersham, Reino Unido). El resto de los productos fueron obtenidos
de Sigma Aldrich Chemie (Steinheim, Alemania).

La Lipofectamine siRNAIMAX de Invitrogen (Invitrogen, Carslbad,
California, EE.UU.), PPARB-especifico siRNA de Dharmacon (Lafayette,
Colorado, EE.UU.), y siRNA control Dharmacon (Lafayette, Colorado, EE.UU.).

2.8. Analisis estadistico.

Los resultados se expresaron como la media aritmética + error estandar de la

media (S.E.M., standard error of the mean) y n refleja el nimero de experimentos
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realizados. Las diferencias estadisticamente significativas entre los grupos fueron
calculadas por un analisis de varianza (ANOVA), seguido por una prueba de

Newman-Keuls. P< 0.05 se considero estadisticamente significativa.

3. Efectos del agonista de PPARB, GW(0742, sobre la

disfuncién endotelial de ratas diabéticas tipo 1.

3.1. Animales y grupos experimentales.

Se utilizaron ratas macho Wistar de 280 - 320 gramos obtenidas de Harlam
Laboratories S.A. (Barcelona, Espafia). Fueron mantenidas en el animalario cinco
ratas por batea, con libre acceso a una dieta estandar y agua, a una temperatura
constante de 24 £ 1 °C y con un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas. Todos los
experimentos se realizaron conforme a la Guia para el Cuidado y el Uso de los
Animales de Laboratorio (National Institutes of Health, NIH; publicaciéon n® 85 - 23,
revisada en 1996) y fueron aprobados por nuestro Comité Institucional para el

cuidado ético de los animales.

Los animales se repartieron de forma randomizada en cuatro grupos:

a) Control (vehiculo, 1 mL de metilcelulosa al 1 %), n=10.

b) Control tratadas (GW0742, 5 mg/Kg/dia en 1 mlL de metilcelulosa al
1 %), n=10.

c) Diabéticas (vehiculo, 1 mL de metilcelulosa al 1 %), n=10.

d) Diabéticas tratadas (GW0742, 5 mg/Kg/dia en 1 mL de metilcelulosa al
1 %), n=10.
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Las ratas fueron diabetizadas con una tnica dosis de STZ, 2-deoxi-2-(3-
(metil-3-nitrosoureido)-D-glucopiranosa) (50 mg Kg' disuelto en buffer citrato a pH
4,5) administrada via endovenosa en la cola. A las ratas controles se les administrod
el buffer. Tres dias después de la inyeccion de STZ, los niveles de glucosa
plasmatica fueron determinados en ratas en ayunas durante 18 horas usando el
glucometro Accu-Check Aviva (Roche Diagnostics S.L., Barcelona, Espafia).
Fueron consideradas como diabéticas aquellas ratas con niveles plasmaticos de
glucosa iguales o superiores a 200 mg dL"'(Camici et al., 2007) y poliuria. El
tratamiento con GW0742 se inici6 tres dias después de la inyeccion con STZ o
con el buffer de citrato.

El farmaco se administré mediante sonda gastroesofagica diariamente
durante las 5 semanas de tratamiento. GW0742 es un potente y selectivo agonista
PPARB con un valor de dosis eficaz 50 (DE50) de 50 nM para PPARB. La
concentracion plasmatica de GW0742 no se determiné en el presente estudio, sin
embargo, ratones tratados con GW0742 a una dosis de 1 y 10 mg/Kg durante 4
semanas mostraron concentraciones plasmaticas de 0,4407 uM y 2,270 uM,
respectivamente (Takata ef a/, 2008) y ratones deficientes en el receptor de la
lipoproteina de baja densidad (LDLR -/-, Low Density Lipoprotein Receptor) tratados
con 6 mg/Kg durante 16 semanas mostraron concentraciones en el rango de
0,805-1,250 uM (Graham ez al., 2005). De hecho, la concentracion plasmatica del
agonista a la dosis de 5 mg/Kg se espera que active especificamente al receptor
PPAR sin que exista reactividad cruzada con otras isoformas de PPAR, ya que
los niveles esperados (< 2,210 uM) estarfan por debajo del valor de DE50 de
PPARa murino (8,9 uM) y PPARy (> 10 uM) (Graham ez a/, 2005).

Durante el periodo experimental las ratas tuvieron libre acceso a comida

y agua. El peso corporal y la presion arterial se controlaron semanalmente.
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3.2. Medida de la presion arterial.

Mediante registro indirecto se midieron la presion arterial sistélica (PAS), la
presion arterial diastélica (PAD) y la presion arterial media (PAM), ademas de la
frecuencia cardfaca (FC). Dichos datos fueron determinados semanalmente 18-20
horas después de la administraciéon del farmaco en ratas conscientes, aisladas y
precalentadas (37 °C), mediante pletismografia en la cola (Navarro-Cid ez a/.,, 1995)
(Digital Pressure Meter LE 5001, Letica S.A., Barcelona, Espafia). El medidor de
presion LE 5001 es un equipo basado en microprocesador, especificamente
disefiado para medir de modo no invasivo la presiéon arterial en animales. El
sistema se basa en un circuito neumatico de presion variable que es detectada
mediante un transductor de presién y mostrada en la pantalla del equipo. El
método usado para tomar la presion se basa en la técnica de esfingomanometria
usada para medir la presion arterial en humanos. De ahi que el equipo conste de
un manguito, cuya misién es ocluir el paso de la sangre en un vaso sanguineo y un
transductor que detecta los pulsos. Transductor y manguito se fijan a la cola del
animal para trabajar en la arteria caudal. E1 LE 5001 mide la FC en latidos por
minuto (Ipm), los valores de PAS o maxima presién, PAD o minima y la media

calculada como:
PAM = PAD + 0,33 (PAS-PAD)
Se realizaron del orden de quince determinaciones en cada sesién y se tomo

como dato la media aritmética de los 10 valores mas semejantes, con una

diferencia no mayor de 5 mmHg.
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3.3 Parametros morfolégicos.

Al finalizar el periodo experimental, los animales fueron anestesiados con 2,5
mL/Kg de equitensina i.p. (pentobarbital al 1%, hidrato cloral al 4%). Se realizé
una incisiéon en el abdomen para visualizar y tener acceso a la aorta abdominal, a
través de la cual se extrajo la sangre utilizando un jeringa heparinizada.
Posteriormente se obtuvo el plasma mediante centrifugaciéon de la sangre a 3000
r.p.m durante 10 minutos. El plasma se alicuoté y se almacend a - 80 °C hasta su
utilizacion.

Seguidamente tras la exanguinacién de los animales, se extrajeron los rifiones,
la aorta toracica y el corazén. A excepcion de la aorta, que se utilizd
inmediatamente para las pruebas de reactividad vascular que se describiran con
detalle mas adelante, estos 6rganos se lavaron en solucion de Krebs fria y se
secaron para ser pesados. Tras pesar el corazén se eliminaron las auriculas y el
ventriculo derecho, para quedarnos con el ventriculo izquierdo limpio, que se
pesé de nuevo.

Mediante los datos de peso de estos 6rganos, y el peso de cada animal antes de
su sacrificio, calculamos los diferentes indices morfoldgicos, dividiendo el peso
del 6rgano en cuestion por el peso del animal, en gramos, y multiplicado por 100
para obtener el %. Asf se obtuvieron el Indice de peso cardiaco (I.P.C.), Indice de
peso del ventriculo izquierdo (IP.V.1), Indice de peso del higado (I.P.H) e Indice
de peso renal (I.P.R.) de cada animal para su posterior analisis estadistico.

El indice de Fulton fue calculado dividiendo los pesos del ventriculo
derecho/ventticulo izquierdo + septum.

Los 6rganos fueron divididos, congelados en nitrégeno liquido y almacenados

a - 80 °C para su posterior utilizacion.
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3.4. Determinaciones en plasma.

3.4.1. Glucosa, triglicéridos, HDL y colesterol.

Las concentraciones plasmaticas de glucosa, triglicéridos, HDL y colesterol
total se determinaron por métodos colorimétricos utilizando kits Spinreact

(Spinreact, S.A., Espafia).

3.4.2. Peroxidacion lipidica.

El contenido en malonildialdehido plasmatico (MDA) se evalué como se
describe en Duarte y colaboradores (2001).

Se hicieron reaccionar en un eppendorf mantenido en hielo, 100 pl de plasma
de muestra (obtenidos previamente por centrifugaciéon durante 10 minutos a 3000
r.p.m. de la sangre extraida de cada rata al ser sacrificada y congelados
inmediatamente y conservados a - 80 °C), con 250 pl de reactivo cromogénico
(solucion de 1-metil-2-fenilindol 1,03 mM en acetonitrilo) y 75 ul de acido
clorhidrico al 35 % (v/v), agitando cada eppendotf.

La mezcla se incub6 durante 40 minutos en un bafio a 45 °C, y posteriormente
se volvié a mantener en hielo, para ser centrifugada a 4 °C durante 15 minutos a
14000 r.p.m. Posteriormente, en una placa de 96 pocillos, se cargaron 100 ul de
cada mezcla y se midi6 su absorbancia a 586 nm en un lector de placas
(Microplate Reader Model 680XR, Bio-Rad). El calculo del contenido de MDA se
realizé6 mediante la interpolacién de los valores obtenidos con una curva patrén

de 1,1,3,3-tetrametoxipropano.
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3.43. ET-1.

Los niveles plasmaticos de ET-1 se determinaron con un kit comercial (R&D
Systems, Mineapolis, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizé

1 mL de plasma y los resultados se expresaron en pg de ET-1/mL de plasma.

3.5. Estudios de reactividad vascular.

Los estudios de reactividad vascular ex vivo se han realizado en aorta toracica

y arteria mesentérica.

3.5.1. Aorta toracica.

La aorta toracica fue cuidadosamente extraida desde el diafragma hasta el
cayado adrtico y depositada en una placa Petri que contenfa soluciéon de Krebs
(con una composicion en mM de: NaCl 118; KCl 4,75; NaHCO; 25; MgSO, 1,2;
CaCl,2; KH,PO, 1,2 y glucosa 11; pH 7,5). Seguidamente, se eliminaron los restos
de tejido conjuntivo y adiposo adheridos a la aorta y ésta se dividié en segmentos
de unos 3 mm de longitud.

Las pruebas se llevaron a cabo en anillos de aorta toricica en los cuatro

grupos de ratas experimentales.

3.5.1.1. Montaje de la preparacion.

Los anillos aérticos se montaron en un sistema convencional de bafo de
organos. Para ello se introdujeron en el lumen de dichos anillos dos alambres

rigidos de acero inoxidable con forma de L, de 0,2 mm de diametro, uno de los
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cuales se fij6 a la pared del bafio y el otro podia desplazarse paralelo al anterior
hacia arriba y abajo, conectando este ultimo a un transductor isométrico de
fuerza-desplazamiento (Letigraph 2000, Cibertec S.A., Madrid, Espafia). Los
cambios en la tension del vaso fueron registrados y grabados [PowerLab 800 (AD
Instruments, Cibertec)] (Sanchez ef al, 2007). Los banos de 6rganos contenfan 5
mL de la solucién de Krebs, mantenida a 37 °C y constantemente burbujeada con
O, al 95 % y CO, al 5 % (gas carbégeno) para mantener un pH comprendido
entre 7,3 y 7,4. Los anillos fueron sometidos a una tension de 2 g y se dejaron
estabilizar durante 60-90 minutos antes de la adicién de los farmacos. Durante
este periodo, la soluciéon de Krebs se cambiaba cada 30 minutos y los anillos eran

retensionados segin las necesidades para mantener la tension final estable de 2 g.

3.5.1.2. Protocolos experimentales ex vivo.

Para evaluar la respuesta vasodilatadora dependiente de endotelio, se
realizaron curvas concentracion-respuesta de relajacion a ACh (107 - 10° M)
afladida de forma acumulativa a los bafios, en ausencia o presencia de L-NAME
(10* M), en anillos pre-contraidos con Phe, para obtener una pre-contraccion
similar dentro de los grupos (10° M en el grupo control y en ambos grupos
tratados con GW0742 y 3.107 M en el grupo diabético). Los resultados se

expresaron como % de relajacién respecto a la precontraccién inicial con Phe.

Con el fin de estudiar la respuesta vasodilatadora independiente de endotelio,
se realizaron curvas concentracién-respuesta de relajacién a NPS (107 - 10° M)
afladido a los banos de forma acumulativa. Este experimento se realizé en
oscuridad, en anillos a los que se les eliminé previamente el endotelio, como se ha
descrito con anterioridad, y pre-contraidos con Phe (10° M). Los resultados se

expresaron como % de relajacién respecto a la pre-contraccion inicial con Phe.
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3.5.2. Arteria mesentérica.

3.5.2.1. Montaje de la preparacion.

También se realizaron estudios funcionales en arterias mesentéricas en un
midgrafo isométrico (Multi Myograph System-610M Danish Myo Technology).
Para ello, una vez aislada la tercera rama de la arteria mesentérica, fueron cortadas
en segmentos de 1,7- 2 mm de longitud. Con la ayuda de las dos plataformas
metalicas incluidas en el miodgrafo, se introdujeron dos alambres de acero
inoxidable (40 pm de diametro) por la luz del segmento; uno de los alambres se
fij6 a un soporte moévil acoplado a un tornillo micrométrico (que permite
modificar el grado de estiramiento del vaso) y el otro alambre se fij6 a un segundo
soporte acoplado a un transductor isométrico. Cada vaso se tensioné en funcién

de su didmetro para la obtencién de una presion transmural de 13.3 N/m”.

3.5.2.2. Protocolos experimentales ex vivo.

3.5.2.2.a. Para evaluar la respuesta relajante a ACh, se realizaron también
estudios en pequefias arterias mesentéricas intactas pre-contraidas con Phe (107
M) en segmentos control, tratados con L-NAME o pre-contraidos con KCI 80

mM.

3.5.3. Experimento in vitro de reactividad vascular en aorta

toracica.

Para evaluar el efecto de GW0742 sobre la disfuncién endotelial inducida por

alta glucosa se realizaron una serie de experimentos en anillos de aorta intactos los
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cuales fueron montados en un sistema de bafio de 6rganos, y mantenidos en
solucién de Krebs normal, después del ensayo de funcionalidad del endotelio con
ACh, los anillos fueron incubados en un medio con baja (5 mM) o alta (44 mM)
glucosa durante 6 horas en el bafo de 6rganos, en presencia o ausencia de
agonistas PPARB, GW0742 (10° M) 6 1.165041 (10° M) y con o sin incubacién
previa de 1 hora con el antagonista especifico de PPARB, GSKO0660 (10° M).
Posteriormente, después del lavado de la preparacion, la respuesta relajante a ACh
fue estudiada en anillos pre-contraidos con fenilefrina. Esos anillos fueron

congelados a -80 °C para posteriormente realizar RT-PCR cuantitativa.

3.6. Deteccion in situ del contenido vascular de ROS.

La deteccion 7 situ de la produccion vascular de ROS se realizé mediante la
técnica del dihidroetidio (DHE) (Lodi ez a/, 2000). Utilizamos DHE para localizar
ROS en secciones aérticas. EI DHE entra en las células y es oxidado por ROS
para formar etidio, que se une al DNA para producir una fluorescencia brillante
de color rojo.

Los anillos de la aorta toracica fueron incluidos en OCT (Tissue-Tek® OCT
Componnd, Sakura) y congelados (- 80 °C). Posteriormente se realizaron cortes
histolégicos de cada anillo de 10 pm en un criostato (Microm International Model
HM500 OM), que se fijaron en portas con polilisina. Los cortes histologicos se
llevaron a una camara humeda donde se incubaron en una soluciéon de HEPES
tamponada (en mM: NaCl 130; KCI 5; MgCl, 1,2; glucosa 10 y HEPES 10,
ajustado a pH 7,3 con NaOH) durante 30 minutos a 37 °C. Transcurrido este
tiempo, se procedié a una nueva incubacién con solucion HEPES que contenia
DHE (10° M) durante 30 minutos y en oscuridad. A continuacién, las
preparaciones se tifieron con el marcador nuclear, dilactato de 4°,6-diamidino-2-

fenilindol (DAPI) (0,3 uM), durante 5 minutos en camara himeda, a 37 °C atn en
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oscuridad, posteriormente fueron lavadas con 1 mL de solucién tamponada de
HEPES dos veces y selladas con cubreobjetos.

Cuatro secciones de cada preparacion fueron examinadas en un microscopio
de fluorescencia (LLeica DM IRB, Wetzlar, Alemania) usando un objetivo de 40x
con los siguientes pares de filtros de excitacion/emision: 340-380 nm/425 nm de
longitud de onda para visualizar la fluorescencia azul del DAPI, 450-490 nm/515
nm para visualizar la autofluorescencia verde de la elastina y 540-30 nm/ 610-75
nm para visualizar la fluorescencia roja del etidio. Las secciones fueron
fotografiadas con una camara digital a color Leica DC300F, y las imagenes se
grabaron para posterior analisis. Las condiciones de microscopio y camara fueron
mantenidas constantes para todas las preparaciones.

Las fluorescencias de etidio y DAPI fueron cuantificadas usando Image] (ver

1.32j, NIH, http://rsb.info.nih/ij/). La produccién de ROS fue calculada de la

relacion entre la fluorescencia de etidio/DAPI. En experimentos preliminatres
algunas series de secciones se trataron con el “scavenger” de O, tirén (10 pM) o
el pegilado de superéxido dismutasa (PEG-SOD), 250UmL.") durante 30 minutos

a 37°C y posteriormente se incubaron con DHE.

3.7. Actividad vascular de 1a NADPH oxidasa.

La actividad de la NADPH oxidasa se cuantificé en anillos adrticos intactos
mediante quimioluminiscencia con lucigenina, como se describi6 previamente por
Ohara ¢t al, 1993. Se incubaron los anillos adrticos de todos los grupos
experimentales durante 30 minutos a 37 °C en una solucién salina fisiologica (pH
7,4) de la siguiente composicion (en mM): NaCl 119; HEPES 20; KCI 4,6; MgSO,
1; Na,HPO, 0,15; KH,PO, 0,4, NaHCO; 1; CaCl, 1,2 y glucosa 5,5. La
producciéon adrtica de O, fue estimulada en algunos anillos mediante la adicion

de NADPH (10* M). Los anillos fueron posteriormente colocados para la medida
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en tubos que contenfan solucién salina fisiologica, con o sin NADPH, tal y como
se incubaron, y la lucigenina fue inyectada automaticamente hasta una
concentracion final de 5 uM. La actividad NADPH oxidasa se determiné
midiendo la luminiscencia de la lucigenina mediante un luminémetro (Lumat LB
9507, Berthold, Alemania) durante 200 segundos en intervalos de 5 segundos.
Luego los anillos fueron desecados y se determind su peso seco. La actividad
NADPH oxidasa se expres6 como unidades relativas de luminiscencia

(RLU)/minuto/mg de tejido seco.

3.8. Determinacion de la actividad de la mieloperoxidasa.

La actividad de la mieloperoxidasa (MPO) fue medida en aortas congeladas,
homogenizadas y centrifugadas. Los pellets fueron resuspendidos y sujetos a tres
ciclos de congelacion y descongelacion, previos al paso de centrifugacion final. El
sobrenadante generado fue analizado por triplicado para determinar la actividad
de MPO realizando mediciones de cinéticas durante 6 minutos a 460 nm (10 pl de

muestra con 90 pl del buffer de reaccion que contiene 50 mM buffer fosfato
potasico, 0,167 mg ml" de dihidrocloruro de odianisidina y 0,0006% H,O,). Los

resultados fueron expresados como unidades de MPO por gramo de tejido.

3.9. Ensayos inmunohistoquimicos.

Secciones de anillos de la aorta toracica fueron incubados con buffer citrato de
sodio (10 mM citrato de sodio y 0,05% Tween 20, pH 6) a 95 °C por 20 minutos,
para retraer los antigenos. La actividad de la peroxidasa endégena fue inhibida con
1% de H,O,en PBS durante 20 minutos. La deteccion de CD68 fue llevada a cabo
usando un anti-CD68 (EDI, diluciéon 1:500; Santa Cruz Biotechnology, Santa
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Cruz, California, EE.UU.) e InmunoCruzTM mouse ABC Staining System (Santa

Cruz Biotechnology). Los cortes fueron tefiidos con hematoxilina.

3.10. Expresion vascular de diferentes proteinas mediante

Western Blot.

La expresion proteica fue medida en el sobrenadante de los homogenados de
las aortas procedentes de los distintos grupos experimentales.

3.10.a. Para analizar la expresion proteica de eNOS, fosfo-eNOS, fosfo-
caveolina-1, caveolina-1 mediante el analisis por western blot, los anillos aérticos
de los diferentes grupos, conservados a - 80 °C, fueron homogeneizados en frio
mediante un potter de cristal. La composicion del tampén de homogeneizacion
utilizado (pH 7,4) fue (en mM): HEPES 10; sacarosa 320; EDTA 0,1; ditiotreitol
(DTT) 1; PMSF 0,5; 4acido okadoico 0,01 y leupeptina 4 pg/ml..

3.10.b. Para la determinacién de la subunidad p47°", p22°">, NOX-1, NOX-
2 y NOX-4 de la enzima NADPH oxidasa. La composiciéon del tampén de
homogeneizacion (pH 8) fue (en mM): HEPES 10; KCI 10; EDTA 1; EGTA 1,
DTT 1; N-a-para-tosil-L-lisina clorometilamina 4; NaF 5; Na,MoO, 10; Na,VO,
1; PMSF 0,5 y acido okadoico 0,01; aprotinina 40 ug/mL y leupeptina 4 ug/mlL.

La expresion proteica fue medida en el sobrenadante de sus homogenados
adrticos tras 30 minutos de centrifugacion a 13000 r.p.m. a 4 °C.

Se siguieron los mismo pasos que en el apartado 2.4.

En la tabla 2 se hace referencia de los distintos anticuerpos utilizados en las

determinaciones de las distintas proteinas.

86



Material y métodos

Tabla 2. Anticuerpos utilizados en las determinaciones de excpresion proteica.

policlonal de conejo caprino anti-conejo conjugado con

anti-p47phox peroxidada 12% 47
(Santa Cruz Biotechnology) (Sigma-Aldrich)
policlonal de cabra conejo anti-caprino conjugado con
anti-p22phox peroxidada 15 % 22
(Santa Cruz Biotechnology) (Sigma-Aldrich)

monoclonal de raton ) . ) )
. . caprino anti-ratén conjugado con peroxidada
anti-caveolina-1 15% 22

Sigma-Aldrich
(Cell Signaling Technology) Gigm )

monoclonal de ratén ) . .
conejo anti-ratén conjugado con peroxidada

anti-fosfo-caveolina-1 15% 22
(Sigma-Aldrich)
(Santa Cruz Biotechnology)
policlonal de conejo captino anti-conejo conjugado con
anti-fosfo-eNOS (Ser!!””) peroxidada 8 % 140
(Cell Signaling Technology) (Sigma-Aldrich)

monoclonal de ratén
captino anti-ratén conjugado con peroxidada
anti-eNOS 8% 140

o (Sigma-Aldrich)
(Cell Signaling Technology)
monoclonal de conejo captino anti-conejo conjugado con
anti-fosfo-AKT (Ser*7) petroxidada 9% 60
(Cell Signaling Technology) (Sigma-Aldrich)
monoclonal de conejo captino anti-conejo conjugado con
anti-AKT peroxidada 9% 60
(Cell Signaling Technology) (Sigma-Aldrich)
policlonal de conejo caprino anti-conejo conjugado con
anti-NOX-1 peroxidada 10 % 65
(Santa Cruz Biotechnology) (Sigma-Aldrich)
monoclonal de ratén caprino anti-ratén conjugado con peroxidada
anti-NOX-2 peroxidada 10% 91
(Santa Cruz Biotechnology) (Sigma-Aldrich)
policlonal de conejo caprino anti-conejo conjugado con
anti-NOX-4 peroxidada 10% 31,8-67
(Novus Biologicals) (Sigma-Aldrich)
policlonal de conejo caprino anti-conejo conjugado con
anti-ERK 1/2 peroxidada 12 % 42-44
(Cell Signaling Technology) (Sigma-Aldrich)
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policlonal de ratén

caprino anti-ratén conjugado con peroxidada

(Thr'72)
(Cell Signaling)

(Sigma-Aldrich)

anti-fosfo-ERK1/2 12 % 42-44
(Sigma-Aldrich)
(Sigma-Aldrich)
policlonal de conejo captino anti-conejo conjugado con
anti-fosfo-IRS-1 (Ser 93%) peroxidada 8 % 170-185
(Santa Cruz Biotechnology) (Sigma-Aldrich)
policlonal de conejo
captino anti-conejo conjugado con
anti-fosfo-SAPK/JNK
peroxidada 10 % 46-54
(Thy'83 / Tyy's5)
(Sigma-Aldrich)
(Cell Signaling)
policlonal de conejo captino anti-conejo conjugado con
anti-SAPK/JNK peroxidada 10 % 46-54
(Cell Signaling) (Sigma-Aldrich)
policlonal de conejo captino anti-conejo conjugado con
anti-AMPKu« peroxidada 10 % 62
(Cell Signaling) (Sigma-Aldrich)
monoclonal de conejo
. captino anti-conejo conjugado con
anti-fosfo-AMPKo
peroxidada 10 % 62

3.11. Expresion de diferentes genes mediante PCR.

La técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa

(RT-PCR, Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction) cuantitativa en tiempo real

se utiliz6 para analizar la expresion de mRNA de distintos genes.

Se siguieron los mismos pasos que en el apartado 2.5.

El gen de referencia elegido fue B-actina y su expresiéon fue empleada como

control de carga en los distintos experimentos. Se emplearon las distintas

secuencias o primers:
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Tabla 3. Secuencia de primers.

AATCGTGCGTGACATC  ATGCCACAGGATTCCA
Actina Beta actina
AAAG TACC
AAAGAAACCGTGCTGA  AGTTACAGGCCGATG
p47phox pAT7phos
CTGG TGACC
GCGGTGTGGACAGAAG CTTGGGTTTAGGCTCA
p22phox p22phox
TACC ATGG
PDKA Piruvato deshidrogenasa AGGTCGAGCTGTTCTC  GCGGTCAGGCAGGAT
] kinasa, isoenzima 4 CCGCT GTCAAT
CPT Carnitina TTCACTGTGACCCCAGA  AATGGACCAGCCCCAT
palmitoiltransferasa 1 CGGG GGAGA
Receptor beta activado por
CATTGAGCCCAAGTTC GGTTGACCTGCAGAT
PPAR-f el proliferador de
GAGT GGAAT
peroxisomas
Receptor alfa activado por
TGTGACTGGTCAAGCT  CTTCCGGAACTCTCCT
PPAR-a el proliferador de
CAGG CTCC
peroxisomas
Receptor gamma activado
AAGAACCATCCGATTG  CCAACAGCTTCICCTT
PPAR-y por el proliferador de
AAGC CTCG
peroxisomas
TCTTGCTGGTTGACACT TATGGGAGTGGGAAT
NOX-1 NADPH oxidasa-1
TGC CITGG
ACAGTCCTGGCTTACCT TTCTGGGATCCTCATT
NOX+4 NADPH oxidasa-4
TCG CTGG
caveolin-1 caveolina-1 TCTACAAGCCCAACAAC AGGAAAGAGAGGATG
AAGG GCAAAG
eNOS Oxido nitric sintasa ATGGATGAGCCAACTC TGTCGTGTAATCGGTC
endotelial AAGG TTGC
CTCGCTCTATGTAAGTC  GCTCCTGCTCCTCCTG
PreproET-1 Preproendotelina-1
ATGG ATG
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La cuantificacién se realizé utilizando el método AACt (Cycle threshold, ciclo

umbral).

3.12. Analisis estadistico.

Los resultados fueron expresados como la media aritmética + S.E.M.

La evolucién de la presion sistdlica en la cola durante el tiempo de tratamiento
se compar6 usando un disefio anidado, con el tratamiento y dfas como factores
fijos y la rata como el factor al azar. Cuando la diferencia total fue significativa, las
comparaciones se realizaron usando el método de Bonferroni con un error
apropiado. El analisis del disefio anidado también se llevé a cabo con grupos y
concentraciones para comparar las curvas concentracion-respuesta a la
acetilcolina. El resto de las variables se compararon usando un disefio de dos vias,
donde el grupo y el tratamiento fueron factores efectivos fijos con desigual
tamafio de muestra en los diferentes grupos. Cuando la interacciéon fue
significativa se usé el método de Bonferroni para aparear comparaciones. P< 0,05

se considerd estadisticamente significativo. Las curvas concentracion-respuesta

fueron ajustadas a la ecuacién: E=E,_, / (1 + 10 @™l "qonde B, es el

max
efecto maximo, k es un factor que representa la pendiente de la curva y pD, es la
concentracion del farmaco que exhibe el 50 % del E . expresado como logaritmo

molar negativo.

3.13. Reactivos.

GW0742 y GSK0660 fueron adquiridos de Tocris Bioscience (Bristol, Reino
Unido) y DAPI (Calbiochem, Darmstadt, Alemania).
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Los anticuerpos de conejo anti-fosfo-eNOS-ser-1177, ratén anti-eNOS y
raton anti-caveolina-1 de Cell Signalling Technology, Massachusetts, EE.UU. Los
anticuerpos de ratén anti-fosfo-caveolina-1, de cabra anti-p22°**, de conejo anti-
p47"*, de conejo anti-NOX-1, de ratén anti-NOX-2, los anticuerpos de
peroxidasa secundarios conjugados de cabra anti-conejo y de cabra anti-ratén
fueron adquiridos de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, EE.UU.). El sistema
de electroquimioluminiscencia fue de Amersham Pharmacia Biotech (Amersham,
Reino Unido). El resto de los productos fueron obtenidos de Sigma (Alcobendas,
Madrid, Espafia), o Panreac Quimica S.A. (Barcelona, Espafa). Los anticuerpos
de conejo anti-NOX-4 de Novus Biologicals (Littleton, Colorado).

Todos los reactivos y productos quimicos se disolvieron en agua destilada,
excepto GW0742 que se mezclé con metilcelulosa al 1 % para experimentos 7

vivo. Para experimentos iz vitro GW0742 y 1164051 se disolvieron en DMSO.
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Resultados

1. Efectos de los agonistas PPARB, GW0742 y L.165041 sobre
la sefializacion de insulina en HUVECs en condiciones de

hiperglucemia.

1.1. Efecto de la alta glucosa sobre la produccion de NO

estimulado por insulina en HUVECs.

La exposicion de las HUVECs a insulina (500 nM) incremento
significativamente la intensidad de fluorescencia de DAF-2 en comparaciéon con
las células no estimuladas (Figura 8A). La sefial de fluorescencia fue suprimida por
el inhibidor de la eNOS, L-NAME (10* M). El inhibidor de PI3K, 1.Y-294002 (10
uM) también inhibi6 el incremento de fluorescencia de DAF-2 inducido por
insulina, involucrando a PI3K en la via de sefializaciéon de insulina que conduce a

la estimulacion de la produccion de NO.

Las HUVECs incubadas en medio alto en glucosa (30 mM, durante 24 horas)
redujeron significativamente tanto la produccion de NO basal como la
dependiente de insulina en comparaciéon con las células en condiciones de baja

glucosa (Figura 8A).

Para investigar si este efecto inhibitorio de la hiperglucemia estaba restringido
a la sintesis de NO estimulado por insulina, se examiné el efecto de alta glucosa
sobre la producciéon de NO estimulada por el ionéforo de calcio, A23187 (Figura
8B). Como se muestra, el A23187 rapidamente estimulé la sintesis de NO en
HUVECs incubadas en 5 6 30 mM de glucosa. No hubo diferencias significativas
en la produccion de NO estimulada por A23187 entre ambas concentraciones de

glucosa. La producciéon de NO dependiente de A23187 fue suprimida por el
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inhibidor de la eNOS, L-NAME o el quelante de Ca®" intracelular BAPTA-AM
(10 pM).

Ademas, la exposicion de las HUVECs a alta glucosa redujo la fosforilacion
de Akt (Figura 8C) y de eNOS (Figura 8D) estimulada por insulina comparada

con células en condiciones de baja glucosa.
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Figura 8. Disrupcion en la seiializacion de insulina en cultivo primario de HUVECs en condiciones de alta glucosa. Deteccion
por DAF-2 de la liberacion de NO de HUV'ECs incubadas durante 24 horas en baja (BG, @, 5 mM) o alta glucosa (AG,
m, 30 mM). Posteriormente, la insulina (500 nM) (A) o el iondforo de calcio (A23187, 1 uM) (B) fueron ariadidos, y la
Sflnorescencia fue medida a 0, 5, 15 y 30 nun, respectivamente. La anto fluorescencia obtenida de PBS|DAF-2 fue restada a
cada valor. Todos los datos representan la media £ SEM (n = 8). *P< 0,05, **P< 0,01vs células expuestas a baja glncosa.
Expresion de fosfo-Akt (C) y fosfo-eNOS (D) por western blots en HUVECs en 5 0 30 mM de glncosa, en condiciones
basales y en condiciones estimnladas con insulina (500 nM durante 10 min). Los resultados son la media * SEM (n = 4-6) de

los valores densitométricos normalizados con la AKT o la eNOS correspondiente. ##P< 0,01 vs valores basales.
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1.2. La activacion de PPARP mejora el do en la via Akt -

eNOS en condiciones de alta glucosa en respuesta a la insulina.

Cuando las HUVECs fueron incubadas en medio bajo en glucosa durante 24
horas, la coincubacién con los agonistas PPARP, L.165041 6 GW0742 (1 6 10
uM), no modificé la producciéon de NO, (Figura 9A, 9B), ni la fosforilacion de
Akt (Figura 9C) y de eNOS estimulada por insulina (Figura 9D).
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Figura 9. La produccion de NO mediada por insulina en HUV'ECs expuestas a condiciones de baja glucosa por
24 horas, co-incubados con los agonistas PPARP, 1.165041 (L, 1 y 10 uM) (A) 0o GW0742 (G, 1 y 10 uM)
(B). La fosforilacion de Akt (C) y eNOS (D) en HUVECs expuestas a condiciones de baja glucosa durante 24
horas co-incubadas con los agonistas PPARS (10 uM). Todos los datos son la media ¥ SEM (n = 8) de los

valores densitométricos normalizados con la AKT o eNOS correspondiente. 1os paneles muestran bandas

representativas (n = 4—0). **P< 0,01 vs valores basales.
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Sin embargo, se observo que la incubacién con ambos agonistas PPARR, de

manera concentraciéon dependiente, incrementé la produccion de NO en

HUVECs expuestas a alta glucosa (Figura 10A, 10B). Por otra parte, en

condiciones de alta glucosa ambos agonistas, a 10 uM, también incrementaron la

fosforilaciéon de Akt (Figura 10C) y de eNOS (Figura 10D).
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Figura 10. La produccién de NO mediada por insulina en HUV'ECs expuestas a condiciones de alta glucosa por
24 horas co-incubados con los agonistas PPARG, 1.165041 (L, 1 y 10 uM) (A) o GW0742 (G, 1 y 10 uM)

(B). **P< 0,01 vs control. La fosforilacién de Akt (C) y eNOS (D) en HUV'ECs expuestas a condiciones de

alta glucosa durante 24 horas co-incubadas con los agonistas PPARB (10 uM). Todos los datos son la media *

SEM (n = 8) de los valores densitoméiricos normalizados con la AKT o eNOS correspondiente. Los paneles

muestran bandas representativas (n = 4—G). *P< 0,05 vs condiciones de control, #p< 0,01 vs valores basales.
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Los efectos beneficiosos tanto a nivel de expresiéon como funcional inducido
por ambos agonistas se suprimieron cuando las HUVECs fueron también

incubadas con el antagonista especifico de PPARB, GSK0660 (1 uM) (Figura 11).
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Figura 11. Efectos de los agonistas PPARE sobre el daiio en la seiializacion de la insulina en cultivos primarios de
HUVECs en condiciones de alta glucosa. La produccion de NO mediada por insulina (A,B) y la fosforilacion de
Akt (C) y eNOS (D) en HUVECS incubadas con alta glucosa durante 24 horas, co-incubadas con los agonistas
PPARB, 1165041 (A) o GW0742 (B) (10 uM), solo o pre-incubadas con el antagonista PPARE, GSK0660
(1 uM). La auto fluorescencia obtenida de PBS/DAF-2 fue restada a cada valor. Todos los datos son la media £

SEM (n = 8). Los datos presentados como valores densitométricos fueron normalizados con su AKT o eNOS

corvespondiente. 1.os resultados se expresaron como la media + SEM (n = 4-6 experimentos). *P< 0,05 y **P<

0,01vs control. #p< 0,01vs L. o GW sin GSK.
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Para confirmar estas observaciones, en otra serie de experimentos, las
HUVECs fueron tratadas con un siRNA especifico de PPARB. Transcurridas 48
horas después de la transfeccion, las HUVECs presentaban una disminucion
mayor al 80% en el mRNA del PPARB (Figura 12A) y mas del 85% en su
expresion proteica (Figura 12B) en comparacion con las células tratadas con el
siRNA control. En las células silenciadas para PPARS, pero no el siRNA control,
se inhibi6 el incremento en la produccién de NO estimulada por insulina inducida

por ambos ligandos PPARR en condiciones de hiperglucemia (Figura 12C).
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Fignra 12. El siRNA especifico de PPARE previno el incremento de la produccion de NO mediado por insulina
de ambos agonistas PPARS en HUV'ECs incubadas en alta glucosa. Expresion de PPARS de mRINA por RT-
PCR a tiempo real (A) y de proteinas por western blot (B) en HUVECs transfectadas con el siRINA especifico de
PPARE o el vector vacio (siRINA-control). Los datos se presentan como expresion génica normalizada a niveles de
GADPH o valores densitométricos de proteinas normalizadas con su correspondiente f-actina. 1os resultados son
representativos de n=4 de experimentos independientes. *P< 0,05 vs siRNA-control. La produccion de NO
mediada por insulina (C) en siRINA control y en las células si RNA-PPARE incubadas en medio bajo (BG, 1) o
alto en glucosa (AG, m) durante 24 horas, en presencia o ausencia de GW0742 0 1.165041 (10 uM) solo o pre-
incubado con GSKO0660 (1 uM). La anto fluorescencia obtenida de PBS | DAF-2 fue restada a cada valor. Todos
los datos son la media * SEM (n = §). #p< 0,01 y #P< 0,0105 medio bajo en glncosa. *P< 0,05 vs

condiciones control. T P< 0,05, vs columma L. o GW sin GSK.
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Para determinar si este efecto protector en alta glucosa es selectivo de
PPARSB, se examinaron los efectos de un agonista selectivo de PPAR«, clofibrato,
o de PPARY, ciglitazona. Ambos agentes también fueron capaces de prevenir en
condiciones de hiperglucemia la disminucién de la sintesis de NO estimulada por

insulina (Figura 13).
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Figura 13. Efectos de los agonistas selectivos de PPARa, clofibrato, y PPARY, ciglitazona, sobre la produccion de
NO mediada por insulina en condiciones de hiperglucemia. Las HUVECs fueron incubadas con el agonista
PPARa, clofibrato (1uM), y el agonista PPARY, ciglitazona (1uM), durante 24 horas en medio bajo (5 mM,
BG, ) o alto en glucosa (30 mM, AG, m). La produccion de NO fue medida por DAF-2 fluorescente a los 15
minutos de adicionar insulina (500 nM). La anto fluorescencia obtenida de PBS/DAF-2 fue restada a cada

valor. Todos los datos representan la media + SEM (n = §). *P< 0,05 15 medio bajo en glucosa. P< 0,05 1s

condiciones controles.
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1.3. Papel de 1a AMPK y la MAPK en el efecto protector de los
agonistas PPARR.

La Proteina Kinasa activada por AMP (AMPK) coinmunoprecipita con la
eNOS incrementando su fosforilacién en la ser 1177 y la producciéon de NO
(Chen ez al., 1999; Morrow et al., 2003). En células hepaticas tanto los elevados
niveles de glucosa como el aumento en los acidos grasos libres disminuyen la
actividad de la AMPK (Suchankova ez al., 2009; Barroso ez al., 2011). La activacion
cronica de PPARR restaurd la actividad de la AMPK en el higado de ratones que
consumieron una dieta rica en grasa (Barroso ef al., 2011). Ademas, la activacion
de PPARa con fenofibrato estimulé la fosforilacion de eNOS vy la producciéon de
NO en HUVEC:s por activacion de AMPK (Murakami ef a/., 2006, Okayasu ef al.,
2008). Para determinar st AMPK esta involucrada en el efecto protector de los
agonistas PPARR, se examiné el efecto del inhibidor de AMPK, compuesto C,
sobre la produccién de NO estimulada por insulina (Figura 14A) asi como el
efecto de los agonistas PPAR sobre la fosforilaciéon de Thr-172 AMPK (Figura
14B). Se observé que la inhibicién de AMPK con incubacion previa (1 hora antes
de la determinacion de NO) con el compuesto C, no modificé el incremento en la
produccién de NO estimulada por insulina inducido por ambos agonistas,
GWO0742 y 1.165041 (10 uM) en HUVECs en condiciones de alta glucosa (Figura
14A). Por otro lado, la fosforilacion de AMPK no fue alterada por la
hiperglucemia y ninguno de los agonistas indujeron cambios en dicha

fosforilacion (Figura 14B).

Las proteinas kinasas activadas por mitégenos (MAPKS), tales como la kinasa
regulada por sefial extracelular (ERK)1/2 y las kinasas terminales c-Jun NH2
(NK), son proteinas serina/treoninas kinasas activadas por estrés las cuales

interfieren con la sefial de insulina incrementando la fosforilacion de
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componentes claves en su ruta de sefializacion, tal como el IRS-1, modificando la
capacidad de dicha protefna para unirse y activar otras nuevas proteinas
especificas que tienen en comun un dominio -SH2- (Rains y Jain, 2011). Niveles
elevados de glucosa disminuyeron la proliferaciéon de las HUVECs a través de un
aumento en la fosforilacién de (ERK)1/2 (Chen ¢ al., 2007). Efectos protectores
de los agonistas PPARB en la producciéon de citoquinas inducidas por
lipopolisacarido en adipocitos (Rodriguez-Calvo et al., 2008) y la proliferacion del
musculo liso vascular en ratas inducido por PDGF (Lim ez a/., 2009) parecen estar
relacionados con la prevencion de la fosforilacion de ERK1/2. Para investigar si
las MAPKSs estan involucradas en el efecto protector de PPARB en la via de
sefializaciéon de la insulina, se analizé los efectos del inhibidor de ERK1/2,
PD98059 (10 uM), y del inhibidor de JNK, SP600125 (25 uM) en la produccion
de NO estimulada por insulina en HUVECs incubadas en medio alto en glucosa
(Figura 14C). La inhibicién de ERK1/2 suprimi6 el efecto reductor de la sintesis
de NO estimulada por insulina en un medio con alto contenido en glucosa sin
observarse cambios en presencia del inhibidor de JNK. Ademas, la fosforilacion
de ERK1/2 inducida por alta glucosa tras una incubacién de 12 horas fue
suprimida por la coincubacién tanto con GW0742 como con 1165041 (10 uM)
(Figure 14D).
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Fignra 14. Papel de la AMPK (A, B) y de la MAPK (C, D) en el efecto protector de PPARB. Producciin de
NO mediada por insulina (A, C) y la fosforilacién de AMPK a. (B) y fosfo-ERK 1/2 (D) en HUVECs
incubadas en un medio alto en glucosa durante 24 horas, y co-incubadas con los agonistas PPARE, 1.165041 o
GW0742 (10 uM), solo o pre-incubado con el inbibidor de AMPK, el compuesto C (10 uM), o el inbibidor de
ERK1/2, el PD98059 (10 M), o el inbibidor de INK, el SP600125 (25 uM), durante 24 horas en medio
bajo (5 mM, BG, Q) o alto en glucosa (30 mM, AG, m). La produccin de NO fue medida por DAF-2
fluorescente tras la estimulacion con insulina (500 nM) a los 15 minutos. La auto fluorescencia obtenida de
PBS/DAF-2 fue restada a cada valor. Todos los datos son la media = SEM (n = 8). Los histogramas
representan valores densitométricos normalizados con su AMPKOQ o ERKT/2 correspondiente. Los paneles
muestran bandas representativas (n = 3-5). "p< 0,05 vs medio bajo en glucosa. P< 0,05 y **P< 0,05 vs

condiciones control.
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1.4. Papel de los genes diana de PPARP, CPT-1 y PDK-4 en el

efecto protector de sus agonistas.

Los agonistas PPARB incrementaron la expresion de los genes diana de
PPAR (Takata ez al., 2003) involucrados en la oxidacién de acidos grasos, CPT-1,
enzima que facilita el transporte de acidos grasos a la matriz mitocondrial para su
oxidacién, y PDK-4, enzima clave que regula negativamente la glucolisis
favoreciendo el metabolismo oxidativo de los acidos grasos. La activacién de
PPARSR previene la resistencia a la insulina inducida por acidos grasos en células
del musculo esquelético por incremento en la oxidacion de acidos grasos (Coll ez
al., 2010). Se estudi6 el papel de CPT-1 y PDK-4 sobre el efecto beneficioso de
los agonistas PPARB en el dafio inducido en la sefalizaciéon de la insulina por
elevados niveles de glucosa en HUVECs mediante la medida de la produccion de
NO estimulada por insulina en presencia de etomoxir, un inhibidor irreversible de
CPT-1, o de DCA, un inhibidor de PDK-4. En estas condiciones experimentales,
el DCA inhibi6 el incremento en la producciéon de NO inducida por GW0742 y
L165041 (Figura 15A), sin presentar efecto el etomoxir (Figura 15B). Los niveles
de mRNA de PDK-4 fueron incrementados de manera concentracion
dependiente por GW0742 (Figura 15C) y por 1.165041 (Figura 15D), en HUVECs
incubadas en condiciones de baja y alta glucosa. Este efecto fue prevenido por la
coincubaciéon con el antagonista de PPARB, GSKO0660, involucrando la activacion

de dicho receptor.
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Figura 15. Papel de los genes diana de PPARS, CPT-1 y PDK-4 en el efecto protector de los agonistas PPARE.
La produccion de NO mediada por insulina (A, B) y la expresion de mRINA de PDK-4 por la RT-PCR en
tiempo real (C, D) en HUV'ECs incubadas en condiciones de baja (5 mM, BG,0) 0 alta glucosa (30 mM, A G,
W) durante 24 horas, coincubacion con agonistas PPAR , 1.165041 ¢ GW0742 (10 uM) solo o pre-incubadas
con un inhibidor irreversible de CPT-1, etomoxir (40 uM) o un inhibidor de PDK-4, ¢/ DCA (10 uM) 30
minutos antes de medir la produccion de NO. La anto fluorescencia obtenida de PBS/DAF-2 fue restada a cada

valor. Todos los datos son la media = SEM (n = 8). Los datos se representan como unidades arbitrarias de

mRNA (2799), ¥P< 0,05 y **P< 0,01 vs control. #P< 0,01 15 columna de LyG
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1.5. Efectos de los agonistas PPARJB en la produccion
intracelular de ROS.

La hiperglucemia incrementa la produccién de ROS mitocondrial (Nishikawa
et al., 2000), modificando la via de la insulina IRS-1/Akt/eNOS. Esta alteracion
en la via de la insulina se debe a la fosforilacién del residuo de serina-636 de IRS-1
provocando una disminucién de su union a la subunidad reguladora p85 de PI3K
y promoviendo la resistencia a insulina (Esposito ez al., 2001). Para estudiar si el
efecto protector del agonista PPARB, L.165041 podria estar relacionado con la
inhibicién de la generacion de ROS se midié ROS intracelular en HUVECs. Se
observé que, comparado con las condiciones basales (5 mM glucosa), la
incubacién con 30 mM de glucosa increment6 la produccién de ROS (Figura
16A). La rotenona no redujo este incremento, mientras que tanto TTFA como
CCCP fueron capaces de prevenir completamente el efecto de la hiperglucemia.
La incubaciéon con 1.165041 (1 pM) también suprimi6 la produccion de ROS. La
coincubaciéon de este agonista PPARP con GSKO0660 6 DCA suprimi6é la
inhibicién de ROS inducida por L165041 en un medio alto en glucosa,
involucrando en este efecto protector tanto a la activacion de PPARB como de
PDK4, respectivamente. Ademas, el silenciamiento especifico de PPAR previno
el efecto inhibitorio de 1165041 sobre la sobreproducciéon de ROS mitocondrial

inducida por hiperglucemia (Figura 16B).

Para estudiar si la produccion de ROS en la mitocondria esta involucrada en la
activacion de ERK1/2, se analizé la fosforilacion de ERK1/2 en HUVECs
incubadas en presencia de TTFA y catalasa. Ambos agentes suprimieron el

incremento de la fosforilacién de ERK1/2 inducido por alta glucosa (Figura 16C).

106



Resultados

A OBG5mM B siRNA-control siRNA-PPARP
25004 " HAG30mM 2500 4
= = * % OBG5mM
% z 8 G HAG 30 mM
g @ 5 20001
£ 38 #
i) o>
1000~

(Thr183, Tyr185)

o 2007

< OBG5mM
T . HAG 30 mM
ws

9 E100

¥ 8 o
Ge

k)

3 0-

= TTFA Cat

Figura 16. Efecto del agonista PPARS en la producciin intracelular de ROS. ROS intracelular fue medido por
CM-H2DCFDA en HUVECs (A) y HUVECs transfectadas con siRNA especifico de PPARS (s'RNA-
PPARB) (B) incubadas en medio en condiciones de baja (5 mM, BG, O) o alta glucosa (30 mM, AG, m) durante
24 horas en presencia o ausencia de 1.165041 (1TuM), o el inbibidor del complejo I, rotenona (5 uM), o el
inhibidor del complejo 11, tenoil-trifluoroacetona (TTEA 10 uM), o el desacoplador de la fosforilacion oxidativa,
carbonil cianida m-clorofenohidrazona (CCCP, 0,5 uM). Los inbibidores (GSK0660 1uM, 0 DCA 10 uM)
Jueron aradidos 30 minutos antes de la incubacion con 1.165041. (C) Fosforilacion de ERK1/2 en HUVECs
incnbadas en presencia de TITA y catalasa (300 UI/mL). Todos los datos son la media * SEM (n = 8), y los
experimentos  fueron  repetidos independientemente al menos tres wveces. Los datos representan los valores
densitométricos normalizados con su corvespondiente ERK1/2. Los paneles muestras bandas representativas (n =
3-5). "P< 0,05y **P< 0,01 vs medio bajo en glucosa, respectivamente. *P< 0,05y " P< 0,01 v5 medio alto en

glucosa.
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1.6. Efectos de los PPARR en la fosforilacion de IRS-1.

La hiperglucemia incrementé la fosforilacion de Ser-636-IRS-1 en HUVECs.
Este efecto fue prevenido en presencia de los agonistas PPARB, GW0742 6
1165041 (Figura 17). La coincubaciéon con el antagonista de PPARJ, GSK0660
restaur6 el nivel de fosforilacion inducida por hiperglucemia. Curiosamente, la
presencia del inhibidor de ERK1/2, PD98059, también suptimi6 el incremento en

la fosforilaciéon del IRS-1 inducida por altos niveles de glucosa.
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Fignra 17. Efectos de los agonistas PPARE en la fosforilacion de IRS-1. Fosforilacion de la ser-636-IRS-1 por western blot en
HUVECs incnbadas en medio bajo (5 mM, BG, ©) o alto en glucosa (30 mM, AG, m) durante 24 horas co-incubadas con
los agonistas PPARG, 1.165041 ¢ GW0742 (10 uM), solo o pre-incubadas con el antagonista GSK0660 (1 uM), o el
inhibidor de ERK1/2, PD98059 (10 uM). Se muestran bandas ¢ bistogramas que representan valores densitométricos
normalizados con la correspondiente a-actina para western blot. Los paneles muestran bandas representativas (n = 3-5). **P<

0,01 vs medio bajo en glucosa. ##P< 0,01 vs medio alto en glucosa. 'P< 0,05 vs columna 1 y G, respectivamente.
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2. Efectos del agonista PPARB, GW0742, sobre la

disfuncion endotelial en ratas diabéticas tipo 1.

2.1. Efectos de GW0742 sobre la presion arterial, variables

morfolégicas y determinaciones plasmaticas.

Los niveles plasmaticos de glucosa y triglicéridos se encontraban elevados en
ratas diabéticas, mientras que los niveles plasmaticos de colesterol HDL, PAS y
FC fueron similares en ratas diabéticas en comparaciéon con las ratas control. La
administracion cronica de GWO0742 no alteré los niveles de glucosa, HDL, presion
sistolica y frecuencia cardiaca, pero si redujo los niveles plasmaticos de

triglicéridos en ratas diabéticas (Tabla 4).
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Tabla 4. Presion arterial sistélica, frecuencia cardiaca y determinaciones plasmaticas en todos los grupos

experimentales.

Grupos Control Control-GW Diabéticas Diabéticas-

GW
(n =10) n=23) n=28)
(n=8)

PAS inicial (mmHg) 157+ 3 155+ 4 164 £5 156 £ 3
PAS final (mmHg) 158 + 4 1575 153+ 5 156 £ 4
FC inicial (Ipm) 429 £ 12 41516 445 £ 20 412 £ 11
FC final (Ipm) 397 £ 16 410 £ 20 426 = 34 426 + 43
Colesterol (mg/dL) 543+ 3.4 582+ 456 68.7 + 42 752 + 10
Triglicérido 67,3 £5,7 434 £ 57 103,9 £ 14,7* 68,1 + 11,84
(mg/dL)
HDL (mg/dL) 417+28 439+ 36 384 + 25 482+ 39
Glucosa (mg/dL) 115,8 +7.4 130,7 + 6,0 206,3 + 28,4t 2253 + 236

Los valores se expresaron como la media + SEM, de 10 ratas. *P< 0,05 y 1P< 0,01 diabéticas vs. control;

7ZLP< 0,05 diabéticas tratadas- GW0O742 vs. ratas diabéticas no tratadas.

El peso corporal (PC) fue menor en ratas diabéticas que en el grupo de no

diabéticas. El peso del corazén (PCo), del ventriculo derecho (PVD), y del rifién

(PR) en relaciéon al PC fueron mayores en ratas diabéticas comparadas con los

animales control.
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El indice de fulton medido como el peso del ventriculo derecho en
relacion al peso del ventriculo izquierdo mas el septum PVD/ (PVI+S) o indice
de hipertrofia ventricular derecha, y se encontraba significativamente
incrementado en ratas diabéticas. El tratamiento crénico con GW0742 redujo la
hipertrofia del corazén derecho sin afectar el peso corporal (PC), la relacién PCo/

PCy la relacion PR/ PC (Tabla 5).

Tabla 5. Peso corporal y de los drganos e indices cardiaco y renal.

Control Control-GW Diabéticas Diabéticas-GW
PC final (g) 333+ 6 317+ 4 247 £ 27t 254 £ 18
PCo (mg) 721 £17 715+ 12 603 £ 55* 635 £33
PVD (mg) 164+ 4 158+ 5 158 £ 19 138+ 7
PR (mg) 750 £ 15 745 £ 12 822 £ 41" 883 £ 28
PCo/PC 2,17 £ 0,03 2,25+ 0,05 247+0,11" 2,54 £0,13
PVD/PC 0,49 £ 0,01 0,49 £ 0,01 0,66 + 0,09* 0,56 + 0,04
PVD/(PVI+S) 0,296 % 0,006 0,291 £ 0,007 0,363 £ 0,045 0,279 £ 0,009%
PR/PC 2,26+ 0,03 2,35+ 0,06 3,44 + 0,24t 3,59 + 0,31

PC, peso corporal; PCo, peso del corazin; PV'D, peso del ventriculo derecho; PR, peso del riidn; PND/ (PVI+S),
indice de fulton. Los valores se expresaron como la media + SEM, (n= 8-10 ratas). *P<0,05 y 1P<0,01 diabéticas

vs. control; fP<0, 05 diabéticas tratadas- GW0742 vs. ratas diabéticas no tratadas.

2.2. Efectos de GWO0742 sobre PPAR y genes diana de
PPARSB en la aorta.

La expresion génica de PPARo (Figura 18A), PPARy (Figura 18B) y PPARRB
(Figura 18C) estaba reducida, no modificada e incrementada, respectivamente, en

aorta de ratas diabéticas en comparaciéon con las ratas control. El tratamiento
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crénico con GWO0742 incrementé el mRNA de PPARB en ratas diabéticas sin
afectar la expresion de PPARa y PPARy en anillos adrticos de ratas diabéticas
control. Los niveles de mRNA de dos genes diana de PPARB, PDK4 (Figura
18D) y CPT-1 (Figura 18E), estaban mas elevados que en ratas no diabéticas.
Como se esperaba, el agonista PPARJ increment6 significativamente la expresion

de ambos genes en ratas diabéticas.
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Figura 18. Efectos de GW0742 sobre PPAR y  genes diana PPARE en aorta. 1os niveles de mRN.A de PPARa (A),
PPARy (B), PPARG (C), pirnvato deshidrogenasa (PDK4) (D) y carnitina palmitoiltransferasa (CPT1) (E) de aorta de
ratas diabéticas y no diabéticas. Los resultados se expresaron como la media £ SEM (n = 8-10 experimentos por separados).

*P< 0,05 diabéticas vs. control, *P< 0,05 GW0742-tratadas vs. su respectivo control no tratado.
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2.3. GWO0742 mejora la disfuncion endotelial en ratas

diabéticas.

Las aortas de ratas diabéticas mostraron una reduccion significativa de la
vasodilataciéon dependiente de endotelio en respuesta a acetilcolina (ACh)
(considerado como un indice de funcién endotelial) en comparacidon con aortas
del grupo control (Figura 19A). El analisis de la curva concentracién-respuesta
indicé que las ratas diabéticas inducen un cambio en la respuesta relajante maxima
(los valores de E,_ . fueron 69 = 4 % y 87 £ 4 % en los grupos diabéticos y
control, respectivamente, P< 0,01) sin cambios significativos en la concentraciéon
inhibitoria 50 (los valores de -loglC,; fueron 6,96 £ 0,18 y 7,29 £ 0,08 en los
grupos diabéticos y control, respectivamente, P>0,05). E1 GW0742 produjo un
incremento significativo en la relajacién maxima inducida por ACh en ratas
diabéticas (E

= 86 * 3 %, P<0,01 vs grupo diabéticas) sin efecto en las ratas

max

controles no diabéticas (E_,. = 85 £ 3%). La curva concentracién-respuesta al

agonista o-adrenérgico, fenilefrina, produjo una respuesta maxima incrementada
en el grupo diabético en comparaciéon con el grupo control (Figura 19B, E =
1,30 + 0,14 vs 0,84 + 0,10 g/g de tejido, respectivamente, P< 0,05), sin cambiar la
concentraciéon eficaz 50 (los valores de -logEC,, fueron 6,88 + 0,06 y 6,81 + 0,06
en los grupos diabéticos y control, respectivamente, P> 0,05). El tratamiento con
GWO0742 previno el incremento en la respuesta vasoconstrictora maxima a
e = 0,92 £ 0,13 g/g de tejido) sin afectar las
= 0,82+ 0,09 g/¢g de tejido).

fenilefrina en ratas diabéticas (E

ratas control (E

max

En arterias mesentéricas pre-contraidas con fenilefrina (10° M) las curvas
concentracioén-relajacion a ACh fueron desplazadas a la derecha en ratas diabéticas
en comparacioén con las no diabéticas control (-loglCy, 7,59 £ 0,12 vs 7,14 £ 0,11,

respectivamente, P< 0,05), sin embargo el E no fue diferente y la relajacion
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alcanz6 su maximo de la contraccion a fenilefrina en ambos grupos. GW0742
restaurd significativamente la respuesta inducida por ACh en ratas diabéticas (-
logICs, 7,48 £ 0,07, P<0,05) sin tener efectos en los controles no diabéticos (-

logICy, 7,58 % 0,12, P<0,05; Fig. 19C).

2.4. Papel de los factores relajantes derivados de endotelio en

los efectos vasculares de GW0742.

En arterias mesentéricas, el inhibidor de NOS, L-NAME (10™ M) produjo un
desplazamiento significativo hacia la derecha de la relajacion inducida a ACh,
tanto en ratas diabéticas como control (Figura 19D vs 19C). Sin embargo, en
presencia del inhibidor, los anillos de animales diabéticos fueron
significativamente mas resistentes a la relajaciéon en respuesta a ACh y el
tratamiento con GW0742 fall6 para restaurar este dafio en la respuesta relajante
independiente de NO (Figura 19D). Cuando las arterias mesentéricas pre-
contraidas con 80 mM de KCI, el cual despolariza el musculo liso vascular y
suprime el efecto del factor hiperpolarizante derivado de endotelio (EDHF), el
E,... inducido por ACh estuvo fuertemente reducido en comparacion a las ratas
pre-contraidas con Phe (Figura 19E vs 192C). Esta relajacién fue abolida por el
L-NAME (datos no mostrados). En las arterias estimuladas con KCI, la curva de
contraccion-relajacion a ACh estuvo también desplazada hacia la derecha en ratas
diabéticas en comparacién a ratas control (-loglCs, 7,67 + 0,06 vs 7,20 + 0,14;
respectivamente, P< 0,01), con valores de E_ similares (36,0 = 7,1 vs 40,4 = 2/4;
respectivamente, P> 0,01) (Figura 19E). El tratamiento crénico con GW0742
restaur6 el dafio en la respuesta relajante a ACh mediado por NO en arterias
mesentéricas de ratas diabéticas pre-contraidas con KCl, incrementando también

el E, . (loglCy, 7,41 £ 0,06y E, 57,2 + 34).

max
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Figura 19. Efectos de GW0742 sobre la funcion endotelial. Respuesta vasodilatadora inducida por acetileolina
(ACh, A) en aortas pre-contraidas por fenilefrina (Phe), y la respuesta contrdctil inducida por Phe (B) en ratas no
diabéticas y diabeéticas. Respuesta relajante vascular inducida por ACh en arterias mesentéricas pre-contraidas por
10° M de Phe en ansencia (C) y en presencia de I -NAME (10% M) y respuesta relajante inducida por ACh en

arterias mesentéricas pre-contraidas por 80 nM KC/ (E) en ratas no diabéticas y diabéticas. Los resultados se

expresaron como la media ¥ SEM (n = 8-10 anillos de diferentes ratas). i y " indican P< 0,05 and P< 0,01,

respectivamente, diabéticas vs. control. #‘)/ B indican P< 0,05 y P< 0,01, respectivamente, diabéticas tratadas

GWO742 vs. ratas diabéticas no tratadas.

En aorta, la respuesta vasodilatadora inducida por ACh fue completamente
inhibida por L-NAME en todos los grupos experimentales (Figura 20A),
demostrando que la relajacién inducida por ACh en estos vasos tanto de ratas

control como diabéticas fue completamente dependiente de NO derivado de
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endotelio. Sin embargo, cuando los anillos fueron incubados previamente con el
inhibidor de NOS, L-NAME, no se encontraron diferencias en la respuesta
contractil de contraccion inducida por fenilefrina en anillos de aorta intactos de
todos los grupos experimentales. (Figura 20B). Para analizar si el dafio en la
respuesta a NO derivado de endotelio es debido a una reducciéon en la
biodisponibilidad de NO o debido a un defecto en la sefalizacion de NO en el
musculo liso vascular, nosotros analizamos los efectos de nitroprusiato, el cual
activa directamente la guanilato ciclasa soluble en el musculo liso vascular,
mimetizando los efectos de NO enddgeno. No hubo diferencias entre los grupos
en la respuesta vasodilatadora independiente de endotelio a nitroprusiato (Figura

200).

La expresion génica y proteica de eNOS (Figura 20D y 20E) y de la caveolina-
1 (Figura 20F y 20G), un regulador alostérico negativo de la eNOS, en la aorta se
encontraba marcadamente incrementada en ratas diabéticas en comparaciéon con

las aortas del grupo control.

El tratamiento con GWO0742, durante 5 semanas, no afecté la expresion
génica y proteica de eNOS (Figura 20D y 20E), ni la de caveolina-1 (Figura 20F y
20G). También se observaron disminuidos los niveles de fosforilacion de eNOS
(Figura 21A) y caveolina-1 (Figura 21B) en animales diabéticos en comparacion
con ratas control. GWO0742 incrementé los niveles de fosforilacion de ambas
proteinas en ratas diabéticas asi como también incremento la fosforilacion de la

eNOS en animales control.

116



Resultados

A B c
07 C Control
0- =il 3+ ® GWO742
O Diabéticas
c c W Diabéticas-
° =0y ] GWOT42
g 8% 2] g
3 2 =} ]
@ 509 © Control g o E 50
x ® GWOT42 SE © Control e
ES [ Diabéticas o= 14 ® GWO742 &
M Diabéticas- O Diabéticas
GWO0742 M Diabéticas-
100 GW0742
T I 0 T 100 T T g
9 8 7 6 5 4 9 3 7 6 5 9 8 7 % 5
log[ACh] (M) log [Fenilefrina] (M) log [NPS] (M)
NOS
D, g G e
g IS r———— R ccin: - [
2 £ hd = L 5 * =
T 83 g 400 ° 8 S 300
882 S 30 s 8% o
252 ol 2 t<g & 200
cta o SZ 0 ©
ez < 200 B e £
SES 3 SE g 2 g
SEu ] g 82 % 100
X g = 100 w 2 B
w e @ E <
] [=] o E
<0 < Z 0 ~ o < o 0
O w2 AN & 0 e o' a2
& 8 & & & o &N ¢ & &8 & &
® ey & ® o & ® . .590 o ° & Pl
o & ¥ & & " &
& -n&°z & &
Q Q¥ Q Y

Figura 20. Efectos de GW0742 sobre la via del NO en aorta de rata. Respuesta relajante vascular inducida por
acetilcolina (ACh) (A) y la respuesta contrictil inducida por fenilefrina (Phe) (B) en presencia de I.-NAME (10
M). Relajacion inducida por nitroprusiato de sodio (NPS) (C) en aortas pre-contraidas con 10° M de Phe. 1.os
resultados se expresaron como la media £ SEM (n = 8-10 anillos de diferentes ratas). Expresion de eNOS (D y
E) y caveolina-1 (F y G) de mRINA por RT-PCR (D y F) y proteinas por western biot (E y G) en ratas control y
diabéticas. Los valores se expresaron como la media * SEM (n= 8-10) anillos de diferentes ratas. Los datos (D y
F) se representan como unidades arbitrarias de mRINA (277). Se muestran bandas ¢ histogramas que
representan valores densitométricos normalizados con la correspondiente a-actina en western blot (B y D) (n = 4-6).

* indica P < 0,05 diabéticas vs. control.
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Figura 21. Efectos de GW0742 sobre la fosforilacion de eNOS-Ser1177 (A) o caveolina-1-Tyr-14 (Cavr-1) (B)

en aorta de rata de todos los grupos experimentales. Se muestran bandas e histogramas que representan valores
* *%
densitometricos normalizados con la a-actina en western blot (A y B) (n= 4-6). "y  indican P< 0,05 y P<

0,01, respectivamente, diabéticas vs. control. # indica P< 0,05, respectivamente, GW0742-tratadas vs. ratas no

tratadas.

2.5. GW0742 reduce la produccion de ROS vasculares en

ratas diabéticas al reducir la actividad NAD(P)H oxidasa.

Para la caracterizaciéon y localizaciéon de los niveles de ROS en la pared
vascular la fluorescencia roja del etidio fue analizada en secciones de aortas
incubadas con dihidroetidio.

Se observaron nucleos positivos en rojo en la adventicia, media y las células

endoteliales de las secciones de aorta que se incubaron con DHE (Figura 22A).
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La fluorescencia nuclear roja del etidio se cuantific6 y fue normalizada con la
fluorescencia azul del marcador nuclear DAPIL, lo que permite comparaciones
entre diferentes secciones.

Los anillos de ratas diabéticas mostraron un marcado aumento en la tinciéon
de la adventicia, media y las células endoteliales, en comparaciéon con las ratas
control y se redujo significativamente por GWO0742; la tincién fue ademas
suprimida en presencia de PEG-SOD (un scavenger de O,") (Figura 22A y 22B).

La enzima NAD(P)H oxidasa es la mayor fuente de ROS en la pared vascular,
por lo que se investigd el efecto de GW0742 sobre la actividad NAD(P)H oxidasa
y la expresion génica de sus principales subunidades.

La actividad NAD(P)H oxidasa, se encontraba incrementada en anillos de
aorta de ratas diabéticas en comparacioén con las ratas controles (Figura 23A). El
tratamiento crénico con GW0742 redujo la actividad NAD(P)H oxidasa basal en

ratas diabéticas.
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Fignra 22. Efectos de GW0742 en la produccion de ROS. (A) Las imdgenes superiores muestran las arterias que
se incubaron en presencia de DHE que produce una fluorescencia roja cnando se oxida a etidio por ROS. Las
inferiores muestran fluorescencia azul de la tincion nuclear con DAPI (x 400 aumentos). (B) El promedio de los
valores se expresd como la media £ SEM (n = 8-10 anillos de diferentes ratas) de la fluorescencia roja de etidio

normalizada con el azul fluorescente DAPI La actividad NAD(PJH oxidasa fue medida con lucigenina por

quimioluminiscencia (C) (n = 6-10). * y ** indican P< 0,05 y P< 0,01, respectivamente, diabéticas vs. control.
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# y # indican P< 0,05 y P< 0,01, GW0742-diabéticas tratadas vs. ratas diabéticas no tratadas,

respectivamente.

Se observé una sobreexpresion proteica y génica de las subunidades de la
NADP)H oxidasa, p22°™* (Figura 23B y 23D), p47"™ (Figura 23C y 23G),
NOX-1 (Figura 23D y 23H), en tejidos de aorta de ratas diabéticas comparada
con ratas control sin cambios en la expresion génica de NOX-4 (Figura 23E) y en
la expresion proteica de NOX-2 (Figura 23I). De igual forma, el tratamiento con
GWO0742 fue capaz de reducir la sobreexpresion génica de estas subunidades en

ratas diabéticas.
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Fignra 23. Efectos de GW0742 en la via de la NAD(P)H oxidasa. Expresidn de las subunidades de NAD(P)H oxidasa,
p22viex (A, E), p47vh= (B, F), NOX-1 (C, G) y NOX-4 (D) y NOX-2 (H) de mRNA por RT-PCR (A, B, Cy D) y
proteinas por western blot (E, F, G y H) en ratas diabéticas y no diabéticas. Se representan como un ratio de las unidades
arbitrarias de mRINA (2-99C) g se muestran bandas e bistogramas que representan valores densitométricos normalizados con su
correspondiente a-actina. 1.os valores se expresaron como la media = SEM (n= 9-10) anillos. * y ** indican P< 0,05 y P<
0,01, diabéticas vs. control, respectivamente. # y ## indjcan P< 0,05 y P< 0,01, GW0742-diabéticas tratadas vs. ratas

diabéticas no tratadas, respectivamente.
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2.6. Efectos de GW0742 sobre la infiltracion de macroéfagos.

Se analiz6 la actividad MPO en homogenados de tejido de aorta como un
marcador de infiltracion de macréfagos y neutréfilos. La actividad MPO fue
similar en todos los grupos experimentales (Figura 24A). La inmunohistoquimica
de macréfagos positivos a CD68 también demostré ausencia de infiltracion de

macrofagos en aortas de todos los grupos experimentales (Figura 24B).
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Figura 24. Efectos de GW0742 sobre la infiltracion de macrdfagos en la aorta.(A) Actividad mieloperoxidasa
(MPO) en homogenados de aorta de todos los grupos experimentales. (B) Tincion representativa de la tincion de
CDG68 en un corte transversal de aorta de rata tefiidas con hematoxilina en control (a), GW0742 tratadas (b),
diabéticas (c) y ratas diabéticas GW0742 tratadas (d). Cada bistograma muestra la media * SEM (n = 5-6).
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2.7. Efectos sobre ET-1.

La ET-1 juega un papel importante en la disfunciéon endotelial observada en la
diabetes; los PPARs normalizan esta disfuncion al mejorar la disrupcion del
sistema ET-1. Con el fin de determinar si existe una relacion entre PPARB y ET-1
en la pared vascular, se determiné la expresion génica de preproET-1 tras el
tratamiento con GW0742.

La expresion de preproET-1 estaba incrementada en aorta de ratas diabéticas, y

este incremento fue completamente normalizado por el tratamiento créonico con

GW0742 (Figura 25).
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Fignra 25. Efectos de GW0742 sobre la expresion de mRINA de ppET-1. Los niveles de mRINA de preproET-

1 en aortas de ratas diabéticas y no diabéticas. Los resultados se expresaron como la media = SEM (n = 8-10
excperimentos). ** indican P< 0,01 diabéticas vs. control. #* indican P< 0,01 diabéticas tratadas GW0742 ps.

ratas diabéticas no tratadas.
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2.8. Papel de PPARP en la disfuncion endotelial inducida por

elevados niveles de glucosa in vitro.

Para analizar la participacion de la activacion de PPARP sobre los efectos
protectores de GWO0742 en la funcién endotelial, se llevaron a cabo una serie de
experimentos en anillos de aorta incubados iz vitro en medio bajo (5 mM) o alto
(44 mM) en glucosa durante 6 horas en presencia o ausencia de GW0742 (1pM)
y/o del antagonista PPARB, GSKO0660 (1uM). Las aortas incubadas con una
concentraciéon elevada de glucosa exhibieron wuna relajacion a ACh
significativamente menor comparada con aortas incubadas en condiciones de baja
glucosa (Figura 19A). La misma concentracién de manitol (5 mM glucosa + 39
mM manitol) no tuvo efecto sobre la relajaciéon a ACh dependiente de endotelio,
indicando que el dano producido por hiperglucemia no se debe a un efecto
hiperosmotico. La coincubacion con el ligando PPARB, GW0742 no tuvo efecto
en la respuesta de relajacion a ACh en medio bajo en glucosa, pero incrementé
esta respuesta relajante en condiciones de glucosa elevada (Figura 26A). La
incubaciéon previa con GSK0660 no modifico la relajacion a ACh en condiciones
de baja o alta glucosa, pero previno el incremento inducido por GW0742 en
medio alto en glucosa (Figura 26B). Ademas, la regulaciéon a la alza de mRNA
ppET-1 (Figura 26C) y p47"" (Figura 26D) inducida por alta glucosa estuvo
también suprimida por GW0742, y este efecto protector fue prevenido por la

coincubacion con GSK0660.
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Figura 26. Efectos de GW0742 sobre la disfuncion endotelial inducida por alta glncosa en anillos de aorta in vitro.
Respuesta vasodilatadora inducida por acetileolina (ACh) en anillos de aorta contraidos por 10° M fenilefrina
después de 6 b de incubacion in vitro en medio bajo (5 mM, BG) o alto (44 mM, AG) en glucosa con o sin
GW0742 (1 uM) y en ausencia (A) o en presencia (B) del antagonista de PPARS, GSK0660 (1uM). Efecto de
GWO742 sobre la expresion génica de ppET-1 (C) y de p47"™ (D). Los resultados se expresaron como la media
+ SEM (n = 8-10 anillos de diferentes mlm).* y " indican P< 0,05 y P<0,01, respectivamente, alta vs. baja
g/ﬂ[ﬂfﬂ.# indica P< 0,05 alta glncosa GW0742- tratadas vs. alta glucosa no tratadas. f indica P< 0,05,
GSK0660 + GW0742-tratadas vs. GW0742-tratadas.
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1. Efectos de los PPARP sobre la disfuncion endotelial

inducida por hiperglucemia in vitro.

En condiciones fisiopatologicas un menor efecto de la insulina sobre el
endotelio vascular puede dar lugar a disfunciéon endotelial, lo cual esta
correlacionado con un riesgo mayor de enfermedad arterial coronaria e incluso de
la aparicién de resistencia a la insulina (Rask-Madsen ez a/., 2007). Varias lineas de
investigaciéon indican que la activacion de PPARP incrementa la sensibilidad a
insulina (Leibowitz e# al., 2000; Oliver ez al., 2001; Wang ez al., 2003; Tanaka et al.,
2003; Kriamer et al., 2005; Fritz et al., 2006; Coll ez al., 2010). Sin embargo, los
mecanismos involucrados en estos efectos contindan sin conocerse. En esta Tesis
Doctoral se observo por primera vez, que la activacion de PPARP en células
endoteliales humanas es capaz de prevenir el dafio en la ruta de sefializacion de la
insulina inducido por alta glucosa para la produccion de NO. Este efecto
protector parece estar relacionado con la inhibicién de la produccién de ROS
mitocondrial, posiblemente, como resultado de una reduccién en la utilizacién de
piruvato por el ciclo de los acidos tricarboxilicos a través de la inhibicién de la
piruvato deshidrogenasa por una regulacion a la alza del gen diana de PPARS,
PDK4.

La unién de la insulina a su receptor (un receptor tirosina kinasa) resulta en la
fosforilacion del sustrato del receptor de insulina (IRS)-1, que se une y activa a la
PI3K, fosforilando y activando a la protein kinasa dependiente de 3-fosfoinositol
(PDK)-1 via incremento en fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato. PDK-1, a su vez,
fosforila y activa a la proteina kinasa B (Akt), la cual fosforila directamente a la

eNOS en la posicion ser-1177, resultando en un incremento de la actividad eNOS
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y de la sintesis de NO (Figura 27). En células endoteliales incubadas con
concentraciones elevadas de glucosa la producciéon de NO estimulada por insulina
se ve afectada (Schnyder ez al, 2002; Salt e al, 2003; Kim et al., 2005), sin
embargo los mecanismos por los que lo causa todavia no han sido caracterizados.
Se ha propuesto que la alta glucosa reduce la expresion basal de la eNOS, su
actividad, y la producciéon de NO en cultivos de células endoteliales (Ding ez 4/,
2000; Du ez al., 2001). La hiperglucemia induce un incremento en la produccion de
las ROS, en la O-glicosilaciéon de N-acetil-glucosamina, en la actividad de la PKC,
y en la formaciéon de productos finales de la glicaciéon avanzada, y todo ello
conduce a la inhibicién especifica de la ruta PI3K/Akt/eNOS (Wallis e7 al., 2005:
Xu ¢t al., 2003). ROS disminuyen la biodisponibilidad de NO, reducen los niveles
celulares de tetrahidrobiopterina, y promueven la generaciéon de O,” por la eNOS
desacoplada. La O-glicosilacién de N-acetil-glucosamina de la eNOS en el sitio de
la fosforilaciéon de la Akt ser1179 afecta a la actividad de la eNOS (Du et al,
2005). Los productos finales de glicacion avanzada incrementan la formacion de
ROS, las cuales disminuyen la biodisponibilidad del NO y la expresion de eNOS
por aceleracion de la degradacion de su mRNA (Goldin ez 4/, 2006). Ademas, la
estimulacién con alta glucosa inhibe la produccién de NO estimulada por insulina
como resultado de una disminucién en la fosforilacion de la serina de la eNOS
mediada por Akt en HUVECs (Schnyder ¢ a/., 2002) y en células endoteliales de
aorta bovina (Du ez /., 2001; Kim e al., 2005). Sin embargo, existen otros estudios
donde se ha observado que la alta glucosa inhibe la sintesis de NO estimulada por
insulina regulando a la baja algunos aspectos de la senalizacién de la insulina., por
ejemplo la ruta de sefializaciéon de la CAP-Cb], lo cual no conlleva a una reduccion
en la fosforilacion de la ser-1177 de la eNOS mediada por Akt (Salt e a/., 2003).
Por otra parte, la hiperglucemia incrementé la producciéon de ROS mitocondrial
(Nishikawa ez al., 2000), la cual, a su vez, modifica la via de sefializacion de IRS-

1/Akt/eNOS, por la fosforilacién de la serina-636 de IRS-1 reduciendo la unién
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de la subunidad de regulacién p85 de la PI3K a IRS-1 y promoviendo la
resistencia a la insulina (Esposito e /., 2001). De hecho, la sobreexpresion de la
manganeso superdxido dismutasa (MnSOD) redujo la produccién de ROS
mitocondrial y mejord el dafio en la sefializaciéon de la insulina Akt-eNOS en
hiperglucemia (Du 7 al., 2001).

En nuestras condiciones experimentales la incubacién en condiciones de alta
glucosa redujo tanto la produccién de NO dependiente de insulina como la
fosforilaciéon de la (Ser473)-Akt y la (Ser1177)-eNOS en comparacion con las
células expuestas a baja glucosa. Este efecto inducido por hiperglucemia esta
limitado a la sintesis de NO estimulada por insulina, ya que la estimulacién de
eNOS mediada por calcio inducida por el ionéforo de calcio A23187 fue similar a
cualquier concentraciéon de glucosa en el medio. Los resultados presentados en
esta Tesis Doctoral estin en concordancia con la hipdtesis que involucra el
incremento en la producciéon de ROS mitocondrial y la subsecuente fosforilacion
de la ERK1/2 y fosforilacién de la serina-636 de IRS-1 en el dafio de la
produccién de NO inducido por alta glucosa (Figura 27). Esto esta respaldado por
varios hallazgos. 1) La hiperglucemia incrementé la producciéon de ROS
mitocondrial, que fue inhibida por TTFA, un inhibidor del complejo II de la
cadena de transporte de electrones mitocondrial, y CCCP, un desacoplante de la
fosforilaciéon oxidativa que inhibe el gradiente de protones de la membrana
mitocondrial, demostrando que las ROS intracelulares inducidas por
hiperglucemia son producidas por el gradiente de protones electromecanicos
generados por la cadena de transporte de electrones mitocondrial (Nishikawa e#
al., 2000). Ambos inhibidores mitocondriales de ROS, TTFA y CCCP,
incrementaron la produccién de NO estimulada por insulina en células incubadas
en medio alto en glucosa. 2) De acuerdo con resultados previos (Chen ez a/., 2007),
la alta glucosa increment6 la fosforilacion de la ERK1/2 la cual fue inhibida por

TTFA vy la catalasa, involucrando las ROS mitocondriales, principalmente el H,O,
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como principal mediador de este efecto. La inhibiciéon de la ERK1/2 por el
PD98059 también incrementé la produccién de NO estimulada por insulina en
HUVECs incubadas en medio alto en glucosa, sin presentar efecto el inhibidor de
la JNK, SP600125. 3) La fosforilacion de la serina de IRS-1 fue estimulada por la
hiperglucemia e inhibida por el inhibidor de la ERK1/2, PD98059.

La activacion de PPARP mejoré los defectos en la sefial de insulina para
producir NO inducido por hiperglucemia. Esto esta respaldado por lo siguiente: 1)
los agonistas PPARB, GW0742 y 1165041, incrementaron la produccién de NO
estimulada por insulina en células cultivadas en alta glucosa, sin presentar efecto
en las células incubadas en baja glucosa. Esta mejoria en la funcién endotelial
estuvo acompanada de un incremento de la fosforilacion de la Akt y eNOS. Estos
resultados estan en concordancia con el mecanismo de accion fisiolégico de la
insulina sobre el endotelio vascular el cual esta predominantemente mediado por
la ruta IRS/PI3K/Akt, llevando a la activacién de eNOS por la fosforilacion de la
(Ser1177)-eNOS  (Zeng et al, 1996). Tanto los efectos de expresion como
funcionales inducidos por ambos agonistas fueron prevenidos cuando las
HUVECs fueron incubadas con el antagonista de PPARB, GSKO0660. Por otra
parte, el siRNA especifico de PPARB también inhibié el efecto protector de los
agonistas PPARP en la producciéon de NO estimulada por insulina. Este efecto
protector en la producciéon de NO no se limita unicamente a la activaciéon de
PPARSB, ya que efectos similares presentaron el agonista PPARa, clofibrato y
PPARY, ciglitazona.

Varios mecanismos se han implicado en los efectos protectores de los
agonistas PPARR en la resistencia a insulina, tales como la activaciéon de AMPK
(Barroso ¢t al., 2011), la inhibicién de la ERK1/2 (Rodriguez-Calvo ¢ al., 2008), y
la activacion de CPT-1 (Coll e al., 2010). La AMPK es un sensor metabdlico que
detecta niveles bajos de ATP lo que conduce al incremento del metabolismo

oxidativo (Reznick y Shulman, 2006) por reduccién de los niveles de malonil-
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CoA, los cuales inhiben la actividad de la CPT-1. En este estudio se hipotetiz6
que la alta glucosa incrementa la sintesis de ATP en la mitocondria, llevando a la
inhibiciéon de AMPK (Lv ¢# a/, 2012) lo cual a su vez, induce la reduccion en la
fosforilacion de la Ser-1177 de la eNOS vy la bioactividad (Thors ez al., 2008). Sin
embargo, en nuestras condiciones experimentales no encontramos cambios en la
fosforilacion y la activacion de AMPK. El PPARB, GW501516 increment6 la ratio
AMP/ATP en el higado (Barroso ez al., 2011) y en células del musculo esquelético
(Krimer e# al., 2007) incrementando la fosforilacion de AMPK. Los resultados
presentados en esta Tesis Doctoral en HUVECs, en condiciones de
hiperglucemia, estan en desacuerdo con estas evidencias previas, ya que el
tratamiento con GWO0742 o L165041 no increment6 significativamente la
fosforilacion de AMPK y tampoco hubo cambios en la mejoria de la produccion
de NO estimulada por insulina por parte de ambos agonistas PPAR, cuando se
inhibfa la AMPK por el compuesto C, demostrando que la AMPK no estaba
involucrada en este efecto protector.

Como se ha descrito previamente la activacién de la ERK1/2 parece estar
involucrada en el dafio de la senalizacion de la insulina inducida por alta glucosa,
posiblemente, incrementando la fosforilacién de la setina/treonina de
componentes claves en la ruta de sefializacién de la insulina, tal como IRS-1. En
nuestros experimentos, ambos agonistas PPARP redujeron la activacion de
ERK1/2 inducida por hiperglucemia en HUVECs, y también fueron capaces de
prevenir el incremento en la fosforilacion de la serina de IRS-1. Estos datos en
células endoteliales confirman que los PPAR regulan los niveles de fosforilacion
de la ERK1/2 en varios tejidos. Sin embargo, los mecanismos moleculates por los
cuales los PPARP controlan la activacién de la ERK1/2 no se conocen. Se ha
desctito un cruce inhibitotio entre la ERK1/2 y la AMPK (Du ¢ al., 2008), el cual
deberfa ser descartado en nuestros estudios ya que ambos agonistas PPARB no

incrementaron la AMPK. La ERK1/2, es una setina/treonina protein kinasa
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sensible a estrés, cuya fosforilacion/activacion fue inhibida por TTFA, y catalasa,
involucrando las ROS mitocondriales como un estimulo celular para la activacion
de la ERK1/2. En los resultados presentados en esta Tesis Doctoral, la activacion
de PPARB provoca la inhibicion de ROS mitocondrial y a la subsecuente
prevencién en la fosforilacién tanto de la ERK1/2 como de IRS-1 (Figura 27).

La oxidaciéon de la glucosa intracelular comienza con la glucdlisis en el
citoplasma, generandose NADH y piruvato. El piruvato es transportado dentro
de la mitocondria donde es oxidado por el ciclo de los acidos tricarboxilicos
dando como resultado didxido de carbono, agua, cuatro moléculas de NADH vy
una molécula de FADH,. La NADH y la FADH, mitocondrial proveen energia
para producir ATP por la fosforilaciéon oxidativa en la cadena de transporte de
electrones. La inhibiciéon del transporte de piruvato derivado de la glucdlisis
dentro de la mitocondria inhibié completamente la producciéon de ROS de la
mitocondria inducida por hiperglucemia, indicando que el ciclo de los acidos
tricarboxilicos es la principal fuente de incremento de generaciéon de ROS
inducido por hiperglucemia (Nihikawa ez «/, 2000). El complejo piruvato
deshidrogenasa mitocondrial posee un papel estratégico en el metabolismo
intermediario, catalizando la descarboxilaciéon oxidativa irreversible del piruvato a
acetil-CoA, uniendo de este modo la ruta de la glucdlisis a la ruta oxidativa del
ciclo de los 4acidos tricarboxilicos. .a PDK4 es una enzima clave que media el
movimiento desde la glucdlisis hacia el metabolismo oxidativo de los acidos
grasos via fosforilacion de la piruvato deshidrogenasa y la subsecuente
inactivacion (Patel y Korotchkina, 2006). PPARB es un regulador clave de los
genes de PDK, en particular de PDK4 (Degenhardt e a4/, 2007). De hecho,
encontramos que ambos agonistas PPARB incrementan de manera concentracion
dependiente los niveles de mRNA de PDK4 en HUVECs tanto en medio bajo
como alto en glucosa, y fue inhibido por el bloqueo de los PPARB con GSK0660.

También se ha observado que PDK4 juega un papel clave en el efecto beneficioso
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de la activacién de PPARP en la mejora de la via de la insulina para la produccion
de NO (Figura 27). Primero, la inhibicién de PDK4 por DCA suprimi6 el efecto
inhibitorio de L.165041 en la producciéon incrementada de ROS mitocondrial
inducida por hiperglucemia. Segundo, el DCA también inhibi6 el incremento en la
producciéon de NO mediada por insulina inducida por la activacion de PPARS en

medio alto en glucosa.

En resumen, sobre la base de nuestros resultados, nosotros proponemos que
la activacion de PPARB mejora la ruta Akt-eNOS, resultando en un incremento
en la producciéon de NO estimulada por insulina en HUVECs incubadas en alta
glucosa, al menos en parte, por activacion de PDK4. Este efecto deberia reducir el
transporte del piruvato dentro de la mitocondria, normalizando la generacion de
ROS mitocondtial, llevando a la inactivacion de la fosforilacién de la ERK1/2 y la
subsecuente mejora de la sefalizacion de Akt-eNOS estimulada por insulina.
Teniendo en cuenta que la sefalizacion de insulina en las células endoteliales juega
un papel fundamental en la regulaciéon de la captaciéon de glucosa por el musculo
esquelético (Kubota e al, 2011), la activacion de PPARB, que mejora la
seflalizacion de la insulina, puede servir como una estrategia terapéutica para

mejorar la resistencia a la insulina en el musculo esquelético.
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Fignra 27. Esquema propuesto de la activacion de PPARE sobre la mejora de la alteracion de la serial de

insulina inducida por hiperglucemia en células endoteliales.
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2. La activacion de PPAR previene la disfuncion endotelial

en ratas diabéticas tipo 1.

En esta Tesis Doctoral se demuestra por primera vez que el tratamiento
crénico con el agonista altamente selectivo de PPARB, GW0742 mejora la
relajacion dependiente de endotelio en aorta y en pequefias arterias mesentéricas
en diabetes mellitus tipo 1. Se eligié el modelo de diabetes tipo 1 inducida por
STZ caracterizado por: (1) una menor respuesta de relajacion dependiente de
endotelio inducida por ACh en diferentes lechos vasculares (Kamata ef a/, 1989;
Kobayashi y Kamata, 1999; Kobayashi ¢# a/., 2000; Kamata y Kobayashi, 2000,
Kanie ez al., 2003; Matsumoto e al., 2007; Kanie y Kamata 2002; Lopez-Lopez e?
al., 2008), (2) una disminucién en la producciéon de NO (Hink ez a/, 2001; Wendt
et al., 2005), y GMPc (Kamata et al, 1989; Matsumoto e/ al., 2007), (3) una
respuesta vascular defectuosa a EDHF en arterias de resistencia (Makino ez al.,
2000; Wigg ez al., 2001) (4) un incremento en la generaciéon de O, (Hink e 4/,
2001; Kamata y Kobayashi, 1996; Matsumoto e# a/., 2007; Kanie y Kamata, 2002;
Lopez-Lopez et al., 2008; Wendt e al., 2008), y (5) disminucién en la expresion de
mRNAs para PPAR-a y PPAR-y, asf como un incremento en la expresiéon génica
de PPARB en aorta (Kanie ¢ al., 2003).

Previamente fue descrito por nuestro grupo que GWO0742 presentaba un
efecto beneficioso en la funcién endotelial en modelos SHR, lo cual estaba
relacionado con una mejora de la tolerancia a glucosa, incremento de HDL y un
efecto directo en la pared vascular, reduciendo la producciéon de O, estimulada
por angiotensina Il (Zarzuelo ¢ al., 2011). En ratas diabéticas, las concentraciones
plasmaticas de lipidos y glucosa estan incrementadas (KKobayashi e /., 2000; Hink
et al., 2001; Kanie ef al., 2003; Matsumoto ef al., 2007; Kanie y Kamata, 2002). En
el presente estudio GWO0742 redujo los niveles plasmaticos de triglicéridos sin

afectar la glucosa plasmatica y el colesterol total. Desde que, niveles elevados de
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triglicéridos (Kamata y Yamashita, 1999) y bajos de HDL (Van Linthout e# 4/,
2009) estan asociados a disfuncién endotelial, los cambios inducidos por el
GWO0742 en estos parametros podrian explicar la mejora en la funcién endotelial
en ratas diabéticas. Sin embargo, la mayoria de las complicaciones que aparecen en
la diabetes estan relacionadas con el incremento de la glucosa plasmatica y el
aumento en la generaciéon de ROS, lo cual también puede provocar disfuncién
endotelial (Kamata y Kobayashi, 1996; Takenouchi e a/., 2010).

En esta Tesis Doctoral demostramos, que GW0742 también fue capaz de
prevenir tanto la disfunciéon endotelial como la regulacion a la alza de ppET-1 y
p47°"* inducido por alta glucosa in vitro, sugiriendo que tanto la hiperglucemia
como el GWO0742 ejercen efectos directos sobre la pared vascular,
independientemente de los cambios en los niveles de lipidos. Ademas, estos
efectos protectores inducidos por GW0742 se ha visto que estan relacionados con
la activacion de PPARP al ser suprimidos por el antagonista de PPARS,
GSKO0660. Por otro lado, se observé que el tratamiento créonico con GW0742
incrementé la expresion vascular de dos genes diana de PPARB, PDK-4, que
reduce la oxidacion de la glucosa por inhibicién del complejo piruvato
deshidrogenasa dando lugar a un incremento en la utilizacién de acidos grasos, y
CPT-1 involucrada en la $-oxidacién de acidos grasos (Tanaka e al., 2003).

Los estudios realizados zz vitro en anillos adrticos aislados son problematicos
para compararlos con los estudios 7z vivo porque las concentraciones de glucosa
usadas (44 mM), son mucho mas elevadas que los niveles alcanzados 7z vivo en
ratas diabetizadas con STZ. Por lo tanto es dificil hacer extensivo los cambios
vistos iz vitro en arterias incubadas en alta glucosa durante 6 horas a aquellos
obtenidos 77 vivo en animales diabéticos cronicos.

Varios estudios de diferentes laboratorios han demostrado que la presion
arterial esta alterada en modelos de animales diabéticos. Sin embargo, los

resultados no son consistentes, puesto que se ha descrito que se incrementa
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(Majithiya e# al., 2005), disminuye (Makino y Kamata, 2000), o no varia (Tone et 4/,
2005) la presion arterial. Las razones para estas discrepancias no estan claras, pero
tal variabilidad se atribuye generalmente a diferencias en el diabetégeno utilizado,
el sexo, las especies y/o cepas de los animales, el animalario, la duraciéon de la
hiperglucemia, y/o las técnicas de medicién de la presiéon arterial asi como las
condiciones experimentales. En el presente estudio la PAS fue similar en ratas
diabéticas por STZ y ratas controles de edad similar, y no fue modificada por la
activacion de PPARB, una observaciéon respaldada por trabajos previos, que
demuestran que el tratamiento con GW0742 no influye en la presion sistdlica en
ratas normotensas (Harrington ez a/, 2010), sin embargo reduce la presién en
animales hipertensos (Zarzuelo ez al., 2011).

Ratas tratadas con STZ presentan disfuncién endotelial en arteria pulmonar,
aumento de la presion arterial pulmonar, e hipertrofia del ventriculo derecho
(Lopez-Lopez ¢t al., 2008; Al-Shafei et al., 2002). En el presente estudio también se
observo hipertrofia del ventriculo derecho en las ratas diabéticas, la cual se redujo
por el tratamiento crénico con GWO0742, que podria deberse a una mejora en la
funciéon de la arteria pulmonar. Esto concuerda con el beneficio terapéutico de
GWO0742 en un modelo de hipertensiéon arterial pulmonar en rata inducida por
hipoxia créonica (Harrington ef al., 2002).

La contribucion de agentes vasoactivos en la regulacion endotelial del tono de
los vasos sanguineos, varia dependiendo del tipo de vaso, edad, sexo y especies
animales. En la aorta de rata, el NO es el principal responsable de la relajacion
dependiente de endotelio (Vanhoutte ez /., 1985) como se ha observado en este
estudio por la accién inhibitoria total del L-NAME. Por consiguiente, la
disminucién de la relajacion inducida por ACh indica una menor bioactividad de
NO. Ademas, el incremento en la respuesta contractil a fenilefrina en la aorta de
ratas diabéticas fue suprimida por la presencia de L-NAME, indicando que la

bioactividad basal de NO se encontraba disminuida. El tratamiento cronico con
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GWO0742 fue capaz de prevenir la alteracion de la respuesta a ACh y a fenilefrina
observada en aortas diabéticas, indicando un papel protector del agonista tanto en
la bioactividad basal de NO como en la inducida por la ACh.

En arterias mesentéricas tanto el NO como el EDHF contribuyen a la
relajacién dependiente de endotelio, mientras que los metabolitos derivados de la
COX no juegan aparentemente ningun papel (De Vriese e al., 2000; Wigg ef al.,
2001; Shi et al., 2006). Estos resultados estan en concordancia con los efectos
inhibitorios observados en este estudio del inhibidor de NOS, L-NAME vy niveles
elevados de K* (herramientas farmacoldgicas estandarizadas para inhibir el NO y
el EDHF, respectivamente). La relajacién inducida por ACh también se encuentra
reducida en arterias mesentéricas de ratas diabéticas (Heygate ez al, 1995;
resultados de nuestro estudio), pero los mecanismos involucrados son
controvertidos. Una alteracion selectiva en la ruta del NO (Shi ez 4/, 2006) o del
EDHF (Wigg ¢t al., 2001) o de ambas simultaneamente (Leo ¢# a/., 2011) han sido
publicadas. Los resultados presentados en esta Tesis Doctoral, demuestran que en
presencia de L-NAME o alto K" las vasodilataciones residuales estaban reducidas
en ratas diabéticas, indicando que ambas rutas se encontraban alteradas. El
tratamiento cronico con GW0742 mejora la relajacién en ausencia o en presencia
de niveles elevados de K' en arterias mesentéricas. Sin embargo, este agonista
PPARR no presentd ningin efecto después de la inhibicién de eNOS indicando
que actua sobre el NO, pero no afecta al efecto de EDHF en la vasodilatacion
inducida por ACh.

La activacion de la ruta de NO dependiente de endotelio por ACh para inducir
relajacion requiere: 1) Activacion de la eNOS dependiente de Ca®" en células
endoteliales provocando la sintesis de NO, 2) La difusién de NO a las células del
musculo liso adyacentes, 3) La activacion de la guanilato ciclasa soluble inducida
por NO, activando la sintesis de GMPc, y 4) La activacion de la proteina Kinasa

G. Todos estos pasos en la ruta de sefializaciéon del NO en la vasculatura sistémica
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pueden verse alterados en condiciones de alta glucosa iz vitro y/o diabetes tipo 1y
tipo 2 in vivo (Jay et al., 2005; Wendt et al, 2005; Zanetti et al., 2005). En los
resultados presentados en esta Tesis Doctoral, la respuesta relajante al activador
de la guanilato ciclasa soluble, nitroprusiato, fue similar en aortas de ratas control
y diabéticas, tratadas y no tratadas con GW0742, indicando que las alteraciones en
los dos ultimos pasos mencionados previamente no parecen contribuir con la
disfuncién endotelial en diabetes o su prevencion por GW0742. Asi, los cambios
funcionales observados en la relajaciéon dependiente de endotelio en aortas
diabéticas podrian deberse a una alteracion en la sintesis de NO o su
biodisponibilidad.

Por otra parte, cambios en la expresion de eNOS en ratas diabéticas por STZ
son contradictorios. Existen estudios donde se demuestra un incremento,
disminucién y/o bien no se modifica la expresién de eNOS en distintos vasos
sistémicos (Hink ez a/, 2001; Matsumoto e# al., 2007, Wendt ez al., 2005; Zanetti ez
al., 2005). Nuestros resultados demuestran que tanto los niveles de mRNA como
de la proteina eNOS fueron regulados a la alza en aortas de animales diabéticos
comparado con los controles. Sin embargo, el incremento en su regulador
alostérico negativo, caveolina-1 también podria contribuir para explicar la
reducciéon en la produccion de NO encontrada por otros autores en anillos
aorticos diabéticos (Hink ez /., 2001; Wendt ez al., 2005). De nuevo, GW0742 no
fue capaz de modificar la expresiéon de eNOS y caveolina-1. También se observo
una disminucién en los niveles de fosforilacion de la eNOS vy la caveolina-1 en
animales diabéticos en comparacién con ratas controles. GW0742 incremento los
niveles de fosforilaciéon de eNOS tanto en ratas diabéticas como en controles. El
incremento en la fosforilacion de eNOS estarfa involucrada en la produccién de
NO. Por otro lado, la activacion de eNOS promueve la fosforilacion de la Tyr-14
de la caveolina-1 dependiente de Scr y la unién de la eNOS/caveolina-1, lo que

origina por mecanismo de retroalimentacion negativo, una inhibicion de la eNOS
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(Chen ¢t al., 2012). En nuestros experimentos, cuando la biodisponibilidad del NO
es limitada, como ocutre en ratas diabéticas, los niveles de fosfo-caveolina-1 se
encontraban también disminuidos en comparacién a los controles. GW0742, que
incrementd la generacion de NO en animales diabéticos también aument6 la
fosforilacién de la caveolina-1.

Un mecanismo clave en la disfuncién endotelial involucra la produccion
vascular de ROS, particularmente O,", que reacciona rapidamente con el NO y lo
inactiva (T'schudi ez 4/, 1996). Existen numerosas evidencias que sugieren que la
disminucién en la relajacion dependiente de endotelio observada en diabetes
involucra la inactivacion de NO por O, (De Vriese e al., 20005 Jay et al., 2005;
Spitaler y Graier, 2002). En la aorta de ratas diabéticas se observo un incremento
en la fluorescencia roja a DHE. DHE puede reaccionar con el O,  y otros
oxidantes celulares para generar dos compuestos fluorescentes 2-hidroxietidio y
etidio, respectivamente (Zielonka ez al., 2010). Si bien es cierto que la fluorescencia
roja derivada de 2-hidroxietidio y etidio no puede ser completamente
determinada. No obstante, el efecto inhibitorio de los “scavengers” de O,, tirén y
PEG-SOD sugieren que la fuente primaria de estrés oxidativo es probablemente
el O,". El tratamiento crénico con GW0742 redujo este incremento en animales
diabéticos.

La NADPH oxidasa, un complejo multienzimatico formado por gp91°"* o sus
homologos vasculares NOX-1, NOX-4, rac, p22ph°x, p47ph°x, y p67ph(’x, es
considerada la principal fuente de O,” en la pared vascular. Multiples evidencias
sugieren que la NADPH oxidasa vascular es la principal fuente de incremento de
ROS por alta glucosa i vitro (Liu et al., 2007), en modelos de animales diabéticos
(Hink ez al., 2001; Lopez-Lopez ¢t al., 2008), y en pacientes diabéticos (Guzik ez al.,
2002). En los resultados presentados en esta Tesis Doctoral hemos encontrado un
incremento marcado en la expresion de mRNA de p22°", p47°", y NOX-1,

asociado con un aumento significativo en la actividad de NADPH oxidasa en
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aortas de ratas diabéticas, asf como un incremento en p47°" en anillos aérticos
incubados en condiciones de alta glucosa. GW0742 inhibi6 la regulacion a la alza
de estas subunidades y el incremento en la actividad de la NADPH oxidasa en
animales diabéticos sin efectos en las ratas control. La desregulaciéon de la
actividad de la eNOS en condiciones asociadas con estrés oxidativo ha sido
también relacionada con un desacoplamiento de la eNOS por pérdida de la
tetrahidrobiopterina. Por consiguiente, podria ser posible que el primer lugar de
regulaciéon no esté en la capa del musculo liso, sino en el endotelio donde la
NOX-2 debe estar también disregulada. Sin embargo, nosotros no encontramos
cambios significativos en la expresién proteica de NOX-2 en las aortas de todos
los grupos experimentales, excluyendo por tanto esta posibilidad. Por lo que se
sugiere que la reduccién de O, derivada de la actividad de la NADPH oxidasa en
la pared vascular, y la subsecuente prevenciéon de la inactivaciéon del NO,
constituye el principal mecanismo involucrado en sus efectos protectores de la
funcién endotelial.

Publicaciones previas han involucrado la ET-1 en el desarrollo de la
produccion de O, y la disfuncién endotelial en ratas diabéticas. Esto se basa en
los siguientes hechos: (1) los niveles plasmaticos de ET-1 estan incrementados en
ratas diabéticas por STZ, principalmente debido a una sobreexpresion del mRNA
de ppET-1 (Makino ez al., 2000; Makino y Kamata, 1998), (2) la sobreproduccion
de ET-1 observada en ratas diabéticas por STZ se debe a hiperglucemia, no a
ningun incremento en el colesterol LDL o triglicéridos (Makino y Kamata, 2000),

h -
PR* observado en ratas

(3) el incremento en la expresion de mRNA de p22
diabéticas por STZ es completamente prevenido por la administracién crénica de
J-104132 (antagonistas de receptores de ETA y ETB) (Kanie y Kamata, 2002), y
(4) un prolongado tratamiento con ET-1 dafia la funcién endotelial en la aorta

tanto en ratas no diabéticas como en ratas con una diabetes inducida por STZ, un

efecto que puede estar relacionado con la generaciéon de O,” (Matsumoto ef al.,
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2007; Romero et al., 2010). En los resultados presentados en esta Tesis Doctoral,
también se observa una sobreexpresion de mRNA de ppET-1 en aorta de ratas
diabéticas por STZ, prevenida por el tratamiento créonico con GWO0742. La
regulaciéon a la baja de PPARa y PPARy en la aorta contribuye, a través del
sistema de ET-1, a la disfuncién endotelial observada en ratas diabéticas por STZ.
En efecto, la administracion crénica de bezofibrato (un agonista PPAR«) a ratas
diabéticas por STZ incrementd la expresion de PPARa y PPARY, y normalizé
también el mRNA de ppET-1 y la concentracion plasmatica de ET-1, mejorando
la relajacién dependiente de endotelio (Kanie ef @/, 2003). De manera analoga, el
tratamiento crénico con pioglitazona (un agonista PPARY) normalizé esta
disfunciéon por mejora del sistema ET-1 (Matsumoto ef al, 2007). En los
resultados presentados en esta Tesis Doctoral, GW0742, incrementd la expresion
en aorta de PPARR, pero no la de PPAR« o la de PPARY, también normalizé la
expresion de ppET-1, indicando que la activaciéon de PPARB podria también
regular la produccion de ET-1 vascular. Ademas, la regulacion a la alza de ppET-1
inducida por alta glucosa in vitro, fue prevenida por GWO0742 a través de la
activacion de PPARP, puesto que este efecto fue también inhibido por el
antagonista de PPARJ, GSKO0660. Por consiguiente estos resultados sugieren que
GW0742 normaliza la disfuncién endotelial en diabetes al mejorar la via de ET-1.
Sin embargo, otros cambios en la diabetes, incluyendo incremento local vy
sistémico de la produccién de angiotensina, incremento en la actividad PKC,
disminucién de la SOD, incremento en la produccién mitocondrial de ROS,; etc,
han sido también descritos que pueden incrementar la actividad de la NADPH
oxidasa y/o la produccién de ROS. La contribucién potencial de estos otros
factores y los posibles efectos del GW0742 no se han analizado en este estudio.
En conclusion, estos resultados demuestran que en ratas diabéticas por STZ,
el tratamiento crénico de GW0742 mejora la relajaciéon dependiente de endotelio,

principalmente por prevencion del componente mediado por NO. Este efecto
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protector puede ser atribuible a una disminucién en el nivel vascular de ET-1,
reduciendo el estrés oxidativo por normalizacién de la expresion de determinadas
subunidades de la NADPH oxidasa (Figura 28).

Nosotros creemos que nuestros resultados deberfan estimular un interés
adicional en los agonistas PPARB como farmacos de potencialidad terapéutica en

la enfermedad vascular asociada a diabetes.

Activacion de PPARB /G

[T AT
RELLLITEF

. -} Activacion

- _ . ==s] Inhibician
Oisfuncion endotelial

Figura 28. Mecanismo propuesto del efecto beneficioso sobre la disfuncion endotelial del agonista PPAR,
GWO0742 en aorta de ratas diabéticas tipo 1.
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1. La activacion de PPAR-B mejora la ruta Akt-eNOS, llevando a un
incremento en la producciéon de NO estimulado por insulina en HUVECs. Este
efecto parece estar mediado, al menos en parte, por activacion de PDK4 que
podria reducir el transporte de piruvato dentro de la mitocondria, normalizando la
produccién mitocondtial de ROS en la mitocondtia y la actividad de la ERK1/2,

con la subsiguiente mejora en la sefializaciéon de Akt-eNOS.

2. El tratamiento crénico de ratas con diabetes inducida por STZ con
GWO0742 mejora la relajaciéon dependiente de endotelio, esencialmente por
prevencion del componente vasodilatador mediado por NO. Este efecto
protector puede ser atribuible a una disminucién en el nivel vascular de ET-1, lo
que conlleva una reduccion del estrés oxidativo por normalizacion de la expresion

de la subunidad p22°", p47"">* y NOX-1 de la NADPH oxidasa.
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