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RESUMEN:

Diabetes mellitus tipo 2 (DM2), constituye una enfermedad metabdlica
atribuida a factores genéticos y ambientales, que afecta las funciones
angiogénicas de las Células Progenitoras Endoteliales Humanas (hEPC) las
cuales no logran ser restauradas en respuesta a un buen control glicémico,
manteniendo asi, alterada su funcion en el tiempo. Por lo tanto, es probable que
la exposicion permanente a un ambiente con niveles de glucosa superiores a los
valores plasmaticos normales (5mM o 90mg/dl), produzca alteraciones a nivel
epigenético que puedan explicar la mantencion de las alteraciones angiogénicas

en las EPC.

En la presente investigacion, hEPC fueron cultivadas durante 4 dias (hEPC-
4d) en 5mM (90mg/dl) de D-Glucosa, concentracion equivalente a valores
plasmaticos normales, 10mM (180mg/dl) para simular una concentracién de D-
Glucosa considerada como "“clinicamente aceptable" en pacientes diabéticos, y
20mM (360mg/dl) de D-glucosa para simular un ambiente hiperglicémico en
pacientes diabéticos. Posteriormente, se evaluo la capacidad de adhesion de las
células a una matriz de fibronectina. Para evaluar si las concentraciones de D-
glucosa tenian impacto en los niveles de metilacién global del ADN de hEPC-4d,
se midieron los niveles de 5-metilcitosina (5mC), 5-hidroximetilcitosina (5hmC) y

los niveles de expresion de los genes TET1y TET2.
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Los resultados obtenidos indican que la suplementacion del medio de cultivo
con 20mM de D-Glucosa resulta en una disminucién de la adhesion celular y
adicionalmente, al cultivar las células hEPC-4d en 10mM y 20mM se puede
observar una hipometilacién global del ADN, y un aumento de 5hmC. Estos
cambios en el patron de metilacién no fueron acompafnados por cambios en los
niveles de ARNm de los genes TET1y TETZ2. Por lo tanto, se concluye que 20mM
de D-glucosa genera una hipometilacion del genoma en las hEPC-4d y una
disminucion de su capacidad de adhesion, fenomeno independiente de los

niveles de expresion de los genes TET1y TET2.

Aungue la concentracion de D-Glucosa considerada como glicemia
“clinicamente aceptable" en un paciente diabético (10mM o 180mg/dl), no
produce cambios significativos en la adhesion de hEPC-4d, si se observa una
hipometilacion global del genoma, que podria ser la responsable de la alteracion
de las funciones angiogénicas de estas células en pacientes que, desde el punto

de vista clinico, tienen un buen control en los niveles plasmaticos de glucosa.
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ABSTRACT:

Type 2 diabetes mellitus is a metabolic disease attributed to genetic and
environmental factors, which affects the angiogenic functions of Human
Endothelial Progenitor Cells (hEPC). This function cannot be restored in
response to good glycemic control, maintaining their function altered over time.
Therefore, permanent exposure to an environment higher than normal plasma
values (5mM or 70mg/dl) is likely to generate alterations at the epigenetic level

that may explain the maintenance of angiogenic alterations in EPC.

In the present investigation, hEPC were cultured for 4 days (hEPC-4d) in
5mM (70 mg/dl) of D-Glucose, equivalent to normal plasma values, 10mM
(180mg/dl) to simulate a concentration of D-Glucose considered as "clinically
acceptable" in diabetics patients, and 20mM (360mg/dl) of D-glucose to simulate
a hyperglycemic environment in diabetics patients. Then, we evaluated the
adhesive capacity of the cells to a fibronectin matrix. To determine if the
concentrations of D-glucose had an impact on the levels of global DNA
methylation of hEPC-4d, the levels of 5-methylcytosine (5mC), b5-
hydroxymethylcytosine (5hmC) and the expression levels of the TET1 and TET2

genes were measured.
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The results obtained, indicate that the supplementation of the culture medium
with 20mM of D-Glucose results in decreased cell adhesion and additionally,
when cultivating the hEPC-4d in 10mM and 20mM, a global hypomethylation of
the DNA can be observed, as well as an increase in 5hmC level. These changes
in the methylation pattern were not accompanied by changes in the mRNA levels
of the TET1 and TET2 genes. Therefore, it is concluded that 20mM of D-glucose
generates a genome hypomethylation in hEPC-4d and a decrease in their
adhesion capacity, a phenomenon independent of the expression levels of the

TET1 and TET2 genes.

Although the concentration of D-Glucose considered as “clinically
acceptable” glycemia in a diabetic patient (L0mM or 180mg/dl), does not produce
significant changes in the adhesion of hEPC-4d, a global hypomethylation of the
genome, was observed, which could be responsible for the alteration of the
angiogenic functions of these cells in patients who, from a clinical point of view,

have good control of plasma glucose levels.
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1. INTRODUCCION:

1.1. DIABETES MELLITUS TIPO 2:

Diabetes Mellitus constituye una patologia crénica, producida por un déficit
en la secrecion de insulina o por una incorrecta utilizacion de ésta por parte del
organismo (Cencioni et al., 2014). Esta patologia se caracteriza por cursar con
niveles de glucosa permanentemente elevados en el torrente sanguineo,
fendmeno denominado hiperglicemia (Costes, Bertrand, & Ravier, 2021).
Actualmente, segun la Organizacion Mundial de la Salud, esta enfermedad se
clasifica en tres principales grupos: diabetes mellitus tipo 1, diabetes mellitus tipo
2 (DM2) y diabetes gestacional (Alberti & Zimmet, 1998; Meigs, 2019). Sin
embargo, DM2 representa el 95% los casos de diabetes, caracterizandose por
ser una patologia multifactorial involucrando en su génesis factores hereditarios,
medioambientales y epigenéticos (Ahmed, Ansari, Mensah-Brown, & Emerald,
2020).

A nivel epidemiologico, la Federacion Internacional de la Diabetes (IDF),
registré que en el afio 2021, 537 millones de personas entre los 20 a 79 afios
presentaron diabetes, proyectandose que para el 2030 la poblacién con diabetes
alcanzara 643 millones de individuos, llegando a los 783 millones para el 2045
en dicho rango etario (International Diabetes Federation, 2021). En Chile, segun
la Encuesta Nacional de Salud (ENS) del afio 2017, existe una prevalencia de

12,3% en cuanto a sospecha de DM2, en comparacién a un 9% registrado en la
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ENS del afio 2010, observandose un aumento de 4,2% en la sospecha de DM2
en la poblacién menor a 45 afios entre los afios 2010 y 2017 (Claudio Gutiérrez
Vasquez, 2021). Estos datos epidemiolégicos a nivel mundial y nacional
demuestran el impacto en la incidencia de DM2 en la poblacién generando una
problematica en salud publica, causada por la alta carga de morbilidad y
mortalidad asociada a esta condicion.

Esta enfermedad es una patologia compleja definida como una enfermedad
metabdlica que, como se sefialé anteriormente, se caracteriza por cursar con
hiperglicemia permanente (Cencioni et al., 2014; Schmidt, 2018) causada por
una combinacion de dos factores principales: secrecion defectuosa de insulina
por parte de las células B pancreaticas y la incapacidad de los tejidos sensibles
a la insulina para responder a ésta (Roden & Shulman, 2019). Los factores de
riesgo de DM2 involucran una combinaciéon compleja de factores genéticos,
metabolicos y ambientales que interactian entre si contribuyendo a su
prevalencia (Galicia-Garcia et al., 2020). Aunque la predisposicion individual a
desarrollar DM2 por factores de riesgo no modificables (etnicidad y antecedentes
familiares/predisposicion genética) posee una fuerte base genética, la evidencia
de estudios epidemiolégicos sugiere que muchos casos de DM2 pueden
prevenirse mejorando los principales factores de riesgo modificables (obesidad,
sedentarismo y dieta no saludable) destacando la importancia del ambiente en
el desarrollo de esta patologia (Hu et al.,, 2001; Schellenberg, Dryden,

Vandermeer, Ha, & Korownyk, 2013).
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Una de las principales caracteristicas de esta enfermedad es la hiperglicemia
cronica, siendo las células endoteliales vasculares susceptibles a desarrollar
hiperglicemia intracelular, debido a que la glucosa se difunde pasivamente a
través de su membrana plasméatica (Roden & Shulman, 2019). En DM2, este
exceso de glucosa puede ser metabolizado por la via del sorbitol a sorbitol y
fructosa por la enzima aldosa reductasa, la cual activa la via metabdlica
secundaria de la aldosa reductasa, con oxidacion concomitante de NADPH a
NADP* y reduccién de NAD* a NADH. La deplecion de NADPH y aumento de la
relacion citosolica NADH/NAD™ conduce a un cambio en el potencial redox que
acelera la glicdlisis y aumenta la sintesis de novo de Diacilglicerol (DAG)
(Brownlee, 2001), como resultado, se activa la proteina quinasa C (PKC) la cual
disminuye la actividad de la enzima oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS) y por
lo tanto, se reduce la sintesis de oxido nitrico (NO). Estos efectos generan
permeabilidad vascular y aumento en la contractilidad. Simultdneamente, el
aumento de la relacion NADH/NAD* genera una mayor produccion de oxigeno
molecular (Oz), oxidacion de lipoproteina de baja densidad (LDL), efectos
citotoxicos sobre las células endoteliales y reduccion de la disponibilidad de NO,
conduciendo a disfuncion endotelial (Godo & Shimokawa, 2017; Roden &
Shulman, 2019). Adicionalmente, la sobreproduccién de aldosas por la via del
sorbitol promueve la glicosilacién de proteinas que participan en la formaciéon de
productos estables de Amadori (como la hemoglobina glicosilada) y Productos

Avanzados de la Glicosilacion (AGE). Estos contribuyen a un aumento de la
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actividad oxidante y, en consecuencia, a la produccién de ROS, aumentando el
estrés oxidativo y evitando la liberacibn de NO, produciendo asi lesiones
vasculares. Adicionalmente, los AGES reducen la biodisponibilidad y actividad
del NO derivado del endotelio, comprometiendo ain mas la actividad vascular
(Dariya & Nagaraju, 2020).

Estos fendmenos fisiopatoldgicos que ocurren en el paciente con DM2, son
los responsables a largo plazo, del inicio de las complicaciones de origen
microvascular, como retinopatia diabética, neuropatia diabética, nefropatia
diabética y complicaciones macrovasculares como cardiopatia isquémica,
enfermedad vascular periférica y enfermedad cerebro vascular (Forslund &
Archdeacon, 2015; International Diabetes Federation, 2021). Esto se debe a que
el endotelio es fundamental en la regulacion del tono y estructura vascular ya
gue libera de manera equilibrada factores de relajacion y contraccion (Godo &
Shimokawa, 2017). En los pacientes con DM2, este equilibrio se altera, debido a
la disfuncion endotelial, estrés oxidativo, hiperreactividad plaquetaria e
inflamacion presentes en esta patologia, desembocando en la alteracion de las
propiedades fisicoquimicas de la pared vascular conduciendo a un aumento de
la vasoconstriccion, desarrollando por ejemplo, aterosclerosis y formacién de
trombos (Goldberg, 2009).

Como mecanismo de homeostasis interna frente a estos tipos de injuria
vascular, en la zona de origen de estas lesiones, el organismo responde

fisiologicamente a través de la reendotelizacion y angiogénesis, las cuales son
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acciones necesarias para la restauracion de la homeostasis vascular (Pearson,
2009). Inicialmente se pensaba que estos procesos se producian
exclusivamente a través de la migracién y proliferacion de células endoteliales
maduras adyacentes a la lesidon endotelial, sin embargo, en los uUltimos afios se
ha centrado la atenciébn en un nuevo mecanismo de reparacion vascular que
implica a precursores endoteliales, denominados Células Progenitoras de

Endotelio Humano (hEPC).

1.2. CELULAS PROGENITORAS DE ENDOTELIO (EPC):

Las Células Progenitoras de Endotelio Humano se caracterizan por ser
células con capacidad de auto renovacion, proliferacion y diferenciacion (Chopra,
Hung, Kwong, Zhang, & Pow, 2018; Ma et al., 2019), fueron descritas por primera
vez por el grupo de investigacién de Asahara (Asahara et al., 1997), quienes
demostraron que células hematopoyéticas CD34*/KDR* aisladas desde sangre
periférica podian diferenciarse en células endoteliales, y que frente a condiciones
de hipoxia/isquemia contribuian a la formacion de nuevos vasos sanguineos.
(Jujo, li, & Losordo, 2008; Marcola & Rodrigues, 2015).

Desde su descubrimiento se han postulado diversos origenes del cual
provienen estas células, y en el ultimo tiempo se ha reportado que las EPC
circulantes derivan de diversos tejidos con procesos angiogénicos activos como
el tejido adiposo, tejido cardiaco, tejido conectivo del cordon umbilical o gelatina

de Wharton, sangre de cordon umbilical, sangre periférica, entre otros (Chopra
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et al., 2018; Fujisawa et al., 2019; Tura et al., 2013). Sin embargo, las EPC que
residen en médula 6sea tienen su origen en el hemangioblasto (Kennedy,
D'Souza, Lynch-Kattman, Schwantz, & Keller, 2007) que corresponde a un
precursor comun en médula 6sea, el cual da lugar a las lineas hematopoyéticas
y endoteliales de las cuales provienen las células de endotelio hemogénico (HE)
caracterizadas por presentar un marcaje C-kit (CD117)*, receptores de
angiopoyetina (Tie2)*, CD41, GATA1*y RUNXL1*; y que se diferencian en Células
Madres Hematopoyéticas RUNX1* y CD45* vy en las Células Progenitoras
Endoteliales RUNX1*, CD45*y KDR* (Keighron, Lyons, Creane, O'Brien, & Liew,
2018). A la fecha, se han desarrollarlo diversos enfoques para identificar EPC,
entre ellos el analisis de marcadores de superficie celular a través de citometria
de flujo, y aunque no se ha identificado ningiin marcador especifico para estas
células, se ha utilizado sistematicamente un panel de marcadores que permite
distinguirlas claramente, destacando principalmente la expresion de CD34",
KDR*, CD133" (Jujo et al., 2008; Xing, Zhao, Liu, & Fan, 2020) y la presencia
de CD31, Factor de von Willebrand (FW) y VE-cadherina en estados de
maduracion mas avanzados (Balaji, King, Crombleholme, & Keswani, 2013).

A nivel funcional, se ha evidenciado que estas células al trasplantarse en las
extremidades posteriores isquémicas de ratas atimicas incrementan la
angiogénesis, efecto evaluado a través de analisis doppler el cual permite
determinar el flujo sanguineo a través de la red vascular (Aoki, Yasutake, &

Murohara, 2004). Estudios de agiogénesis in vitro realizados en matrigel, han
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demostrado que las hEPC forman estructuras tipo capilares, (proceso evaluado
a través de la medicion del area de estructuras tubulares formadas en la matriz),
propiedad que depende del estadio madurativo de la célula (Hur et al., 2004;
Mukai et al., 2008). Es asi, como EPC tempranas (tres a siete dias de cultivo) no
forman estructuras tipo capilares por si sola (Shumiya et al., 2010), sino que se
incorporan a una red tubular pre existente y secretan citoquinas angiogénicas
como interleuquina 8 (IL- 8), Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF),
entre otras moléculas (Rehman, Li, Orschell, & March, 2003). Actualmente,
dependiendo de la forma de cultivo, las EPCs tempranas reciben el nombre de
Células Angiogénicas Circulantes (CACs) o Unidades de Células Formadoras de
Colonias de Hill (Basile & Yoder, 2014; Hill et al., 2003; Keighron et al., 2018;
Rohde et al., 2011; Vasa et al., 2001), sin embargo, independiente del nombre,
su funcion principalmente es la secrecion paracrina de dichas citoquinas. Por
otro lado, las EPC tardias (mas de tres semanas en cultivo) denominadas
actualmente Células Endoteliales Formadoras de Colonias (ECFC) (Basile &
Yoder, 2014; Hill et al., 2003) no secretan citoquinas, pero si forman estructuras
tipo capilares in vitro (Hur et al.,, 2004; Mena et al., 2018) y su fenotipo es

endotelial (Chopra et al., 2018) (Figura 1).
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Figura 1: Movilizacion de EPC:

Las hEPC engloban a dos subpoblaciones (células de crecimiento temprano y crecimiento tardio), las cuales presentan
diferencias morfoldgicas y funcionales. Ademas, exponen diferentes marcadores de superficie que permiten su caracterizacion
(Chong, Ng, & Chan, 2016; Hur et al., 2004; Timmermans et al., 2009)
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Las EPC son movilizadas principalmente desde médula 6sea frente a hipoxia
0 isquemia, en respuesta a sefales quimiotacticas como las generadas por el
factor estimulante de colonia granulocito-macréfago (GM-CSF), seiales
mediadas por Factor 1 Derivado de Células Estromales (CXCL12 o SDF-1), el
Factor de Crecimiento Endotelial Vascular o VEGF entre otras moléculas (Sun,
Huang, & Sun, 2020; Tilling, Chowienczyk, & Clapp, 2009; Y. Zhang et al., 2014).

SDF-1 es una quimoquina CXC codificada en el cromosoma 10 que presenta
dos isofomas alternativas, SDF-1q, la cual es una proteina de 89 aminoacidos
predominantemente denominada SDF-1, y SDF-13 que contiene cuatro
aminoacidos mas en el extremo amino terminal (Shirozu et al., 1995). Esta
guimoquina es considerada uno de los mas potentes quimioatractantes de célula
madre, ya sea hematopoyéticas o endoteliales (Sharma, Afrin, Satija, Tripathi, &
Gangenahalli, 2011); es expresada en algunos 6rganos como musculo
esquelético, higado, cerebro y rifidn, ademas se encuentra en células
progenitoras y también en células estromales de médula 6sea (Ratajczak et al.,
2006). Estas células se encuentran en médula ésea, dando origen a diversos
tipos celulares como osteocitos, osteoblastos, condrocitos, entre otros linajes,
por lo tanto, cualquier alteracion en los niveles de SDF-1 a nivel medular,
activara la movilizaciéon de células madre a sangre periférica (JP et al., 2013).
SDF-1 interacciona con su receptor CXCR4, el cual corresponde a un receptor
acoplado a proteina G, compuesto por 352 aminodacidos. Esta ubicado en el

cromosoma 2, y se expresa en 2 isoformas: CXCR4 el receptor primario para
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SDF-1, y una variante de mayor tamafo pero menos abundante denominada
CXCR4-LO que difiere en los primeros nueve aminoacidos del extremo amino
terminal (Sharma et al., 2011). CXCR4 es expresado en una variedad de células
maduras como linfocitos, monocitos, megacariocitos, células primitivas como
CD34+, células progenitoras hematopoyéticas y progenitoras endoteliales (Aiuti
et al., 1999), el cual al interactuar con su ligando favorece la movilizacion de las
células al sitio de la sefial quimiotactica.

Los genes de SDF-1 y CXCR4 son extremadamente conservados a través
de diversas especies, sugiriendo su relevancia bioldgica en el desarrollo, ademas
se ha observado en ratones, que la pérdida ya sea de SDF-1 o0 CXCR4, resulta
en fenotipos similares de letalidad gestacional tardia y defectos en la linfopoyesis
de células B, colonizacion de médula ésea y formacion del séptum cardiaco
(Nagasawa et al., 1996; Zou, Kottmann, Kuroda, Taniuchi, & Littman, 1998). A
nivel vascular, una de las principales fuentes de SDF-1 son las plaquetas, las
cuales se adhieren al endotelio lesionado, 0 a la matriz extracelular expuesta
liberando una serie de moléculas, incluyendo SDF-1, que se une a su ligando
CXCR4 presente en las EPCs, promoviendo asi el reclutamiento de estas células
al sitio de injuria vascular (Massberg et al., 2006).

Una vez en el sitio de la lesion las funciones angiogénicas de las EPC son
estimuladas principalmente por VEGF, secretado tanto por las células
endoteliales adyacentes a la lesion como por las propias EPC, esta molécula es

un potente agente angiogénico codificado en el cromosoma 6, compuesto por
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cinco factores relacionados estructuralmente: VEGFA (también denominado
VEGFA165), VEGFB, VEGFC, VEGFD vy el factor de crecimiento placentario
(PIGF) (Koch & Claesson-Welsh, 2012). VEFGA regula todos los pasos claves
del proceso angiogénico, incluida la proliferacion y migracién de las células
endoteliales y progenitoras endoteliales (Lamalice, Le Boeuf, & Huot, 2007; Li et
al., 2006; Morrone et al., 2021; Shumiya et al., 2010) con funciones mitogénicas,
y morfogénicas en dichas células, siendo ademas clave en el proceso de
angiogénesis normal y tumoral (Xie, Wei, Shi, & Huang, 2004). Esta molécula
ejerce sus efectos a través de su receptor 2 tirosina quinasa VEGFR2 o KDR, el
cual pertenece a una familia de receptores de VEGF, codificados en el
cromosoma 4, en donde VEGFR-1, VEGFR-2, y VEGFR-3 (FLT-4) son
receptores de tirosina quinasa de superficie celular para VEGF (Xie etal., 2004).
VEGFR2, es esencial para la biologia de las células endoteliales, durante el
desarrollo y en la vida adulta, en condiciones fisioldgicas y patoldgicas uniéndose
a VEGFA a través de dominios tipo inmunoglobulinas ejerciendo, via MAP
guinasas, las funciones angiogénicas antes descritas (Koch & Claesson-Welsh,
2012).

En resumen, cuando se presenta una lesion a nivel endotelial que altera el
flujo sanguineo, la hipoxia generada y las plaquetas presentes en la zona,
estimularan la sintesis y liberacién, respectivamente, de SDF-1, el cual ejercera
efecto quimiotactico sobre las hPEC, a través de la interaccion con su receptor

CXCR4 (De Falco et al., 2004), una vez en el sitio de la lesién las funciones
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angiogénicas de las hEPC son estimuladas principalmente por VEGF, el cual
ejerce su efecto a través de su receptor VEGFR2, produciendo que finalmente

VEGF regule el proceso angiogénico (Morrone et al., 2021; Shumiya et al., 2010).

1.3. ADHESION DE EPC:

Uno de los pasos claves en el proceso de reparacion vascular, es la adhesion
de las EPC alared vascular existente. Como parte del proceso de angiogénesis,
la adhesion corresponde a un paso critico, ya que, posterior a la llegada al sitio
de lesion, las EPC deben interaccionar y adherirse a las CE activadas de la pared
del vaso dafiado, proceso mediado por las moléculas que se encuentran
expresadas en su membrana, tales como selectinas e integrinas (Pysna et al.,
2019). Las integrinas corresponden a glicoproteinas de transmembrana que
participan en las interacciones célula-matriz extracelular e interaccion célula-
célula, son conocidas por mediar la adhesion celular incluyendo la adhesion de
las EPC a las proteinas de matriz extracelular (Mezu-Ndubuisi & Maheshwari,
2021). Adicionalmente, la matriz extracelular es un componente presente dentro
de los tejidos y oOrganos que proporciona no soOlo soporte fisico para
componentes celulares, sino también inicia sefiales bioquimicas y biomecénicas
cruciales. El efecto directo de la matriz extracelular deriva principalmente de dos
propiedades: capacidad de unir receptores celulares e integrinas y su capacidad
de vincular factores de crecimiento (Birch, 2018). Esta interaccion entre

“‘integrinas- matriz extracelular y EPCs” en los sitios de remodelacion vascular,
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es un paso crucial en la reparacion de la vasculatura dafiada mediada por estas
células (Tepper et al., 2002).

Actualmente, se ha definido un perfil de integrinas especifico presente en
la superficie de las EPC compuesto por 32, a4B1, a5B1, a6p1, avB3 y avp5
(Caiado & Dias, 2012; Deb et al., 2004). Destacando particularmente la accion
de la integrina a4p1 (también conocida como VLA-4), la cual es clave en la
localizacion y unién a las CE activadas de la zona dafiada, utilizando como
ligando principal la molécula de adhesion celular vascular-1 (VCAM-1) y
fibronectina (Baiula, Spampinato, Gentilucci, & Tolomelli, 2019; Caiado & Dias,
2012; Filippi et al., 2020). Jin y colaboradores (2006) observaron, tanto en
modelos humanos como murinos, que la inhibicion de esta integrina bloquea
significativamente la adhesion celular a endotelios proliferativos tanto in vitro
como in vivo, asi como su localizacion en la neovasculatura (Jin et al., 2006).
Estos resultados fueron confirmados mas tarde por Wary y colaboradores (2009)
guienes, utilizando nuevamente modelos murinos con lesion vascular pulmonar,
demostraron que el bloqueo o silenciamiento de la integrina a4B1 afecta el
direccionamiento y adhesion de EPC a los capilares pulmonares dafiados, por lo
cual esta molécula es fundamental para llevar a cabo la reparacion de la barrera

endotelial vascular (Wary, Vogel, Garrean, Zhao, & Malik, 2009).
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1.4. EPC Y DIABETES MELLITUS TIPO 2:

Las hEPC en pacientes que padecen DM2, tienen un comportamiento
diferente al descrito anteriormente. Tepper y colaboradores el afio 2002 aislaron
hEPC desde pacientes diabéticos tipo 2, observando en las hEPC tardias una
menor proliferacion en el cultivo celular, menor adhesién a Células Endoteliales
de Vena Umbilical Humana o HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells)
activadas con factor de necrosis tumoral o (TNF o) y menor integracion a una
red tubular preexistente formada en matrigel por Células Endoteliales de
Microvasculatura Humana o MVEC (Microvascular Endothelial Cells), en
comparacién con pacientes sanos. Adicionalmente, en esta investigacion se
observé una correlacion inversamente proporcional entre los niveles de
Hemoglobina Glicada (HbAlc), la cual corresponde a un marcador de
seguimiento diabetes tipo 2, con la capacidad de proliferacion en cultivo de las
células provenientes de pacientes con esta patologia (Tepper et al., 2002). Estos
estudios fueron confirmados mas tarde por Egan y colaboradores (2008),
qguienes publicaron que los pacientes con DM2 (HbAlc = 7,1%) presentan en
circulaciéon niveles significativamente mas bajos de hEPC en comparacion con
pacientes sin la patologia (HbAlc <7,1%) (p <0.05) asociado a una disminucién
en la expresion de CXCR4 en las hEPC de dichos pacientes (p=0.0037) (Egan

et al., 2008). Adicionalmente, las altas concentraciones de glucosa (HbAlc >

7%) aumentan en la médula 6sea los niveles de SDF-1, generandose mayor
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cantidad de éste, el cual al interacciona con su receptor CXCR4 presente en las
EPC que residen en la médula 6sea, impide su liberacién afectando de esta
manera el numero de EPC circulantes (Goligorsky, 2014; Kang, Ma, Liu, Fan, &
Deng, 2017; Yiu & Tse, 2014).

Resultados similares fueron obtenidos por Yue y colaboradores (2011)
quienes evidenciaron una disminucién en el niumero de hEPC circulantes
provenientes de pacientes con DM2 asociado a un aumento en la rigidez arterial,
parametros que engloba las propiedades de distensibilidad, compliance y
elasticidad vascular, las cuales son alteradas en pacientes con DM2 (Yue et al.,
2011). Estos resultados fueron apoyados mas tarde por Kang y colaboradores
(2017) quienes observaron que las hEPC aisladas de sujetos sanos expuestos
a condiciones de alta D- Glucosa (20 a 25mM de D-Glucosa) o hEPC aisladas
de pacientes diabéticos (HbAlc = 7,1%), exhiben un numero reducido de
unidades formadoras de colonias de células endoteliales, disminucion en la
diferenciacion celular, proliferacién, adhesién y migracion, formacion de
estructuras tipo capilares, secrecion, movilizacion y localizacion, en comparacion
con los controles (Kang et al., 2017).

Paralelo a estos estudios, también se ha observado que los pacientes con
esta enfermedad, pese a alcanzar el objetivo terapéutico clinico de mantener una
hemoglobina glicosilada menor al 7%, presentan alteraciones tanto en la
funcionalidad como en el nimero de hEPC circulantes, alcanzando so6lo un 60%

aproximadamente de hEPC circulantes en comparacion con los pacientes sanos
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(p<0,001) (Balestrieri et al., 2013; Churdchomjan et al., 2010). Por lo tanto,
considerando el rol de las hEPC en la reparacion y mantencién de la vasculatura,
la evidencia existente apunta a que el paciente diabético en el transcurso de su
vida podria desarrollar progresivamente las complicaciones vasculares clasicas
de esta enfermedad, ya que pierde uno de los principales mecanismos que
participan en la restauracién de la homeostasis vascular (Balestrieri et al., 2013).

Este evento fue estudiado por Egan y su grupo de investigacion, quienes
examinaron 98 pacientes, de los cuales 15 murieron durante el periodo de
seguimiento de 10 afios (15,3%), en donde la causa de muerte estuvo
relacionada en un 80% con eventos cardiovasculares y vasculares (12 de 15
pacientes), los investigadores observaron que durante este periodo de
seguimiento (125 meses), los pacientes fallecidos presentaron
aproximadamente una disminucion del 50% de los niveles de hEPC circulantes
entre el periodo de inicio del estudio y su muerte, concluyendo asi que los niveles
bajos de hEPC pueden ser utilizados como potenciales biomarcadores,
asociados a la severidad de las patologias cardiovasculares en pacientes con
DM2 (Egan et al., 2018). En esta misma linea, el estudio prospectivo de diabetes
del Reino Unido demostré que el control glicémico intensivo tiene un efecto
benéfico sobre los pacientes con DM2, ya que reduce el riesgo de
complicaciones diabéticas, como eventos cardiovasculares adversos y por lo
tanto la mortalidad asociada a dichos eventos (Grupo UKPDS 1998; (Holman,

Paul, Bethel, Matthews, & Neil, 2008). Adicionalmente Patel y colaboradores
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(2008) demostraron que la intensificacién del control glicémico en pacientes con
DM2 (HbAlc < 6,5 %) produce una reduccion relativa del 10% en el resultado
combinado de eventos macrovasculares y microvasculares mayores (Patel et al.,
2008). En consecuencia, la Asociacion Estadounidense de Diabetes ha
establecido que, mantener un control glicémico adecuado, es la piedra angular

del cuidado de la diabetes.

1.5. EFECTO DEL ESTRES OXIDATIVO SOBRE EL ENDOTELIO:

Desde el punto de vista bioquimico, una de las principales caracteristicas de
DM2 es la hiperglicemia croénica, la cual produce un alza en el flujo de la via
glucolitica y ciclo de Krebs, lo que en consecuencia ocasiona una sobre
estimulacion de la actividad de la cadena transportadora de electrones,
generando un aumento del gradiente de protones en la membrana mitocondrial
interna, y con ello, un incremento de la vida media de los intermediarios de
radicales libres de la coenzima Q, los cuales reducen el Oz a ion superoxido
(O2-), causando un marcado aumento de este ultimo (Brownlee, 2001). Esto
induce una disminucioén de la actividad de la glucosa-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH), una enzima clave de la glucdlisis, lo cual ocasiona un aumento de los
metabolitos ubicados corriente arriba en la via, generando como consecuencia
la potenciacion de la via de los polioles, via de la hexosamina, aumento de los
AGEs y activaciéon de isoformas PKC, procesos abordados anteriormente (Lima,

2018). Adicionalmente, los mecanismos antioxidantes celulares no logran
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compensar el aumento en la produccion de Especies Reactivas del Oxigeno o
ROS (Reactive Oxygen Species), propiciando la generacion de dafo por estrés
oxidativo (EO) (Juan, Pérez de la Lastra, Plou, & Pérez-Lebefa, 2021).

El término EO fue acufiado por primera vez en 1985 por Helmut Sies,
definiéndolo como una alteracion en el equilibrio prooxidante-antioxidante a favor
del primero (Sies, 1985), actualmente, se define como un desequilibrio entre
oxidantes y antioxidantes que favorece a los oxidantes, lo que lleva a una
interrupcion de la sefializacion y control redox asi como también dafio molecular.
Las ROS engloban a los subproductos del metabolismo aerdbico, entre ellos el
027, peroxido de hidrégeno (H20z2) y radicales hidroxilo (OH™) (Pisoschi & Pop,
2015) los cuales son utilizados por el sistema de defensa del huésped para
combatir los patégenos (Pizzino et al., 2017). Las ROS se producen dentro de
las células por fuentes enddgenas como subproductos en organelos
subcelulares como las mitocondrias, los peroxisomas y el citocromo P-450 y por
fuentes exdgenas que involucran principalmente contaminantes como tabaco,
humo, drogas, xenobidticos, radiacion entre otras moléculas (Prasad, Gupta, &
Tyagi, 2017). Para prevenir el estrés oxidativo, las células estan equipadas con
una red de defensa antioxidante como las enzimas catalasa, glutation peroxidasa
(Gpx1), superodxido dismutasa (SOD) entre otras, sin embargo, el desequilibrio
entre éstos y los factores pro oxidantes conducen a esta condicion de estrés

oxidativo (Guillaumet-Adkins et al., 2017) (Figura 2).
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Las células poseen una red de defensa antioxidante, que engloba mecanismos
enzimaticos y no enzimaticos que en homeostasis (izquierda) se encuentran en perfecto
balance con los factores oxidantes (derecha). Al producirse un desbalance que favorece
a los factores pro oxidantes se instaura el estrés oxidativo, el cual puede acarrear una
serie de dafios en el endotelio y dar paso a procesos patolégicos. (Pisoschi & Pop, 2015;
Pizzino et al., 2017; Singh et al., 2018).

Figura 2: Homeostasis Redox:

Uno de los principales tejidos que se ve afectado por el estrés oxidativo es
el endotelio vascular, el cual consiste en una monocapa de células que recubre
todo el sistema circulatorio, jugando un papel esencial en la fisiologia vascular a
través de la vasoconstriccion, vasodilatacion, angiogénesis e inflamacion (Vieceli
Dalla Sega et al., 2017). EI NO es el principal responsable del mantenimiento de
la homeostasis vascular y su reduccion o transformacion en peroxinitrito por

accion del anion superoxido gatilla la disfuncion endotelial ya que promueve la
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nitraciéon de proteinas favoreciendo la destruccion de las células endoteliales
(CE) (Incalza et al., 2018). Diversos autores han trabajado en torno al efecto del
estrés oxidativo sobre las CE experimentando con variados linajes celulares; es
asi como en el afio 1993, Lu y colaboradores al cultivar células endoteliales
bovinas en presencia de H202 , observaron mediante electroforesis en dos
dimensiones, la presencia de nuevas proteinas pertenecientes a enzimas
antioxidantes, evidenciando asi el proceso adaptativo que atraviesan las CE
sometidas a estrés oxidativo (Lu, Maulik, Moraru, Kreutzer, & Das, 1993). Estos
resultados fueron corroborados por el grupo de investigadores de Goulev
guienes utilizando levaduras observaron que frente al estrés oxidativo se genera
mayor tolerancia al estrés por parte de la célula para contrarrestar el dafio
generado por ROS (Goulev et al., 2017).

Montorfano y colaboradores en el afio 2014 utilizando HUVEC cultivadas en
medio enriquecido en H202, observaron una disminucién en los niveles de las
proteinas endoteliales VE-cadherina y CD31 y un aumento en los marcadores
de fibrosis a-SMA y FSP-1 asi como un aumento de la expresion del Factor
transformante de crecimiento 1 y B2 (TGF-B1, TGF-B2) En base a esto, los
autores concluyeron que el estrés oxidativo induce la conversion de las CE en
miofibroblastos a través de un mecanismo dependiente de TGF-3, cambiando el
perfil de expresion de estas células. Por lo cual, las CE podrian adquirir un
fenotipo senescente, contribuyendo a la disfuncién endotelial (Montorfano et al.,

2014; Ungvari et al., 2018).
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1.6. EFECTO DEL ESTRES OXIDATIVO SOBRE LAS EPC:

Al igual que las CE, las EPC también son blanco de las ROS, esto ha sido
evidenciado en primera instancia ya que las ROS limitan la vida util de las células
madre hematopoyéticas in vivo (Ito et al., 2006). El afo 2017 D’apolito y
colaboradores cultivaron células mononucleares en presencia y ausencia de
urea con el objetivo de inducir la formacion de ROS intracelular, observando una
mayor senescencia asociada a una sobreexpresion de p65 y un aumento de la
expresion del factor de transcripcion nuclear NFkp, de la proteina 1 de adhesion
celular vascular (VCAML1) e interleuquina 6 (IL6), reduciendo el numero de EPCs
y su capacidad de diferenciarse en células CD31*/VEGFR2* (D'Apolito et al.,
2017). Resultados similares se han observado frente al tabaquismo, el afio 2006
Michaud y colaboradores aislaron y cultivaron hEPCs a partir de células
mononucleares provenientes de sangre periférica de personas fumadoras
cronicas y no fumadoras, evidenciandose en el primer grupo un notable
incremento en la produccion de ROS, disminucion en el numero de hEPC, en la
actividad proliferativa de éstas en respuesta a VEGF, asi como en la capacidad
migratoria de las células, es decir, una deteriorada diferenciacion de hEPC a un
fenotipo endotelial (Michaud, Dussault, Haddad, Groleau, & Rivard, 2006).

Adicionalmente ha sido reportado que el estrés oxidativo, evaluado mediante
un aumento en la actividad de NADPH oxidasa y disminucion en la

biodisponibilidad de NO presente en pacientes diabéticos tipo 2, afecta la
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propiedad de reendotelizaciéon de las hEPC (Sorrentino et al., 2007) y su
reclutamiento a la zona de injuria vascular, en comparacioén con pacientes sanos
(Sambuceti et al., 2009). Asi mismo, la proliferacion y funciones angiogénicas de
las células, tanto de crecimiento temprano (CAC) como tardio (ECFC) se ven
afectadas (Chen et al., 2007; Hamed, Brenner, Aharon, Daoud, & Roguin, 2009).
Por otro lado, enzimas antioxidantes como la SOD1 y SOD3 y Gpx1 poseen un
efecto beneficioso sobre la movilizacién de EPC y la neovascularizacién después
de un proceso isquémico. Liu y colaboradores, utilizando un modelo de raton
transgénico con sobreexpresion de SOD1, SOD3 y Gpx-1 demostraron que la
sobreexpresion de estas enzimas antioxidantes atenua significativamente la
produccién de ROS y mantiene un nivel elevado de EPC circulantes. Los
resultados obtenidos demostraron que la densidad capilar muscular aumenta
significativamente en comparacién con los ratones wild type, indicando que la
sobreexpresion de enzimas antioxidantes. (SOD1, SOD3 y Gpx-1) genera un

bloqueo en la produccion de ROS en EPC (Liu et al., 2019).

1.7. EFECTOS DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO SOBRE EL

ADN:

La afeccion en las funciones de las EPC frente a ROS es el resultado de
alteraciones o dafio a nivel del ADN en las células, producidas por estas

moléculas. Se define como dafio en el ADN a los cambios que ocurren en la
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estructura de éste (Auboeuf, 2020), los cuales pueden afectar la duplicaciéon y
transcripcion de la informacion genética (Juan et al., 2021), por lo tanto, el dafio
causado en el ADN por las ROS puede ser de dos tipos: fisico y quimico.

El dafio quimico se genera producto de la interaccién de los radicales libres
a la doble hebra en el contexto de EO, siendo la base guanina especialmente
susceptible a ello debido a su bajo potencial redox, causando importantes
reacciones oxidativas, las cuales pueden llevar a mutaciones, carcinogénesis,
apoptosis, necrosis y enfermedades hereditarias (Halim & Halim, 2019; Pizzino
et al., 2017). El principal sitio de reaccién del radical hidroxilo en las pirimidinas
es el doble enlace entre el carbono 5y el carbono 6 (C5-C6) y la reaccion con el
C8 de la guanina, la cual puede generar 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (8-OHdG)
o su forma oxidada, 8-oxo-7,8-dihidro-2-desoxiguanosina (8-oxodG) (Poetsch,
2020). Estas lesiones surgen como resultado del ataque del radical hidroxilo a la
2’ -desoxiguanosina libre, formandose 8-OHdG, que a través de una reaccion
conocida como tautomerismo de ceto-enol, se transforma en el principal producto
oxidado, 8-oxodG (Urbaniak, Boguszewska, Szewczuk, Kazmierczak-Baranska,
& Karwowski, 2020). Actualmente, 8-OHdG, es considerado como un buen
biomarcador del dafio oxidativo en diabetes (AbuArrah, Yuli Setianto, Faisal, &
Hamim Sadewa, 2021; Omari Shekaftik & Nasirzadeh, 2021) pues se han
observado mediante ELISA, niveles leucocitarios de 8-OHdG significativamente
mas altos en pacientes con DM2 en comparacion con pacientes controles

(p<0,001), asi como niveles estadisticamente significativos mas elevados de 8-
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OHdG en pacientes con DM2 y microangiopatia respecto a pacientes sin
microangiopatia (p<0,001) (Ye et al., 2016).

Con relacién al dafio fisico del ADN causado por ROS, este alude a roturas
de ADN de cadena simple (SSB) o de cadena doble (DSB), lo que puede ser
causado por ROS al extraer un atomo de hidrogeno desde la desoxirribosa,
induciendo la pérdida de un proton desde la molécula afectada, lo que genera la
inestabilidad de la hebra de ADN provocando quiebres en su estructura, (Juan
et al.,, 2021). Frente a estas alteraciones, se despliega una red de eventos
conocida como Respuesta de Dafio al ADN (DDR) la cual involucra: a) deteccion
del dafio en el ADN, b) activacién de los puntos de control c) arresto del ciclo
celular, d) reparacion, e) apoptosis y f) depuracion por parte del sistema
inmunoldgico de los desechos generados en el proceso (Huang & Zhou, 2020).

Dentro de los mecanismos de reparacidn se encuentran las enzimas Poli
ADP Ribosa Polimerasa (PARP), las cuales pertenecen a una familia de
proteinas involucradas en respuestas frente a estrés celular, reparacion del ADN
dafado, regulacion transcripcional, entre otras funciones (Bai, Nagy, Fodor,
Liaudet, & Pacher, 2015). Quiebres en el ADN inducidos por radicales libres,
pueden implicar la activacion de las PARP iniciando un ciclo de consumo de
energia mediante la transferencia de unidades de ribosa ADP del NAD™* a las
proteinas nucleares. El resultado de este proceso es un rapido agotamiento del
NAD* intracelular y del pool de ATP, lo que disminuye la tasa de glucélisis (Garcia

Soriano F et al., 2001) desacoplando la cadena transportadora de electrones
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(Bai et al., 2015; Hegedis & Virag, 2014). Adicionalmente, las enzimas PARP
estimulan la transcripcion de los genes de las enzimas TET para reparar el ADN
(Ciccarone et al., 2014). Estas enzimas se encargan del proceso de demetilacion
activa del ADN, por lo tanto, frente a dafios a nivel de la estructura del ADN, se
inicia una demetilacion del genoma a la vez que se inhibe la activacion de las
enzimas ADN metiltransferasa (DNMT), las cuales estan encargadas de catalizar
la transferencia de un grupo metilo al ADN, para generar ADN metilado.

(Ciccarone et al., 2012; Dhliwayo, Sarras, Luczkowski, Mason, & Intine, 2014).

Considerando los antecedentes sefialados, en el contexto de diabetes, la
generacion de radicales libres producto de la hiperglicemia permanente resulta
en dafos en el ADN via estrés oxidativo (Brownlee, 2001), lo cual pudiese activar
las vias descritas anteriormente, contribuyendo a la hipometilacion del genoma.
Este postulado fue comprobado experimentalmente por Dhliwayo vy
colaboradores (2014), quienes utilizando un modelo de pez cebra al cual se le
indujo diabetes, concluyeron que la demetilacion del genoma es el potencial
mecanismo responsable de los dafos persistentes generados por la

hiperglicemia (Dhliwayo et al., 2014).

1.8. HIPOMETILACION DEL GENOMA Y DIABETES MELLITUS.

La metilacion del ADN se genera por la adicion de grupos metilo (-CH3) en

la posicion C5 del nucleésido citosina, formando 5-mC, la cual constituye
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aproximadamente el 1% de todas las bases del ADN y se encuentra casi
exclusivamente como metilacion simétrica del dinucleétido CpG (Moore, Le, &
Fan, 2013). Esta reaccion es catalizada por las enzimas DNMT: ADN
metiltransferasas de novo DNMT3A y DNMT3B; y la ADN metiltransferasa de
mantenimiento o DNMT1, capaz de establecer un nuevo patrén de metilacion, ya
gue actua durante la replicacion del ADN para copiar el patron de metilacién de
la hebra molde en la cadena naciente. Como se sefialé anteriormente, esta
metilacion ocurre preferentemente en dinucleétidos CpG, abarcando el 80% de
estos residuos metilados en el genoma (Davison, Irwin, & Walsh, 2021). La
contra parte de este proceso es la demetilacién del ADN, la cual consiste en la
remocién del grupo metilo de los nuclettidos de ADN. Este proceso puede ser
activo o pasivo, entendiéndose como proceso pasivo, la reduccion o ausencia de
las enzimas DNMT, lo cual ocurre en la division celular donde la inhibicion o
disfuncion de DNMT1 no genera la metilacion de mantenimiento, por lo tanto, la
citosina recién incorporada permanece sin metilar, reduciendo el nivel de
metilacion general después de cada division celular (Tiedemann, Eden, Huang,
Robertson, & Rothbart, 2021).

El mecanismo activo de demetilacion via reparaciéon del ADN, ha sido
asociado a tres familias de enzimas: las enzimas TET (sefaladas anteriormente)
gue hidroxilan la 5mC a 5hmC, la cual puede ademas ser oxidada a 5-
formilcitosina (5-fC) y 5- carboxilcitosina (5caC). La segunda familia de enzimas

son las AID/APOBEC, que deaminan la 5mC o 5hmC a 5-metiluracilo (5mU), y
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la tercera familia relacionada con glicosilasas que reparan el ADN por escision
de bases, reemplazando estos intermediarios (5mU, 5hmU o 5caC) por una
nueva citosina y, por lo tanto, reemplazando el ADN metilado (Bhutani, Burns, &
Blau, 2011; He et al., 2011; X. Wu, Li, & Xie, 2018). En el afio 2014, Dhliwayo y
colaboradores observaron en modelos de pez cebra con hiperglicemia inducida
por estreptozotocina, un aumento en la expresion y actividad de las enzimas
TET, seguida de un aumento en los niveles de 5hmC, y de una demetilacion del
genoma. De forma paralela, los investigadores revelaron que la inhibicién de las
enzimas PARP previene la demetilacién del ADN (Dhliwayo et al., 2014). Ese
mismo afio Dayeh y colaboradores identificaron 1649 sitios CpG en el genoma
de células beta pancreaticas aisladas de pacientes con DM2, los cuales
presentaron una disminucion en el porcentaje de metilacion gen especifica en
pacientes con diabetes (97%), en comparacion con los pacientes controles (p<
0.05) (Dayeh et al., 2014). Resultados similares han sido encontrados por
Nilsson y colaboradores quienes identificaron 251 sitios CpG en genoma de
hepatocitos provenientes de pacientes diabéticos tipo 2, con diferencias en el
nivel de metilacion en comparacion con pacientes sano, observandose
nuevamente una disminucién (94%) en el porcentaje de metilacidon gen
especifica de las regiones estudiadas (p< 0.05). (Nilsson et al., 2015). Por lo
tanto, es factible que en DM2, el ambiente hiperglicémico eventualmente
modifique el estado de metilacion global del ADN de las células incluyendo las

hEPC, sin embargo, a la fecha no existen estudios que confirmen esta teoria.
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En general, la metilacién de regiones promotoras puede llevar a represion
genética, mientras que metilaciones en el cuerpo del gen pueden regular la
transcripcion y splicing alternativo (Reddy, Zhang, & Natarajan, 2015). La
metilacion del ADN promueve la unién al grupo metilo de proteinas que pueden
reclutar correpresores de la transcripcion y otras proteinas a través de
interacciones proteina-proteina, alterando asi la expresion génica (Jones, 2012),
de manera tal, que una demetilacion del genoma pudiese significar la pérdida de
correpresion de algunos genes involucrados en las complicaciones de la
diabetes. Adicionalmente la demetilacién del genoma involucra inestabilidad
cromosomal debido a la activacién de elementos previamente silenciados, como
retrotransposones, ADN satélite, entre otros. Por lo tanto, en este contexto y
considerando que la hipometilacion pareciera ser un sello caracteristico en DM2
independiente del tipo celular (Dayeh et al., 2014; Nilsson et al., 2015; Pirola et
al., 2011; Volkmar et al., 2012; Yuan et al., 2019), es factible considerar desde
un punto de vista molecular, que cambios en la metilacién del ADN podrian ser
los responsables de la persistente disfuncion celular pese a la correccion del
estimulo injuriante, pues como se ha mencionado anteriormente las evidencias
indican que los pacientes que padecen DM2, presentan hipometilacion del
genomay a la vez, alteracion en funciones cruciales para la reparacion vascular

en las EPC, como por ejemplo la adhesion.
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Sin embargo, con relacion a DM2, a la fecha, no existen estudios que
sefalen el estado de metilacién global de las hEPCs en pacientes con esta
enfermedad, por lo consiguiente, es pertinente plantearse la siguiente pregunta
biologica: ¢Un ambiente hiperglicémico genera cambios en los patrones de
metilacion global del ADN afectando la capacidad de adhesion de las Células

Progenitoras de Endotelio Humano?
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2. HIPOTESIS:

Las altas concentraciones de D-Glucosa extracelular generan hipometilacion
global del genoma de las Células Progenitoras de Endotelio Humano

Tempranas, alterando su capacidad de adhesion.
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3. OBJETIVOS:

3.1 OBJETIVO GENERAL:

Determinar si las altas concentraciones de D-Glucosa extracelular generan
una hipometilacion global del genoma de las Células Progenitoras de Endotelio

Humano Tempranas alterando su capacidad de adhesion.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Identificar el estado de metilacién global del ADN en Células Progenitoras de
Endotelio Humano tempranas (hEPC) cultivadas en medio con alta D-

glucosa.

2. Establecer el rol de las enzimas TET en los cambios del estado de metilacion

de las hEPC tempranas cultivadas en altas concentraciones de D-glucosa.

3. Evaluar la relacion existente entre el estado de metilacion del ADN

gendémico y la capacidad de adhesiéon de las hEPC tempranas cultivadas

en medio con alta D-glucosa.
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4. MATERIAL Y METODOS:

4.1. RECOLECCION DE MUESTRAS DE SANGRE HUMANA:

Todos los procedimientos realizados en este estudio se rigen segun la
Declaracion de Helsinki para el Trato Etico de Sujetos Humanos y por las Normas
de Bioseguridad (FONDECYT -CONICYT, 2008). Adicionalmente, el presente
estudio fue aprobado por las siguientes entidades: Comité de Bioética y
Bioseguridad de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad de
Concepcion, Comité de Etica, Bioética y Bioseguridad de la Vicerrectoria de
Investigacion y Desarrollo de la Universidad de Concepcién y por el Comité Etico
Cientifico del Servicio de Salud de Concepcion (aprobacion namero 19-10-102)
quien aprobd el consentimiento informado aplicado por escrito a cada
participante.

Los donantes fueron reclutados en la ciudad de Concepcién, mediante la
técnica de muestreo no probabilistico “bola de nieve”, siendo incluidos en el
estudio todos aquellos que presentaron un perfil glucémico normal (glicemia en
ayunas entre 90 mg/dl y 100 mg/dl) y excluidos del estudio todos aquellos
donantes fumadoras, con alteraciones hematoldgicas o enfermedades de
transmision sexual, también fueron excluidos del estudio las personas que al
momento del reclutamiento estuviesen pasando por una infeccion viral o
bacteriana, mujeres embarazadas o lactantes y aquellas personas que no

estuvieran dispuestas a firmar el consentimiento informado.
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Cada donante fue sometido a una flebotomia en la vena del brazo para
obtener primero una muestra de 3ml de sangre en un tubo de recoleccidon con
EDTA (destinado a la medicion de glicemia) y luego se tomé un volumen
aproximado de 50 ml de sangre con Buffer Salino 1X fosfato (1X PBS) y EDTA
(5 mM) (PBSE) para derivar a cultivo celular. Ambas muestras se tomaron en la

misma oportunidad utilizando una jeringa estéril.

4.2. CULTIVO DE CELULAS PROGENITORAS DE ENDOTELIO HUMANO

(hEPC):

Las hEPC fueron aisladas de acuerdo con los protocolos descritos por
Asahara y Vasa (Asahara et al., 1997; Vasa et al., 2001). 50mL de sangre total
fueron mezclados con una solucion de PBSE 5mM, luego las células
mononucleares (MNCSs) fueron extraidas a través de un gradiente de densidad
mediante Histopaque 1070 (Sigma Chemical, Sigma Chemica Co, St Luis, MO).
Una vez extraidas, las células fueron lavadas, y re suspendidas en PBSE para
finalmente sembrarlas en medio de cultivo para células endoteliales (GIBCO BRL
Life Technologies, Bethesda, MD, EE. UU.), suplementado con 20% de suero
bovino fetal (Biological Industries, Israel) y factor de crecimiento para células
endoteliales (10 pg/ml; GIBCO BRL Life Technologies, Bethesda, MD, EE. UU.),
EE. UU). Las placas de cultivo fueron previamente cubiertas con fibronectina (1

ug/ml, Sigma) durante cinco minutos, una vez eliminada la fibronectina, las
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células fueron montadas y cultivadas a 37°C bajo una atmésfera de CO:z al 5%

durante cuatro dias.

4.3. CITOMETRIA DE FLUJO:

Las hEPC fueron despegadas de la placa de cultivo utilizando tripsina 0,25%
-1X (Hyclone) durante 3 a 5 minutos y luego fueron contadas en una camara
Newbauer usando la técnica de exclusién con azul de tripan. Posteriormente
1x10° células fueron incubadas durante 20 minutos a temperatura ambiente con
20ul de anticuerpo monoclonal de conejo anti-CD34 humano unido a APC
(Becton Dickinson, San Diego, CA) y 40ul de anticuerpo anti-KDR de conejo
(R&D System Inc., Mineapolis, Minnesota). Los andlisis de Citometria de Flujo
se realizaron en el Citbmetro de Flujo Cell Sorter BD FACSAria lll del Centro de
Microscopia Avanzada CMA Bio-Bio, donde se determinaron los porcentajes de
las subpoblaciones celulares CD34+/KDR-; CD34+/KDR+ y CD34-/KDR+ en
cada muestra.

4.4. EXTRACCION DE ARN Y SINTESIS DE ADN COMPLEMENTARIO:

El ARN total fue extraido desde las hEPC cultivadas por cuatros dias (hEPC-
4d) utilizando el reactivo de extraccion Direct-zol RNA (Zymo Research) segun
las instrucciones del fabricante. Para la sintesis de cDNA fueron utilizados 2ug
de RNA por reaccién, 0.5ug de Oligo dT primer y agua libre de nucleasas (15uL

volumen final), cada tubo fue incubado por 5 minutos a 70°C. Posteriormente a
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cada tubo se le agrego buffer 5X M-MLV, dNTP (25mM concentracion final), 25

unidades de inhibidor de ribonucleasas (Invitrogen), 200 unidades de M-MLV RT

(Invitrogen) y agua libre de nucleasas (25 pL de volumen final para reaccion).

Finalmente, cada tubo fue incubado durante 60 minutos a 42° C. El ADNc

obtenido se almacend a -20°C.

4.5. ESTUDIO DE LA EXPRESION GENICA MEDIANTE PCR Y gPCR:

Para cuantificar la expresion de los genes CD31, OCT-4 y CD34 TET1l y

TET2, se realizd6 un mix de reaccion con 1uL de ADNc, 0,3 uM de cada partidor

(forward y reverse) y el reactivo Maxima® SYBER Green/Rox gPCR Mater mix

1x (Thermo Scientific). Como gen de referencia y control de carga fue utilizado

el gen de

la Ribonucleoproteina D3 (SNRPD3).

Los partidores de

oligonucledtidos utilizados para la amplificacion se encuentran registrados en la

Tabla 1.

Tabla 1: Secuencia de partidores utilizados

. ™. Tamafio de

Gen Secuencias °C) Producto
. . esperado

CO31 | R & TTCTGOATGOTOANGTT00 s | 200m
OCT4 | k. 3.CTGOAGTOTOOGTITO0600A | ©0 | 169,
CO34 | 57 CTGTCCTICTTAMOTCOGCACAGE:s | O | 3800b
LA B N I
TET2 | 5.TAACATGGGTGCGTICTIC:S 55 | a07pb.
SNRPD3 | & 4 TAACATGGGTOCRTTCTTO S s | 22

ph: pares de bases.
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La reaccion de gPCR en tiempo real se llevd a cabo en el equipo
Stratagene® Mx3000P™ Thermal Cycler y los resultados obtenidos para los
todos los genes fueron procesados con el programa Mx3000P expresando los
resultados como cuantificacion relativa de ARNm, utilizando el método AACt y
analisis de las curvas de melting.

La confirmacion de los tamafios de los productos esperados para CD31 (240
pb), OCT-4 (169 pb), CD34 (380 pb), TET1 (149 pb), TET2 (307 pb) y SNRPD3
(262 pb) se realiz6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% p/v en

presencia de SYBR Safe (Invitrogen).

4.6. ANALISIS DE VIABILIDAD CELULAR:

Las células hEPC fueron cultivadas durante cuatro dias con diferentes
concentraciones de D-glucosa (5, 10, 20, 30 y 35mM), a los cuatro dias de cultivo
fueron lavadas una vez con PBS 1X, marcadas con azul de tripan en PBS al
0,4% y posteriormente contadas en camara Newbauer. Como control fueron
consideradas las células cultivadas en 5mM de D-glucosa, estableciendo el
numero de células viables en esta condicion como el 100% de viabilidad. Como

control osmoético fue utilizado manitol a una concentracion de 35mM.
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4.7. EXTRACCION DE ADN GENOMICO:

El ADN gendmico de las hEPC fue extraido a través del kit de extraccién
Nucleospin® blood column (Macherey-Nagel) siguiendo las instrucciones del
fabricante. La integridad del ADN extraido fue evaluada mediante electroforesis

en gel de agarosa al 0,8 % en presencia de SYBR Safe (Invitrogen).

4.8. ANALISIS DE METILACION GLOBAL MEDIANTE SLOT BLOT:

El ADN genomico extraido de células cultivadas en altas concentraciones D-
glucosa (10mMy 20mM) y concentraciones normales (5mM) fue desnaturalizado
durante 10 minutos con NaOH 0,1M a 100°C, posteriormente la reaccion fue
neutralizada con acetato de amonio 6,6M (pH 7). 200ng de ADN fueron cargados
y fijados en una membrana de nailon para posteriormente bloquearla durante
dos horas con leche al 5% en PBS 1X -tween 0,5%. Transcurrido ese tiempo la
membrana fue incubada por dos horas con anticuerpo primario anti-5'-
metilcitosina 1:1000 (Calbiochem), luego de esto, la membrana se lavo tres
veces con leche al 5% en PBS 1X - tween al 0,5% durante diez minutos. Después
del dltimo lavado, la membrana fue incubada durante una hora con anticuerpo
secundario anti-mouse 1gG-HRP 1:500 (Santa Cruz Biotechnology) para
posteriormente lavarla durante diez minutos tres veces con leche al 5% en PBS

1X - tween al 0,5%. Finalmente, la membrana fue revelada exponiéndola durante
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30 segundos al reactivo de revelado Pierce®ECL Western Blotting Substrate
(Thermo Scientific).

El analisis densitométrico fue realizado con el programa ImageJ (NIH, MD,
EE. UU.) normalizando la sefial emitida en el film con el ADN presente en la
membrana el cual fue tefildo con una solucion de azul de metileno al 0,02% y
acetato de sodio 0,2M. La presencia de 5-hidroximetilcitosina fue evaluada
utilizando un anticuerpo primario anti-5'-hidroximetilcitosina 1:1000 (Calbiochem)

siguiendo el mismo protocolo utilizado con el anticuerpo anti-5'-metilcitosina.

4.9. ENSAYO DE ADHESION DE hEPC A MATRIX DE FIBRONECTINA:

Placas de cultivo de 24 pocillos fueron recubiertas en su interior con
cubreobjetos e incubadas con 100ug/ml de fibronectina durante 2 horas a 37°C.
Posteriormente la fibronectina fue retirada y las placas con los cubreobjetos en
su interior se recubrieron con BSA al 1% durante 2 horas a 37°C. Terminado
ese tiempo, el BSA fue eliminado y 3x10° hEPC previamente cultivadas durante
cuatro dias a 5 y 20mM de D-Glucosa, fueron sembradas en las placas
preparadas previamente e incubadas durante 1 hora a 37°C. Después de la
incubacion, las células no adheridas se retiraron suavemente con PBS 1X y las
células adheridas se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 4 % durante 40
minutos. Finalmente, después de retirar el PFA los pocillos fueron lavados tres
veces con PBS 1Xy cada cubreobijeto fue tefiido con DAPI dilucién 1:100 (Sigma

Aldrich) e incubado durante 30 minutos a temperatura ambiente en oscuridad
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para finalmente montarse sobre un portaobjeto. Doce horas después del
montaje, 10 campos aleatorios por cada cubreobjeto de las células adheridas a
la matriz de fibronectina fueron observados y contados a través de microscopia
de fluorescencia en el Centro de Microscopia Avanzada (CMA) Bio-Bio. Las
células cultivadas con 5 mM D-glucosa fueron consideradas como el 100% de

adhesion celular.

4.10. ANALISIS ESTADISTICO:

Los datos obtenidos fueron procesados a través del software Graph Prism
(San Diego, CA, EE. UU.). El andlisis de significacion estadistica se realizo
mediante andlisis de varianza (ANOVA), segun correspondiera. Los valores
fueron trabajados con la media méas el error estandar, donde n represento el
niamero de repeticiones de la misma prueba, considerando como

estadisticamente significativo un p < 0,05.
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5. RESULTADOS:

5.1. LAS CELULAS MONONUCLEARES HUMANAS (MNC) SE DIFERENCIAN
A CELULAS PROGENITORAS ENDOTELIALES HUMANAS (hEPC) IN

VITRO:

Las hEPC de pacientes diabéticos tienen alteradas sus funciones
angiogénicas basicas como la migracién, la capacidad de formar vasos
sanguineos y capacidad de adhesion; sin embargo, no esta del todo claro como
la hiperglicemia afecta estas funciones. Por lo tanto, para comprender cémo este
estimulo puede inducir la falla de la adhesion de hEPC, cultivos de hEPC fueron
utilizados como modelo biolégico.

Para aislar las hEPC, se utilizaron cultivos primarios de MNC derivados de
pacientes no diabéticos (Tabla 2). Como se puede observar en las figuras 3A 'y
3B, después de cuatro dias de cultivo las células presentaban una forma
redondeada, sin signos morfoldgicos caracteristicos de una célula endotelial

madura (forma de huso).
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Tabla 2: Caracterizacion de donantes de sangre.

Valor de
N Edad (afi Pes Estatura (Mt. IMC (% Glicemi
umero (afios) o (kg) (M) (%) icemia Referencia

M1 31 77 1,75 25,1 86,2

M2 31 57 1,56 23,4 88,3 90-100 mg/dl

M3 26 78 1,77 24,9 88,2

M4 30 81 1,79 25,3 76,1
A.

20 pm i

e 100 um

Figura 3: Caracterizacion Morfolégica de hEPC a 4 dias.

Enlaimagen Ay B se muestran hEPC cultivadas por cuatros dias en 5 mM de D-glucosa
con un aumento de 10x y 40x respectivamente. Las imagenes son representativas de 5

campos.

Con el objetivo de caracterizar las células obtenidas de los cultivos de MNC,
se analizo la presencia y los niveles de expresion de marcadores de superficie
mediante reaccidn en cadena de la polimerasa, asociada a transcripcién inversa
(RT-PCR). En los resultados obtenidos se observa la presencia de ARNm para
los marcadores de inmadurez celular Oct-4 (169 pb) y CD34 (380 pb) (figura 4
panel superior y medio respectivamente, (carriles 8 y 9), asi como expresion de

ARNmM para el marcador endotelial CD31 (240 pb) (lineas 8 y 9 del panel inferior

de la figura 4)
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Marcador hEPC 4d

pb HUVEC NTC -RT 5mM
ocT4 169 pb
CD 34 380 pb
CD 31 240 pb
SNRPD3 262 pb
Carril 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 4:Marcadores de superficie hEPC a 4 dias de cultivo

La presencia de ARNm para los marcadores de inmadurez Oct-4/CD34 y el marcador
endotelial CD31, en hEPC cultivadas durante cuatro dias con D-Glucosa 5mM, fue
evaluada mediante PCR convencional y se visualizé mediante electroforesis en gel de
agarosa. Como control positivo de expresion se utilizé ADNc de las células HUVEC el
gen SRNPD3 fue utilizado como gen de referencia (n = 3).

Se analiz6 la expresion del marcador endotelial CD34 y KDR a nivel de
proteina mediante citometria de flujo (Figura 5), los resultados indican la
presencia de tres subpoblaciones celulares distintas, una con caracteristicas de
inmadurez pero sin caracteristicas endoteliales (KDR/ CD34") correspondiente
al 8,7% de la poblacién celular; una segunda subpoblacion sin caracteristicas de

inmadurez pero con caracteristicas endoteliales (KDR*/CD34") correspondiente
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al 16,7% de la poblacién celular y una tercera subpoblacion celular con
caracteristicas inmaduras y endoteliales (KDR*/CD34*) la cual comprende el
mayor numero de células dentro del cultivo, equivalente al 44% (p<0.01). Por
tanto, bajo las condiciones de cultivo utilizadas, el mayor porcentaje de células
presenta un inmunofenotipo inmaduro con caracteristicas endoteliales.

De estos resultados es posible concluir que, a partir de nuestra metodologia
de cultivo primario, a los cuatro dias de cultivo se obtiene principalmente hEPC

identificadas como CD34* OCT4* CD31* KDR*.
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Figura 5:Caracterizaciéon Inmunofenotipica.

(A-C) La presencia de KDR y CD34 en hEPC cultivadas a 5 mM de D-glucosa se evalu6
mediante citometria de flujo. Cada color representa un paciente (n=4). Los resultados
se analizaron mediante test ANOVA, **p< 0,01
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5.2. LAS ALTAS CONCENTRACIONES DE D-GLUCOSA NO AFECTAN LA

IDENTIDAD DE LAS hEPC NI LA INTEGRIDAD DE SU ADN.

Con el objetivo de evaluar como la hiperglicemia afecta la adhesion de hEPC,
fue necesario simular las condiciones fisiolégicas en las que se encuentran las
hEPC de pacientes diabéticos. Para ello, cultivamos hEPC en medios
suplementados con 5, 10, 20, 30 y 35mM de D-Glucosa.

Los resultados obtenidos indican que, en estas condiciones, la viabilidad
celular es cercana al 100% (figura 6A). Aunque se puede observar una ligera
disminucion en los cultivos con 35mM de D-glucosa y 35mM de manitol (control
osmotico) ésta no es estadisticamente significativa. Adicionalmente es
importante destacar que en estas condiciones de crecimiento no se observa

dafio masivo en el ADN (figura 6B).
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Figura 6:Viabilidad celular e integridad del ADN genomico.

En A se observa la evaluacion de la viabilidad celular de hEPC cultivadas en diferentes
concentraciones de D-glucosa (5, 10, 20, 30 y 35mM); como control osmatico fue
utilizado manitol (n=4). En B se analiz6 la fragmentacion masiva del ADN genomico de
hEPC cultivadas en 10mM y 20mM en D-glucosa, mediante electroforesis en gel de
agarosa utilizando un marcador de pares de bases de 1Kb. (ns: no estadisticamente

significativo).
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En funcién de los resultados obtenidos, todos los experimentos siguientes se
llevaron a cabo utilizando medios suplementados con 5mM (90mg/dl) como
control, ya que es la concentracion de D-glucosa contenida en los medios de
cultivo y equivalente a la glicemia normal; 10mM (180mg/dl) correspondiente a
un valor clinicamente aceptable para un paciente diabético, y 20mM de D-
glucosa (360mg/dl) correspondiente al valor de hiperglicemia de un paciente con
mal control glicémico.

Para caracterizar la identidad de las células que crecen en condiciones de
glucosa alta, se evalué nuevamente la expresion de los marcadores de superficie
OCT4, CD34 y CD31, pero esta vez mediante qPCR. Como se observa en la
figura 7A, en todas las condiciones de cultivo, las hEPC exhiben expresion de
estos marcadores (carriles 8 a 13), sin embargo, al evaluar los niveles de
expresion de estos marcadores, se observa en condiciones de alta D-Glucosa
(20mM) una disminucion estadisticamente significativa del marcador de madurez
endotelial CD31, no observandose mayores cambios en los niveles de expresiéon
de OCT-4 y CD34, Adicionalmente, como se observa en la figura 7C, el analisis
de citometria de flujo de CD34 y KDR revela la presencia de las tres
subpoblaciones de células descritas anteriormente: KDR/CD34*; KDR*/CD34 ;
KDR*/CD34*, las cuales presentan una distribucion similar en medios
suplementados con D-glucosa al 5mM, 10mM o 20mM. La poblacién de interés,
KDR*/CD34"* en el cultivo a 10mM D-glucosa corresponde a un 40,3% del total

de células analizadas y en el cultivo a 20mM de D-glucosa corresponde a un
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40,5% del total de células analizadas, en comparacion con las células cultivadas
en medios suplementados con 5mM D-glucosa, en donde alcanza un porcentaje
del 44%. Por lo tanto, la presencia de 10mM y 20mM de D-glucosa en el modelo
de cultivo primario trabajado en este estudio, no afectan la distribucién de las

poblaciones celulares observadas en hEPC cultivadas en 5mM de D-Glucosa.
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Figura 7: Caracterizacion hEPC en D-Glucosa

(A) La presencia de mRNA para marcador de inmadurez OCT-4/CD34 y marcador
endotelial CD31, en hEPC cultivadas durante cuatro dias con 5mM, 10mM y 20mM de
D-Glucosa fue evaluada por qPCR Yy visualizada por electroforesis. (B) Los niveles
expresion de los marcadores fueron evaluados mediante qPCR, utilizando ADNc de
células HUVEC como control positivo, el gen SRNPD3 se usé como gen de referencia.
Los resultados fueron analizados mediante el método AACt y analisis de la curva de
fusion (n = 4). (C) La presencia de KDR, CD34 en hEPC cultivadas a 5mM, 10mM y
20mM de D-glucosa se evalué mediante citometria de flujo (n=4). Los resultados se
analizaron mediante la prueba ANOVA, **p<0,01. (NTC: Control sin templado, -RT:
Control sin enzima transcriptasa inversa).
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5.3. LAS ALTAS CONCENTRACIONES DE D-GLUCOSA AFECTAN LA

ADHESION DE LAS hEPC.

Debido a que las hEPC de pacientes diabéticos muestran una capacidad de
adhesion disminuida, en el siguiente experimento se evaluo si este fenémeno es
reproducible in vitro al cultivar las células en medios suplementados con las
concentraciones de D-glucosa seleccionadas.

Por lo tanto, hEPC-4d extraidas de cultivos a 5, 10 y 20mM de D-Glucosa se
cultivaron sobre una matriz de fibronectina durante 4 horas, las células adheridas
se contaron posteriormente mediante microscopia de fluorescencia (figura 8A).
La adhesion celular se cuantific6 contando las células que se adhirieron a la
fibronectina en diferentes campos microscopicos. Como era de esperar, se
observé una disminucién estadisticamente significativa (p<0,05) en la adhesién
de las células cultivadas en 20mM de D-glucosa (figura 8B). Como resultado
gue cuando las células se cultivaron con 10mM de D-glucosa, no se observaron
cambios en la actividad de adhesién en comparacién con el control de 5mM de

D-glucosa.
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Figura 8:Altas concentraciones de D-glucosa disminuyen la adhesion de
hEPC

En (A) se observa mediante microscopia de fluorescencia con aumento de 20x, la
adhesion de hEPC cultivadas durante cuatro dias a5 mM, 10mMy 20 mM de D-glucosa
a la matriz de fibronectina. Las imagenes son representativas de 5 campos por condicién
de cultivo (n = 4). En B, se observa el nUmero de recuento de células de hEPC-4d
cultivadas a 5mM, 10mM y 20mM de D-glucosa adheridas a la matriz de fibronectina.
Los resultados se analizaron mediante la prueba ANOVA (*p<0,05). (ns: no
estadisticamente significativo).
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5.4. ALTAS CONCENTRACIONES DE D-GLUCOSA GENERAN

HIPOMETILACION GLOBAL DEL ADN EN LAS hEPC.

Los resultados obtenidos indican que las hEPC-4d cultivadas en altas
concentraciones de D-glucosa (20mM) presentan cambios en su capacidad de
adhesioén. Los mecanismos moleculares mas estudiados que explican como el
entorno desencadena cambios a nivel de expresion génica, que repercuten en la
funcion celular, son las modificaciones epigenéticas, las cuales involucran
mecanismos basados en miARN, modificaciones de histonas y cambios en la
metilacion del ADN.

A la fecha ha sido ampliamente documentado que las altas concentraciones
de glucosa provocan dafios quimicos en el ADN, los cuales son reparados por
diversos mecanismos enzimaticos. Sin embargo, a medida que el ADN se
repara, éste va sufriendo cambios en su estado de metilacion global.
Considerando este hecho, se decidio evaluar si al cultivar las hEPC-4d en las
concentraciones de D-Glucosa seleccionadas, se producian cambios en el ADN
a nivel de metilacion.

El andlisis de metilacion del ADN se realizé mediante slot blot utilizando un
anticuerpo primario anti-ADN metilado. Como se observa en la figura 9A, el
anticuerpo utilizado en este andlisis s6lo reconoce el ADN metilado lo que
demuestra su especificidad para el reconocimiento del epitope de 5-

metilcitosina, pues no se evidencia sefial del anticuerpo en la posicion 6 del film
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correspondiente a ADN proveniente del producto de una PCR cargado en la
membrana (sefial 6 panel superior e inferior respectivamente).

Como control de la técnica, se evaluo el efecto de la D-glucosa en los niveles
de metilacion de las células MNCs, pues la literatura sefiala que las altas
concentraciones de D-glucosa producen hipermetilacion del ADN en los
leucocitos (Y. Wu, Cui, Zhang, Wu, & Yang, 2017). El ADN de las MNC fue
analizado mediante slot blot, utilizando el nivel total de ADN (ADN cargado en la
membrana) para estandarizar la sefial del anticuerpo. Como se puede observar
en la Figura 9B las MNC cultivadas en 20mM de D-glucosa se comportan de
acuerdo a lo esperado, evidenciandose en su genoma una hipermetilacion la
cual presenta diferencias estadisticamente significativas en comparacion con las
células cultivadas en medio suplementado con 5mM de G-Glucosa (control)
(p<0.05). Sin embargo, aunque las hEPC de este estudio, derivan de MNC,
cuando las hEPC fueron cultivadas en 10mM y 20mM de D-Glucosa, se observo
una disminucion en la metilaciébn general del genoma en comparacion con el

medio de control que contenia 5mM de D-Glucosa, (p< 0,0001) (figura 9C).
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Figura 9:Las hEPC cultivadas en alta concentracién de D-glucosa
muestran una disminucion en el porcentaje de metilacion del ADN.

A) Como control de especificidad del anticuerpo primario anti-5'metilcitosina se realiz
un slot blot con ADN no metilado proveniente de un producto de PCR el cual fue
comparado con ADN gendmico . En el panel superior se observa el film en donde las
sefiales 1 a 5 corresponden al anticuerpo anti-5 -metilcitosina sobre ADN gendémico
(200ng) la posicion 6 corresponde a ADN derivado de una PCR (200 ng); en el panel
inferior se observa la membrana teflida con una solucién de azul de metileno al 0,02%
y acetato de sodio 0,2M, las marcas 1 a 5 corresponden a ADN gendémico (200ng) y la
marca 6 corresponde a ADN derivado de una PCR (200 ng). (B) Slot blot para ADN
gendmico de MNC y (C) ADN gendémico de hEPC-4d cultivadas en 5mM, 10mM y 20mM
de D-glucosa utilizando un anticuerpo primario anti-5'metilcitosina. El analisis
densitométrico de las bandas se realiz6 a través del programa ImageJ (n=4). Los
resultados fueron analizados mediante la prueba ANOVA. (* p<0,05), (*** p <0,0001),
(**** p <0,0001). (ns: no estadisticamente significativo)
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5.5. LA DEMETILACION DEL GENOMA DE hPEC CONDUCE A UNA MENOR

ADHESION CELULAR.

Los resultados obtenidos indican que altas concentraciones de D-glucosa
in vitro inducen una disminucion en la adhesion de hEPC-4d a la matriz de
fibronectina y también causan hipometilacion del genoma. Por lo tanto, para
evaluar si existe una relacion causal entre estos dos fendmenos, se indujo en las
células hEPC-4d una demetilacion del ADN independiente de D-glucosa
utilizando 5-aza-2'-desoxicitidina (5 Aza-2dC).

Como resultado se obtuvo que, bajo estas condiciones de cultivo, la viabilidad
celular es cercana al 100% (figura 10A) y aunque se observé una ligera
disminucion en los cultivos tratados con 5 Aza-2dC, ésta no es estadisticamente
significativa; adicionalmente se observo que no existe dafio en el ADN en estas
condiciones de cultivo (figura 10B).

Posteriormente, para caracterizar las células cultivadas en condiciones de
demetilacion, se evalud la expresion de los marcadores de superficie OCT4,
CD34 y CD31y, como se ve en la figura 10C, se observaron niveles similares de
ARNmM de los marcadores OCT4, CD34 y CD31 para las células cultivadas con

5 Aza-2dC (carriles 10-11) y con DMSO (vehiculo) (carriles 8-9).
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Figura 10: Andlisis de viabilidad y caracterizacion celular de hEPC
cultivadas en 5-Aza-2dC.

(A) Viabilidad celular de hEPC-4d cultivadas durante 24 horas en condiciones de control
(5mM de D-Glucosa), con vehiculo (DMSO) y con 5uM de 5-Aza-dC (M1-M4) (B) El
andlisis de fragmentacion del ADN gendémico de hEPC-4d cultivada durante 24 horas
con 5mM de D-Glucosa, con el vehiculo y con 5uM 5-Aza-dC se analiz6 mediante
electroforesis (M1-M4). (C) La expresion del ARNm para los marcadores de inmadurez
Oct-4 y CD34 y el marcador endotelial CD31 en hEPC-4d cultivadas durante 24 horas
con 5mM de D-Glucosa (hEPC-4d control), en vehiculo y 5uM 5-Aza-dC fue evaluado
por PCR convencional y visualizado por electroforesis. Como control positivo de
expresion se utilizo ADNc de células HUVEC y el gen SRNPD3 fue utilizado como
control de carga (n = 4). (NTC: Control sin templado, M: muestra, C: control, V: vehiculo,
5Aza-2dC: agente demetilante 5-aza-2’deoxycitidina).



Como era de esperar, 5 Aza-2dC induce una hipometilacion
estadisticamente significativa en el genoma de hEPC en comparacion con el
control (p<0,001) y el vehiculo (p<0,01) (figura 11A). Como se puede apreciar en
la figura 10B, la adhesién de hEPC a la matriz de fibronectina de las células
tratadas con 5 Aza-2dC, evaluada mediante la cuantificacion de diferentes
campos microscopicos de las células adheridas a la fibronectina, fue menor en
comparacién con el vehiculo y el control (panel central y panel izquierdo
respectivamente); observandose una disminucién estadisticamente significativa
en las células cultivadas con 5 Aza-2dC (p> 0.001) en comparacion con el control
y el vehiculo (figura 11C). Por lo tanto, estos resultados indican que la
hipometilacion global del ADN de hEPC genera una disminucién de la capacidad

de adhesion celular. hepCad
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Figura 11:La disminucion de la adhesion de hEPC esta relacionada con la
hipometilacion global del genoma.

(A) La presencia de 5'metilcitosina en ADN genémico de hEPC-4d cultivadas durante
24 horas con 5mM de D-glucosa, con el vehiculo y con 5uM de 5-Aza-dC, fue evaluada
mediante slot blot utilizando un anticuerpo primario anti-5'metilcitosina. El analisis
densitométrico de las bandas se realiz6 mediante el programa ImageJ (n= 4). (B) La
adhesion de las hEPC-4d cultivadas durante 24 horas con 5mM de D-glucosa, con el
vehiculo y con 5-Aza-dC 5uM a la matriz de fibronectina, se muestran con un aumento
de 20x mediante microscopia de fluorescencia. Las imagenes son representativas de 5
campos por condicion de cultivo (n = 4). (C) Recuento de células de hEPC cultivadas
durante 24 horas con 5mM de D-glucosa, con el vehiculo y con 5-Aza-dC 5uM (n = 4).
Los resultados se analizaron mediante la prueba ANOVA. (** p<0,01), (*** p<0,001).
(ns: No estadisticamente significativo, 5Aza-2dC: agente demetilante 5-aza-
2’deoxycitidina.
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56. LA ALTA D-GLUCOSA PRODUCE DEMETILACION ACTIVA DEL

GENOMA DE hEPC:

Los resultados obtenidos indican que al cultivar las hEPC-4d en alta
concentracion de D-glucosa se produce una hipometilacién en su ADN. Para
confirmar que este efecto es generado por el metabolismo de D-glucosay no por
un efecto osmotico, las células se cultivaron en medios suplementados con
10mM y 20mM de L- Glucosa (no metabolizable). Como se observa en la figura
12A, el porcentaje de metilacion del ADN de hEPC cultivadas en 20mM de L-
Glucosa no presenta cambios estadisticamente significativos en comparacion
con el control (5mM de D-Glucosa). Por lo tanto, estos resultados demuestran
gue la Glucosa debe metabolizarse (D-Glucosa) para inducir la hipometilacion
en el ADN de hEPC.

Anteriormente se ha demostrado que el proceso de reparacion del ADN
danado por el metabolismo de glucosa puede conducir a la hipometilacion del
genoma por accién de las enzimas TET1 y TET2, las cuales transforman la 5-
metilcitosina (5mC) en 5-hidroximetilcitosina (5hmC). Por lo tanto, para evaluar si
ocurre hipometilacién del ADN de hEPC como resultado de las actividades de
reparacion del ADN, se midieron mediante slot blot, los niveles de 5-hmC en
células cultivadas con diferentes concentraciones de D-Glucosa. Como se
observa en la figura 12B, al cultivar las células con 20mM de D-glucosa se genera

un aumento estadisticamente significativo (p<0,05) en los niveles de 5-hmC en
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Figura 12: La hipometilacion de las hEPC en alta D-glucosa es por efecto

metabdlico y genera 5-hidroximetilcitosina.

(A) Slot blot para ADN gendmico de hEPC-4d cultivadas en medios suplementados con
5mM de D-glucosa, 10mM o 20mM de L-Glucosa. Como anticuerpo primario fue
utilizado el anticuerpo anti-5'metilcitosina (n = 3). (B) Slot blot para ADN gendmico de
hEPC cultivadas en 5mM, 10mM y 20mM de D-Glucosa, como anticuerpo primario se
utilizé el anticuerpo anti-5' hidroximetilcitosina (n=4). Todos los analisis densitométricos
de las bandas se realizaron través del programa ImagelJ. Los resultados fueron

analizados por la prueba ANOVA (* p<0,05), (ns: no estadisticamente significativo).
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Curiosamente, aungque se observa la expresion de los genes TET1y TET2 en las
tres condiciones de cultivo (5, 10 y 20mM de D-glucosa) (figura 13A carriles 8 a
16), no se observaron cambios estadisticamente significativos en los niveles de
expresion del ARN mensajero para los genes TET1 y TET2 en las distintas
condiciones estudiadas (figuras 13B a 13E). Por lo tanto, estos resultados
sugieren que la hipometilacion del genoma hEPC observada cuando las células
se cultivan en altas concentraciones de D-Glucosa es independiente de los niveles

de expresién de los genes TET1y TET2.
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Figura 13: Alta D-Glucosa no aumenta los niveles de expresion del ARNm
de las enzimas TET1y TET2.

(A) La presencia de ARNm para los genes TET1 y TET2 en hEPC cultivadas durante
cuatro dias con 5mM, 10mM y 20mM de D-Glucosa, se evalué mediante qPCR y fue
visualizada mediante electroforesis. Como control positivo de expresion fue utilizado
ADNCc de células COL0O320, y como control de carga el gen SNRPD3 (n=3). Los niveles
de expresion de ARNm para los genes TET1 (By C) y TET2 (C y D) de las hEPC
cultivadas con 5mM, 10mM y 20mM de D-glucosa, se evaluaron a través gPCR, y los
resultados se analizaron mediante el método AACty andlisis de la curva de fusién. Como
control positivo de expresion, se us6 nuevamente ADNc de células COLO320 y el gen
SNRPD3 se utiliz6 como gen de referencia (n=4). Los resultados fueron analizados por
la prueba ANOVA (NTC: Control sin templado; ns: no estadisticamente significativo).
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6. DISCUSION:

6.1. nEPC Y DIABETES:

La incidencia y prevalencia de Diabetes tipo 2 aumentan cada afo y, por
ende, las complicaciones micro y macro vasculares asociadas a la misma. Sin
embargo, las evidencias que respaldan el rol de la epigenética, especificamente,
cambios en los patrones de metilacidon a nivel vascular, en el desarrollo de las
complicaciones derivadas de esta enfermedad siguen siendo limitadas.
Adicionalmente, la alteracién en las funciones angiogénicas de las hEPC en
pacientes diabéticos y la escasa correccion de estas funciones pese a mantener
un control glicémico adecuado clinicamente, indican que el ambiente
hiperglicémico en los pacientes diabéticos, juega un rol fundamental en la
biologia de las hEPC.

Por lo tanto, con el objetivo de evaluar como, las altas concentraciones de
glucosa afectan el perfil de metilacion global del ADN de hEPC y el impacto que
este fendbmeno tiene en la propiedad de adhesion celular, en el siguiente estudio
se utilizaron hEPC (KDR*/ CD34") aisladas de pacientes sanos las cuales fueron
sometidas a concentraciones de D-glucosa normal (5mM) y alta D-glucosa
(10mM y 20mM) durante cuatros dias, para posteriormente estudiar su perfil de

metilacion y su capacidad de adhesion.
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6.2. D-GLUCOSA AFECTA LA MADURACION Y ADHESION DE hEPC:

Debido a que el control glicémico es un pilar fundamental en la prevencion
de las complicaciones derivadas de la DM2 (Henning, 2018), en el presente
estudio se simularon tres ambientes a los cuales las hEPC se pueden ver
enfrentadas en el organismo: se utilizo la concentracion de 5mM de D-glucosa
(90mg/dl) como valor de glicemia normal, 10mM de D-glucosa (180mg/dl) el cual
corresponde a un valor de glicemia clinicamente aceptable para un paciente
diabético, y 20mM de D-glucosa (360mg/dl) correspondiente al valor de glicemia
en un paciente con mal control de niveles de glucosa plasmatica. Los resultados
arrojaron que las altas concentraciones de D-Glucosa (10mM y 20mM) no
generan una fragmentacion masiva del ADN, ni alteran la viabilidad celular o el
inmunofenotipo de hEPC (figuras 6 y 7). Sin embargo, como se observa en la
figura 7B, aunque la identidad celular se mantiene en estas condiciones, pues
se evidencia expresion de las moléculas de superficie celular CD31, OCT-4 y
CD34 en el gel de agarosa, al cuantificar los resultados obtenidos de la gPCR
mediante el método del AACt, se observa que las altas concentraciones de D-
Glucosa (20mM) producen una disminucién estadisticamente significativa del
marcador de superficie CD31 (p<0,01) en comparacion con el control (5mM), no
observandose mayores cambios en los niveles de expresion de marcadores de
inmadurez celular OCT-4 y CD34. Estos resultados son concordantes con lo

publicado por Marcchentti el afio 2006, quien publicé que célula mononucleares
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provenientes de donantes sanos y diferenciadas a hEPC en presencia de 33mM
de D-Glucosa, presentaban una diminucién en la expresion de los marcadores
de superficie endotelial CD31 y KDR, fendmeno asociado al aumento en la
actividad de la via PISK/AKT/FOXO3 (Marchetti et al., 2006), pues el factor de
transcripcion FOXO3 al ser fosforilado por AKT, es secuestrado en el citoplasma
por la chaperonas moleculares 14-3-3 (Hosaka et al., 2004), impidiendo la
activacion de la transcripcion de los genes CD31 y KDR. Por lo tanto, los
resultados obtenidos demuestran que esta disminucién en los niveles de
expresion del gen de CD31 se presentan en concentraciones mas bajas de D-
Glucosa (20mM) a las estudiadas por el grupo de investigacion de Marchentti
(33mM). Adicionalmente es importante destacar que, si bien al cultivar las hEPC
a 10mM de D-Glucosa, no se observan diferencias estadisticamente
significativas en los niveles de expresion de CD31 en comparacion con el control
de 5mM, la tendencia a la disminucién en la expresion es evidente, por lo tanto,
a la luz de estos resultados, es pertinente indicar que la concentracion de
180mg/dl de glucosa plasmatica, considerada como un valor de glicemia
clinicamente aceptable, podria estar afectando el grado de maduracién y
diferenciacion celular de las hEPC (Kang et al., 2017).

Adicionalmente a estos resultados se observa que la concentraciéon de 20mM
de D-Glucosa genera una disminucion en la capacidad de adhesion de estas
células a una matriz de fibronectina, en comparaciéon con las células cultivadas

en 10mM o 5mM de D-Glucosa (control) (figura 8A y 8B). Estos resultados son
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concordantes con un estudio publicado en el afio 2016 por el grupo de
investigacion de Chen, quienes aislaron hEPC desde MNC cultivadas por siete
dias con 25mM de D-Glucosa para luego montarlas sobre una capa de células
HUVECs. Transcurridas 24 horas del cultivo, los autores observaron una
disminucion de aproximadamente un 20% en la adhesion de las células tratadas
con 25mM de D-Glucosa en comparacion con el control (p<0,001). Demostrando
de esta forma, al igual que en esta investigacion, que el ambiente de alta D-
Glucosa afecta la capacidad de adhesion de hEPC (Tseng et al., 2016). Este
fenbmeno de alteracién en la capacidad adhesiva de las hEPC ha sido
observado también en ratones diabéticos con dislipidemia, los cuales muestran
una adhesion disminuida, la cual se hace mas evidente a los 4 y 7 dias después
de lainduccién de diabetes (Filippi et al., 2020). Por lo tanto, independientemente
de la especie, es posible sugerir que el ambiente hiperglicémico juega un papel
relevante en la funcién adhesiva de las EPC y aparentemente en el proceso de
maduracion celular. Los resultados obtenidos en los experimentos de adhesién
pudiesen estar relacionados con la disminucion en la expresion de CD31 a 20mM
de D-Glucosa, pues esta disminucién se traduce en una alteracion de la
maduracion celular afectado las funciones de estas células, entre ellas la

adhesion.
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6.3. ALTA D-GLUCOSA GENERA HIPOMETILACION GLOBAL EN EL ADN

DE hEPC:

Con relacién al perfil de metilacion de las hEPC bajo las condiciones
estudiadas, los resultados obtenidos, indican que el ambiente hiperglicémico de
10mM y 20mM de D-Glucosa en el cual se cultivaron las hEPC, genera como
resultado una disminucion en la metilacion global del genoma, en comparacién
con el control de 5mM de D-Glucosa (figura 9C), destacando asi la importancia
de mantener un buen control glicémico. Sin embargo, aunque se observan
cambios en la metilacion del ADN a los cuatro dias de cultivo con 10mM de D-
Glucosa (figura 9C), interesantemente la adhesion celular no se ve afectada al
cultivar las células en estas condiciones (figura 8B).

Con relacion a los cambios del estado de metilacion en DM2, diferentes
informes han demostrado que esta patologia cursa con hipermetilacion de genes
especificos de mastocitos, células de musculo esquelético, células de la retina,
entre otras (Fu, Zhao, He, & Feng, 2020; Gong et al., 2014; Tewari, Zhong,
Santos, & Kowluru, 2012). Sin embargo, el estado de metilacion de los genes en
el contexto de diabetes mellitus tipo 2 pareciera depender de las células
estudiadas, ya que en el afio 2014, el grupo de investigacion de Dayeh analizé
1649 sitios CpG , correspondientes a 853 genes, en el genoma de células beta
pancreaticas aisladas de pacientes con DM2, observando una disminucion del

porcentaje de metilacién gen especifica en las regiones CpG estudiadas en
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comparaciéon con los pacientes control (97%) (Dayeh et al., 2014). Resultados
similares fueron reportados por Nilsson y colaboradores quienes trabajaron con
251 sitios CpG correspondientes a 162 genes, del genoma de hepatocitos de
pacientes diabéticos tipo 2. Sus resultados arrojaron una disminucion en el
porcentaje de metilacibn gen especifica de las regiones estudiadas en
comparacién a los pacientes no diabéticos (94%) (Nilsson et al., 2015). A nivel
global del genoma, se ha observado que al extraer ADN gendmico desde
glébulos blancos providentes de pacientes diabéticos y pacientes controles, los
primeros presentan una disminucion en el porcentaje de 5mC y un aumento en
los niveles de 5hmC y 5caC, resultados concordantes con lo observado en este
estudio al cultivar las hEPC en 10mM y 20mM de D-Glucosa (Yuan et al., 2019;
Zampieri et al., 2021), por lo tanto, a la luz de la evidencia existente en la
literatura y de los resultados obtenidos en esta investigacion es factible indicar
gue en diabetes mellitus tipo 2 puede presentarse una hiper o hipo metilacién
gen especifica y una hipometilacion global.

Adicionalmente, una de las caracteristicas de DM2, debido a la elevada tasa
de oxidacién de glucosa o lipidos en el ciclo de Krebs, es el aumento del estrés
oxidativo, generado por el paso excesivo de electrones en la cadena de
transporte de electrones (Brownlee, 2001). Experimentalmente se ha observado
gue el estrés oxidativo presente en pacientes diabéticos tipo 2, afecta la
propiedad de reendotelizacion de las hEPC (Sorrentino et al., 2007). Del mismo

modo, la proliferacion celular, el reclutamiento de estas células y su funcion de
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adhesion en las areas de lesion vascular, se ven afectadas en estas condiciones
(Chen et al., 2007; Hamed et al., 2009; Sambuceti et al., 2009).

Como ha sido ampliamente publicado, el estrés oxidativo induce roturas en
el ADN (Garcia Soriano F et al., 2001); cuya reparacién puede cambiar el estado
de metilacion del ADN celular (Dhliwayo et al., 2014). En esta misma linea, la
metilacion del ADN juega un papel central en la expresion génica y, por tanto, en
la funcion celular, existiendo un vinculo entre diabetes, estado de metilacion del
ADN vy funcién celular (Ouni et al., 2020; Parveen & Dhawan, 2021; Pinzén-
Cortés etal., 2017; Yuan et al., 2019). En este contexto, los resultados obtenidos
confirman esta hipoétesis, ya que cuando se indujo demetilacion en el ADN de las
hEPC de manera independiente de D-glucosa (figura 11A), la adhesién de las
células disminuyd en comparacion con las células no tratadas (figura 11By 11C).
Por lo tanto, considerando los antecedentes de la literatura y los resultados
obtenidos, es posible sugerir que la alteracién en la funcién adhesiva de las
hEPC-4d es debido en parte, a la hipometilacion del genoma producto de las
altas concentraciones D-Glucosa presentes en el medio de cultivo.

El fendmeno de hipometilacion observado en altas concentraciones de D-
glucosa pudiese deberse a una consecuencia de los procesos de reparacion del
ADN frente al estrés oxidativo inducidos por glucosa, a través de la hidroxilacion
de la metilcitosina, dando lugar a la 5hmC, evento que constituye mas del 90%
en la reduccién de la metilacion de la citosina (Unnikrishnan et al., 2019; Q. Wu

& Ni, 2015).
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6.3. HIPOMETILACION DEL GENOMA INDEPENDIENTE DEL AUMENTO DE
EXPRESION DE LOS GENES TET:

Los resultados obtenidos en esta investigacion indican que la hipometilacion
en el ADN de hEPC fue causada por el metabolismo de D-glucosa y no por un
efecto osmatico (figura 12A). Ademas, se observé una tendencia creciente en la
sefial de 5hmC al cultivar las hEPC con 10mM de D-Glucosa la cual se tornd
estadisticamente significativa a 20mM (p <0,05) (figura 12B). Esto sugiere que
la alta concentracion de D-glucosa podria estar produciendo estrés oxidativo que
estimula la oxidacion del ADN, lo que se evidencia por la presencia de 5hmC. En
concordancia con los resultados obtenidos, se ha observado en células de
sangre periférica un aumento significativo en los niveles de hidroximetilacion del
ADN genomico proveniente de pacientes diabéticos mal controlados en
comparacion con los pacientes bien controlados (p <0,015), siendo aun mas
notoria la diferencia al realizar la comparacién con el grupo control (p < 0,002)
(Pinzon-Cortés et al., 2017). Por lo tanto, una alta concentracién de D-glucosa
puede generar un cambio dinamico en la proporcion de 5mC y 5hmC en células
circulantes como lo son las hEPC.

Como se ha comentado, la oxidacion de 5mC a 5hmC es llevada a cabo por
las enzimas TET, sin embargo, los resultados obtenidos en este estudio indican
gue el aumento en los niveles de 5hmC aparentemente, no se asocian a cambios
en los niveles de expresion del ARN mensajero para los genes TET1 o TET2 en

las hEPC cultivadas por cuatros dias a 10mM y 20mM de D-Glucosa en
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comparacién con el control (5mM) (figura 13B a 13E). Estos resultados
contrastan con lo publicado por el grupo de investigacion de Yuan, quienes
evaluaron los niveles de expresion de los genes TET2 y TET3, ademas de
cuantificar los niveles globales de 5mC y 5hmC en el ADN leucocitario de
pacientes con DM2 y controles sanos, observando un aumento estadisticamente
significativo en los niveles de 5hmC y en la expresion de ARNm de estas enzimas
en los pacientes diabéticos (p<0,001), demostrando que la hiperglicemia
estimula la expresién de los genes TET, generando la oxidacién de 5mC a 5hmC.

Sin embargo, es importante considerar que la expresion de las enzimas TET
también puede ser regulada a nivel postraduccional. De hecho, se ha observado
gue la proteina IDAX (0 CXXC4) puede interactuar con el dominio catalitico de
TET2 disminuyendo los niveles de esta enzima a través de la degradaciéon
mediada por caspasas (Ko et al., 2013). También se ha demostrado que las
proteinas TET estan sujetas a una variedad de modificaciones postraduccionales
como la fosforilacion y la O-GIcNAcilacion en el extremo N terminal (Bauer et al.,
2015). Por lo tanto, la actividad de las enzimas TET no solo puede regularse a
nivel del ARN mensajero, sino que también puede regularse a través de
modificaciones postraduccionales, siendo posible que, en las hEPC-4d
sometidas a diferentes condiciones glicémicas, estas enzimas estén siendo
reguladas por algin mecanismo postraduccional. Esta teoria es respaldada por
los resultados presentados el afio 2018 por Wu y colaboradores, quienes

examinaron mediante cromatografia liquida de alta resolucion con
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espectrometria de masas, los niveles globales de 5hmC en ADN de MNC de
sangre periférica provenientes de pacientes sanos y pacientes diabéticos,
observando que el aumento de los niveles de glucosa, impide la fosforilacion
mediada por AMPK, de la serina 99 de TET2, provocando la desestabilizacion
de esta enzima seguida de una desregulacion en los niveles de 5hmC (D. Wu et
al., 2018). Otra modificacion postraduccional observada en TET2 corresponde a
la acetilacion de ésta en la posicion K111 via p300. Dicha modificaciéon
incrementa la actividad de la enzima ya que la estabiliza, aumento la oxidacién
de 5mC a 5hmC (Y. W. Zhang et al., 2017).

De manera paralela, es importante considerar que estos resultados no son
aislados, ya que como se comenté en un inicio, las concentraciones de D-
Glucosa trabajadas en este estudio no generan una fragmentacion masiva en el
ADN (figura 6B), por lo tanto, es probable que bajo las condiciones de cultivo
trabajadas, la hipometilacion global del genoma de las hEPC no esté siendo
producida por los mecanismos de reparacién asociados a fragmentacion del
ADN, sino por mecanismos asociados directamente al dafio oxidativo producido
por ROS en las bases nitrogenadas. En efecto, ha sido previamente descrito que
la lesion oxidativa 8-0xoG influye negativamente en la metilacién de la citosina,
afectando la metilacion de sitios adyacentes, resultando en hipometilacion del
genoma (Weitzman, Turk, Milkowski, & Kozlowski, 1994). Esta demetilacion se

debe a que la presencia de 8-0xoG en el ADN es reparada por la enzima ADN
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Glicosilasa (OGG1) la cual interactia y recluta a TET1 a la lesion 8-oxoG

oxidando las 5mC adyacentes a dicha lesion (Zhou et al., 2016).

En conclusiéon, como resultado de este estudio se puede indicar que las
Células Progenitoras de Endotelio Humano cultivadas en 10mM y 20mM de D-
Glucosa son viables y mantienen su identidad celular, sin embargo, estas
condiciones de cultivo generan los siguientes efectos en las células: 1)
disminucion en los niveles de expresion del gen del marcador de superficie CD31
a una concentracion de 20mM de D-Glucosa, 2) hipometilacién activa del
genoma de las hEPC a 10mM y 20mM de D-Glucosa, fendbmeno que de acuerdo
a los resultados obtenidos, aparentemente es independiente de los niveles de
expresion de los genes de las enzimas TET1y TET2y finalmente 3) disminucion
en la capacidad de adhesion de las hEPC a una capa de fibronectina a la
concentracion de 20mM de D-Glucosa, proceso asociado al estado de metilacion

de las células (figura 14).
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Células Progenitoras de Endotelio Humano de 4 dias

10mM y 20mM D-Glucosa
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v v
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Disminucién en los niveles Hipometilacién Activa del Genoma Disminucién en la capacidad
de expresién de CD31a mediante la generacién de > de adhesién de las células a
20mM de D-Glucosa 5-hidroximetilcitocina a 10mM y 20mM matriz de fibronectina a
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Figura 14: Efecto de las altas concentraciones de D-Glucosa (10mM y 20mM) sobre Células Progenitoras de

Endotelio a 4 dias de cultivo (hEPC-4d).

Las altas concentraciones de D-Glucosa afectan la maduracion celular al disminuir los niveles de expresion del marcador de
endotelio CD31, adicionalmente la capacidad de las células se ve disminuida frente a 20mM de D-Glucosa, sin embargo, los
cambios en el estado de metilacién de las células (hipometilacién) se observan desde los 10mM de D-Glucosa.
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7. PROYECCIONES:

En la presente investigacion se analiz6 cémo las altas concentraciones de
D-Glucosa afectan el estado de metilacion global del ADN de las hEPC y su
correlacién con la falla en el proceso de adhesion de estas células a una matriz.
Por lo tanto, a partir de este estudio se desprenden las siguientes proyecciones:

En primer lugar, es importante destacar que bajo la metodologia de cultivo
primario utilizada es factible obtener Células Progenitoras de Endotelio Humano
tempranas, lo cual permite ampliar alin mas la caracterizacion de estas células
a traves de otros marcadores de superficie como CD133, FW, entre otros, y a la
vez evaluar como se ven afectados los niveles de expresion de los marcadores
de superficie de inmadurez celular y de endotelio en las diferentes condiciones
de cultivo. Pues la falla en la adhesion también pudiese estar dada por que las
hEPC en presencia de altas concentraciones de D-Glucosa no alcanzan una
madurez funcional.

Con relacion a los resultados obtenidos, si bien el estudio los niveles de
metilacion global mediante slot blot, indican que las altas concentraciones de D-
Glucosa generan una hipometilacion del genoma en las hEPC, esto podria
confirmarse mediante otro ensayo de caracter cuantitativo como ELISA o algun
kit comercial. Siguiendo en esta misma linea y sabiendo que la hipometilacion
del genoma es una marca presente en diferentes tipos de cancer, la cual va

acompafada de metilacién gen especifica (Rhee et al., 2015), el siguiente paso
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en esta investigacion seria evaluar el estado de metilacién de algunos genes
fundamentales en los procesos angiogénicos mediados por hEPC. Como ha
sido mencionado, el proceso angiogénico implica la accién coordinada de SDF-
1, CXCR4, VEGF y KDR e interesantemente, se ha observado que los tres genes
expresados en EPC (CXCR4, VEGF y KDR) estan sujetos a regulacion a traves
de metilaciéon. En el caso del receptor CXCR4, se ha observado que las islas
CpG de la region promotora de células cancerigenas se encuentran
hipermetiladas al igual que en lineas celulares de adenocarcinomas pancreaticos
primarios (45% y 46% respectivamente) en comparacion con células normales
gue no poseen islas CpG metiladas, resultados que se correlacionan
inversamente con los niveles de expresion del receptor (Sato, Matsubayashi,
Fukushima, & Goggins, 2005). De manera similar, Ramos et al. observaron en la
linea celular de cancer de mama MDA-MB-435, un 91% de hipermetilacion en
los dinucleétidos CpG cercanos al sitio de inicio de la transcripcién, lo cual se
correlaciona con los niveles disminuidos de mensajero de dicho receptor. En
relacion a VEGF y su receptor KDR, ya en el afio 2009, Kim et al. evaluaron el
estado de metilacion de los promotores de los genes VEGF y KDR en diferentes
lineas celulares de cancer (estobmago, colon y hepatocarcinoma celular),
observado niveles variables de hipermetilacion en los promotores del gen KDR,
fendmeno que se correlacion6 con una disminucion en la expresion del
mensajero de dicho gen (Kim et al., 2009). Resultados similares fueron obtenidos

por Quentmeier et al., quienes estudiaron lineas celulares de leucemia

91



observando que el promotor del gen KDR se encuentra hipermetilado asociado
a una disminucion en la expresion de la proteina (Quentmeier et al., 2012).

A nivel de células endoteliales actualmente se sabe, que en condiciones
normales, KDR y otros genes endoteliales (eNOS, FW, E- cadherina entre
otros) se encuentran hipometilados en comparacion con las células no
endoteliales (Fraineau, Palii, Allan, & Brand, 2015), y entre células endoteliales
diferenciadas y EPC tempranas existen diferencias en los patrones de
metilacion de los promotores de estos genes, predominado en estas Ultimas un
estado de hipermetilacion en comparacién con las células endoteliales
maduras, metilacion que disminuye frente a hipoxia, el cual es un estimulo que
compromete su diferenciacion a un linaje endotelial (Ohtani et al., 2011), siendo
probable que las diferencias entre los estados de metilacién global y promotor
especifico en estas células se correlacionen con el proceso de diferenciacion y
funcion celular. Por lo tanto, queda como interrogante determinar si junto a la
hipometilacion global del genoma de las hEPC producidas por las altas
concentraciones de D-glucosa, se observa una hipermetilacion gen especifica,
en los genes claves para el proceso angiogénico.

En cuanto a la funcién angiogénica estudiada, se observé una disminucién
en la adhesion de estas células a una matriz de fibronectina, quedando como
proyeccién el estudio del perfil de integrinas expresado por las hEPC en altas
concentraciones de D-Glucosa, observando en detalle la integrina a4pB1 ya que

ésta participa en mayor grado en la adhesion de las hEPC, resultando
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fundamental conocer sus niveles de expresion del gen a nivel de ARN mensajero
y el estado de metilacién del gen que la expresa, ya que se ha observado en la
linea celular de cancer de préostata DU145, que la hipermetilacién en el gen de
la integrina a4, disminuye su expresion (Mostafavi-Pour et al., 2015). Similares
resultados han sido observados en la linea celular de cancer de mama ZR-75,
en donde la baja expresion de la integrina a4 se debe a una hipermetilacion de
su gen (Do et al., 2014), fendmeno que se podria repetir en las hEPC cultivadas
en condiciones de alta D-Glucosa. Asociado al punto anterior, si bien la adhesion
constituye un paso crucial en el proceso de reparacion vascular, seria interesante
conocer, si la hipometilacion global observada tiene un impacto sobre otras
funciones angiogénicas de las hEPC, como, por ejemplo, la incorporacion de
estas células cultivadas en alta D-glucosa a una red vascular existente, asi como
también evaluar su capacidad de migracion mediante gradientes quimiotacticos.

Respecto a la discrepancia de los resultados obtenidos en los niveles de
expresion de las enzimas TET con la literatura, resulta fundamental robustecer
aun mas el tamafio muestral de los analisis por qPCR para estas enzimas
incorporando el andlisis de la enzima TET3, y asi evaluar si esta diferencia de
resultados es producto del bajo nimero de muestras trabajadas en este estudio
o se debe a que especificamente en hEPC la oxidacion de 5mC a 5hmC es un
fendmeno independiente a nivel de expresion de TET. Adicionalmente, es
necesario estudiar el rol de la enzima hOGGL1 en la demetilacion de 5mC, pues

se ha observado que cuando Células Epiteliales de Glandula Mamaria (MCF10A)
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deficientes del gen OOGG1 (OGGL1-/-) son tratadas con H202, no se observa una
reduccion en los niveles de 5mC y tampoco un aumento significativo en los
niveles de 5hmC respecto a las células wild type (p<0,05), lo que plantea que
OGG1 tendria un rol clave en la demetilacion del genoma. Ademas se ha
observado mediante co-inmunoprecipitacion, una interaccion entre las proteinas
OGG1ly TET1 en (p<0,05), por lo que OGGL1 reclutaria a TET1 hacia la base 8-
OHdG, facilitando la conversion de 5mC a 5hmC cerca de los sitios de dafio
inducido por ROS, para posteriormente promover la incorporacion de una
citosina demetilada por la maquinaria de reparacion BER (Zhou et al., 2016).
Finalmente, los resultados obtenidos plantean nuevas interrogantes, como
por ejemplo, conocer si la disminucién en la expresion de CD31 esta asociada a
una hipermetilacion gen especifica de la region promotora del gen que codifica
esta proteina, marca epigenética que podria esta presente también en el gen de
la integrina a4p1, ya que como se mencioné anteriormente, es la principal
integrina que participa en la adhesion de las hEPC. Adicionalmente, queda por
investigar, los mecanismos de regulacion postraduccional que estan
relacionados al aumento de la actividad de las enzimas TET, puesto que los
resultados son contundentes al evidenciar, mediante el aumento de 5hmC en
altas concentraciones de D-Glucosa, que las hEPC en estas condiciones de

cultivo, presentan actividad de estas enzimas.
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Desde una perspectiva clinica, los resultados obtenidos en el presente
estudio destacan la importancia de la mantencion en el paciente diabético tipo 2,
de una glicemia lo mas cercana a la normalidad, ya que, si bien la disminucion
en la expresion de CD31 y la disminucién en capacidad de adhesiéon de las hEPC
se presento con diferencias estadisticamente significativas en la concentracion
de 20mM de D-Glucosa, los cambios a nivel molecular en el genoma de las
hEPC, especificamente la hipometilacibn observada, se presenta a
concentraciones mas bajas (10mM). En consecuencia, en el contexto de DM2,
los controles glicémicos deficientes conducen a una hiperglicemia sostenida en
el tiempo, la cual puede inducir silenciosamente la hipometilacién del genoma de
hEPC, lo que afecta la funcién de adhesion de estas células y, por lo tanto,
perjudica la reparacion vascular en pacientes con DM2.

El desafio de futuras investigaciones en esta area se focaliza en analizar si
estos cambios observados in vitro son reproducibles en hEPC provenientes de
pacientes con DM2; resultando fundamental evaluar cambios en los niveles de
metilacion del ADN, ya que en la actualidad la 5hmC se ha posicionado como la
sexta base del ADN, la cual introduce un codigo epigenético adicional en el
genoma (Ciccarone, Valentini, Zampieri, & Caiafa, 2015). Por lo tanto, en el
contexto de DM2, la presencia de 5hmC puede considerarse un nuevo
biomarcador en pacientes que debutan con la patologia o que presentan glicemia
alterada en ayunas, con el objetivo de realizar un monitoreo temprano del estado

de metilacion del ADN en las hEPC, pues como se ha observado en este estudio

95



los cambios en el estado de metilacion del ADN aparecen antes de que se pueda
detectar cualquier alteracion en la funcion celular, reafirmando nuevamente la
importancia de mantener una glicemia lo mas cercana posible a los valores

normales.

Finalmente, de acuerdo a los datos analizados en esta investigacion, la
disfuncién en la maduracion y en la actividad de adhesion celular de las hEPC
radica en cambios tempranos a nivel molecular, por lo tanto, conocer el estado
de metilacién de estas células, las cuales son fundamentales para el proceso
angiogénico, aportaria informacion relevante para ajustar de manera oportuna
los objetivos terapéutico individuales de cada paciente y asi realizar una
medicina personalizada con caracteristicas preventivas y no terapéuticas a fin
de evitar el desarrollo en el tiempo, de complicaciones micro y macrovasculares

caracteristicas de los pacientes con DM2.
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