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ABSTRACT

Renal aging is associated with alterations in renal morphology and a decline in
renal function, which could be accelerated and/or accentuated by diseases such as
diabetes mellitus and hypertension. The diabetic nephropathy is one of the major
microvascular complications in diabetes. Numerous in vitro and in vivo studies
demonstrate that mesangial cells are intimately involved in glomerulosclerosis, a
manifestation of end stage renal disease in diabetic nephropathy. Mesangial cells
hypertrophy, basement membrane thickening and mesangial matrix expansion are
among the earliest pathological features of diabetic nephropathy. Cellular senescence
was first used to describe the phenotype of permanent and irreversible growth arrest in
in vitro studies of human fibroblast. Senescent cells remain viable but show altered
morphology, greater heterogeneity, developed hypertrophy, expression of SA-B-gal,
accumulation of lipofuscin granules, and lack of response to mitogenic stimuli. Cellular
senescence is accompanied in humans by loss of telomeres and DNA repeats at the
ends of the chromosomes as a result of lack of telomerase activity. However, cellular
senescence can also be induced prematurely in response to various physiologic
stressors independent of the number of cell divisions through the p16™ *? or p53-p21
signaling pathways. Some features of senescence in aging kidney, such as the
appearance of SA-p-gal and p16™*“2, are present even without morphologic changes,
suggesting that some aspects of cell senescence are common in the aging kidney. The
senescent cell shows some similarities with hypertrophy cell, and one of the major
morphological changes in diabetic kidney is the glomerular hypertrophy. Moreover, in
experimental models of diabetic nephropathy is common the presence of glomerular
hypertrophy with a p21 protein increases. We propose that cellular senescence could
have an important role in the development of kidney complications in diabetes and

aging.

High glucose concentration and advanced glycation end products are two of the
main factors in diabetes eliciting pathological responses of mesangial cells and
contributing to the development of renal complications in diabetes. Thereby, our aim
was determinate the contribution of high glucose concentracion and advanced
glycation end products to cellular senescence in human mesangial cells and analyze

the intracellular mechanism involved in this process.

In our experiments we demonstrate that both high glucose and glycated
albumin induced cellular senescence in human mesangial cells. Nevertheless, the
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mechanisms of the cellular senescence were different. We show that high glucose
induced cellular senescence by a hyperosmolar stress response through p53-p21 and
p1 6|NK4a

production, oncogenic Ras and the mitogen-activated protein kinases ERk1/2 and p38

signaling pathways. These effects were depending on reactive oxygen species

activation. Diabetic and mannitol-treated rats show an increase in both p53 and
p1 6INK4a
senescence could be an important factor in the development of diabetic nephropathy

in glomeruli even without renal failure. These results suggest that cellular

through a mild increment in extracellular osmolarity.

Glycated albumin is one of the major advanced glycation end products in serum
and it has been shown to accumulate during aging and related pathologies, such as
Alzheimer disease and diabetes mellitus. We demonstrated that glycated albumin
binds to the receptor of advanced glycation end products and induces cellular
senescence in human mesangial cells through p53-p21 signal pathway. The release of
the insulin-like growth factor 1 induced by glycated alobumin and the
autophosphorilation of its receptor promote the Ras-Erk1/2 pathway activation. This
event induces the downregulation of the antioxidant enzyme catalase and the increase
of reactive oxygen species which is responsible of the p53 increment and the

senescence induction.

In summary, high glucose concentrations and glycated albumin induces cellular
senescence in human mesangial cells which in part could contribute to the
development of diabetic nephropathy.



RESUMEN

El envejecimiento renal se asocia con alteraciones en la morfologia del rifidén y
un descenso en su funcién, que puede acelerarse y/o acentuarse por enfermedades
como la diabetes mellitus y la hipertension. La nefropatia diabética es una de las
principales complicaciones microvasculares en la diabetes. Numerosos estudios in
vivo e in vitro han demostrado que la célula mensagial estd intimamente involucrada
en la glomeruloesclerosis, una manifestacion de la etapa final de la enfermedad renal
en la nefropatia diabética. Ademas la hipertrofia de la célula mesangial, engrosamiento
de la membrana basal y expansién de la matriz mesangial son algunos de las
caracteristicas patolégicas tempranas que se desarrollan en la nefropatia diabética. La
senescencia celular fue descrita por primera vez como un fenotipo de parada de
crecimiento permanente e irreversible en estudios realizados in vitro en fibroblastos
humanos. Las células senescentes se mantienen viables pero muestran una
morfologia alterada, gran heterogeneidad, desarrollan hipertrofia, expresion de SA-B-
galactosidas, acumulacion de granulos de lipofucsina y pérdida de respuesta a
estimulos mitogénicos. En humanos, la senescencia celular se acompafa con una
pérdida de telomeros y repeticiones de ADN al final de los cromosomas como
resultado de la pérdida de la actividad telomerasa. Sin embargo, la senescencia
celular puede también inducirse de manera prematura en respuesta a diversos tipos
de estrés fisiolégico, independientemente del nimero de divisiones celulares, a través
de las vias celulares p16™**® y p53-p21. Algunas de las caracteristicas de la
senescencia, como la aparicion de SA-p-gal y p16™<*? estan presentes en el rifién
envejecido aun sin presentar cambios morfologicos, sugiriendo que algunos aspectos
de la senescencia celular pueden ser el inicio del envejecimiento renal. La célula
senescente muestra algunas similitudes con la célula hipertréfica, y uno de los
principales cambios morfolégicos en el rifdn diabético es la hipertrofia celular.
Ademas, en modelos experimentales de nefropatia diabética es comun la presencia de
hipertrofia glomerular con un incremento en p21. Nosotros proponemos que la
senescencia celular podria tener un papel importante en el desarrollo de las
complicaciones renales asociadas con la diabetes y el envejecimiento.

Las altas concentraciones de glucosa y los productos de glicosilacion avanzada
son dos de los muchos factores que en diabetes podrian originar respuestas
patolégicas en la célula mesangial y contribuir al desarrollo de complicaciones renales
en la diabetes. Por ello, nuestro objetivo fue determinar la implicacion de las altas
concentraciones de glucosa y los productos de glicosilacion avanzada en la
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senescencia en células mesangiales humanas y analizar los mecanismos

intracelulares involucrados en este proceso.

Nuestros resultados han demostrado que tanto las altas concentraciones de
glucosa como la albumina glicosilada inducen senescencia en células mesangiales
humanas. Sin embargo, los mecanismos intracelulares implicados son diferentes.
Observamos que las altas concentraciones de glucosa inducen senescencia causando
un ligero estrés hiperosmolar a través de las vias p53-p21 y p16™<*2 Estos efectos
son dependientes de la produccidon de especies reactivas de oxigeno, y la activacion
del oncogen Ras y las proteinas quinasas activadas por mitdgenos Erk1/2 y p38. Las
ratas diabéticas y tratadas con manitol muestran un incremento tanto en p53 como
p1 gNKea

senescencia celular podria ser un factor importante en el desarrollo de la nefropatia

en el glomérulo aun sin presentar fallo renal. Estos resultados sugieren que la

diabética a través de un ligero incremento en la osmolaridad extracelular.

La albdamina glicosilada es uno de los principales productos de glicosilacion
avanzada en suero y se ha visto acumulado durante el envejecimiento y en algunas
patologias relacionadas con la edad como la enfermedad de Alzheimer y la diabetes
mellitus. Hemos demostrado que la albimina glicosilada se une al receptor de los
productos de glicosilacién avanzada e induce senescencia en células mesangiales
humanas a través de la via p53-p21. La liberacién del factor de crecimiento insulinico 1
por la albumina glicosilada y la autofosforilacién de su receptor induce la activacién de
la via Ras-Erk1/2. Este evento induce la disminucion de la enzima antioxidante
catalasa y el incremento en especies reactivas de oxigeno que es responsable del

incremento en p53 y la induccién de senescencia.

En resumen, las altas concentraciones de glucosa y la albumina glicosilada
inducen senescencia en células mesangiales humanas, contribuyendo al posible

desarrollo de la nefropatia diabética.
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1. SENESCENCIA CELULAR

La palabra senescencia proviene de la latina senex, que significa hombre viejo
o de avanzada edad. En biologia, la senescencia se describe como un proceso
degenerativo que acompafa al desarrollo y la maduracién (Campisi, J. y d'Adda di
Fagagna, F. 2007).

La senescencia celular se definidé por primera vez como un fenotipo de parada
de crecimiento permanente e irreversible en estudios realizados in vitro en fibroblastos
humanos. Las células senescentes contindan siendo viables aunque presentan una
morfologia alterada, gran heterogeneidad, expresion de actividad p-galactosidasa
asociada a senescencia (SA-B-gal), acumulacion de granulos de lipofucsina y pérdida
de respuesta a estimulos mitogénicos (Hayflick, L. 1965; Wright, W.E. y Shay, J.W.
2002).

La senescencia se denomina senescencia replicativa si estd acompanada con
acortamiento de telémeros (repeticiones de ADN en los extremos de los cromosomas)
en las sucesivas divisiones celulares, como resultado de la pérdida de la actividad de
la enzima telomerasa (Blackburn, E.H. 2001; Yang, H. y Fogo, A.B. 2010).

La senescencia celular también puede inducirse de forma prematura en
respuesta a diferentes situaciones de estrés fisiolégico, independientemente del
namero de divisiones celulares. Este tipo de senescencia es la denominada como
senescencia prematuramente inducida (Lloyd, A.C. 2002). Esta puede
desencadenarse en respuesta a estrés oxidativo, dafo en el ADN, induccién de Ras y
deplecion de nutrientes (Melk, A. 2003). Sin embargo, también hay resultados que
sugieren que el estrés oxidativo crénico contribuye al acortamiento telomérico dando

lugar al fenotipo senescente (Houben, J.M. y col 2008).

1.1. EL CICLO CELULAR

El ciclo celular es un proceso mediante el cual una célula da lugar a dos células
hijas. En las células eucariotas el ciclo celular consiste fundamentalmente en dos
procesos basicos: sintesis de ADN (fase S) y mitosis (Fase M) (Tyson, J.J. y col 2002).
Durante la fase S, la doble cadena de ADN se replica dando lugar a un par cromatidas
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hermanas unidas mediante unas proteinas llamadas cohesinas (Nasmyth, K. y col
2000). Las fases S y M estan separadas por dos “lapsos” de tiempo G; y Go,
constituyendo el ciclo celular genérico: Gi-S-Go-M (Figura 1).

La adecuada progresioén a través del ciclo celular, es salvaguardada por puntos
de control (en inglés, checkpoints). Los puntos de control de fase G1 controlan la
entrada en fase S, asegurandose de que la célula sea lo suficientemente grande para
albergar un nuevo ciclo de sintesis de ADN, de que cualquier dafo en el ADN haya
sido reparado y de que las condiciones externas sean favorables para la division
celular (Elledge, S.J. 1996). Los puntos de control de fase G2 controlan la entrada en
mitosis asegurando que el ADN esta completamente replicado, que cualquier nuevo
dano en el ADN haya sido reparado y que la célula sea lo suficientemente grande para
dividirse (Gardner, R.D. y Burke, D.J. 2000).

e —

G,

Figura 1. Fases del ciclo celular. En el esquema se muestran las diferentes fases que componen el
ciclo celular asi como las ciclinas y las CDK responsables de la regulacién de cada fase del ciclo.
Fuente: Vermeulen, K. y col 2003.

Antes de iniciar la replicacién del ADN, las células que se encuentran en fase
G; del ciclo pueden entrar en una fase de reposo conocida como Gy. Las células en Gy
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constituyen la mayor parte de las células que no estan en estado de crecimiento o

proliferacion (Vermeulen, K. y col 2003). Cuando las células se encuentran en fase Gy
se denominan quiescentes (Blagosklonny, M.V. 2011) Esta parada de ciclo celular es
reversible y estas células en presencia de las sefales adecuadas pueden continuar su

proliferacion.

La progresion del ciclo celular esta regulada principalmente por las quinasas
dependientes de ciclina (CDK; del inglés, cyclin-dependent kinases). Se trata de una
familia de serina/treonina quinasas que se activan en puntos especificos del ciclo
celular mediante la unién a su ciclina correspondiente. Cuando se activa, la CDK
induce una serie de procesos gracias a su actividad quinasa. (Pines, J. 1991; Morgan,
D.O. 1995) Los niveles de proteina de las CDK permanecen estables durante la
progresion del ciclo celular, al contrario que las ciclinas cuyos niveles aumentan o
disminuyen durante el ciclo celular, regulando la actividad CDK (Evans, T. y col 1983;
Pines, J. 1995). Cada fase del ciclo celular esté regulada por diferentes ciclinas y CDK
(Figura 1).

La actividad de las CDK puede verse impedida mediante proteinas inhibidoras
del ciclo celular, conocidas como inhibidores de CDK (CKI; del inglés, cyclin-
dependent kinase inhibitor), que se unen a la CDK o al complejo CDK-ciclina y regulan
asi su actividad. Pueden diferenciarse dos familias de CKI: la familia INK4 y la Cip/Kip,
con funciones diferentes (Tabla 1) (Sherr, C.J. y Roberts, J.M. 1995).

Familia CKI m Miembros de la familia

p15 (INK4b)
Inactivacion de CKD de G1 p16 (INK4a)
(CDK4, CDKB®) p18 (INK4c)
p19 (INK4d)
Inactivacién de complejos p21 (Waf1, Cip1)
Cip/Kip ciclina-CDK de G1 y ciclina p27 (Cip2)
B-CDK p57 (Kip2)

Tabla 1. Familias de CKI, funciones y miembros.




INTRODUCCION

1.2. CARACTERISTICAS DE LA CELULA SENESCENTE

Experimentos in vitro han identificado una serie de caracteristicas de las

células senescentes que se resumen a continuacion:

1.2.1. Parada de crecimiento: Las células senescentes presentan parada de

crecimiento, normalmente en fase G1 del ciclo celular, manteniendo un contenido
normal de ADN y continGan siendo metabdlicamente activas. Una vez paradas, no
consiguen iniciar la replicacién del ADN a pesar de presentar las condiciones de
crecimiento adecuadas para ello, principalmente debido a la expresién de
inhibidores del ciclo celular. Al contrario que la célula quiescente, la parada de ciclo
de la célula senescente es permanente porque no consigue proliferar frente a
ningun estimulo fisiolégico conocido (Campisi, J. y d'/Adda di Fagagna, F. 2007).

1.2.2. Resistencia a la apoptosis: La apoptosis es un proceso de destruccién

celular controlado (Ellis, R.E. y col 1991) que, como la senescencia, es una
respuesta extrema al estrés celular. La mayor parte de las células adquieren
resistencia a ciertos signos apoptéticos cuando entran en senescencia pero no esta
claro qué determina que una célula entre en senescencia o en apoptosis. Uno de
los factores a tener en cuenta es el tipo celular ya que hay células que tienden a
entrar en senescencia frente a un estrés celular, como los fibroblastos o las células
epiteliales, mientras que otras son mas susceptibles a la apoptosis, como los
linfocitos. Otro factor importante es la naturaleza e intensidad del dafio o estrés. Los
sistemas reguladores de senescencia y apoptosis estan comunicados por un
regulador comun, p53. Se ha postulado que en las células senescentes se da una
regulacion post-traduccional de p53 que impide la activacion de vias que inducen
apoptosis (Seluanov, A. y col 2001).

1.2.3. Hipertrofia celular: Las células senescentes presentan un incremento

en su tamafo que algunas veces puede llegar al doble de las células no
senescentes (Hayflick, L.1965).

1.2.4. Actividad B-galactosidasa asociada a senescencia (SA-g-Gal): Las

células senescentes generalmente adoptan una morfologia alargada (Hayflick, L.
1965) y expresan SA-B-gal que es citolégicamente detectable en células vy tejidos.
La enzima B-galactosidasa es una enzima hidrolasa lisosomal cuya funcién es la de
cortar los extremos p-glicosidicos de una gran variedad de sustratos como
gangliésidos, glicoproteinas y glicosaminoglicaos. En células quiescentes es
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detectada a pH 4.0 mientras que en la célula senescente se observa una actividad
B-galactosidasa presente a pH 6.0. Existen diversas teorias para justificar su
presencia. Una de ellas es que podria ser debida a un aumento de la actividad
lisosomal en la célula senescente, incrementando su presencia a pH 6.0 aunque
hay estudios que indican que algunas células senescentes pueden expresar una
forma alternativa de la B-galactosidasa que presenta actividad a pH 6.0, o bien
puede cambiar su localizacién variando el pH éptimo de actuacién de la j-
galactosidasa acida (Morreau, H. y col 1989; Dimri, G.P. y col 1995).

Joven Senescente
Senescencia

celular

=)

Expresion de genes Represion estable de
diana de E2F genes diana de E2F

i

Figura 2. Regiones de heterocromatina asociada a senescencia (SAHFs). La formacién de las

regiones SAHFs contribuye a la parada de ciclo celular estable a través de la represion de genes
diana del factor de transcripcion E2F que son necesarios para la transicion de fase G1 a fase S de
ciclo celular. Fuente: Funayama, R. e Ishikawa, F. 2007.

1.2.5. Estrés (epi) genético. El estrés genético puede deberse a dafo directo

en el ADN, telémeros disfuncionales, disrupcion de cromatina, o fuertes estimulos
mitogénicos, como los causados por determinados oncogenes. Este tipo de estrés
puede generar una persistente sefial de respuesta a dano al ADN (DDR; del inglés
DNA damage response), dando lugar a una regién de dano citolégicamente
detectable en el nicleo denominada DNA-SCARS (Segmentos de cromatina
alterada que refuerza la senescencia; del inglés DNA segments with chromatin
alterations reinforcing senescence). La DDR mantiene la actividad de p53 que a su
vez, mantiene la parada de crecimiento caracteristica de la senescencia mediante
la estimulacion de la transcripcién de genes implicados en la inhibicién del ciclo
celular (Campisi ,J. 2011; Rodier, F. y Campisi, J. 2011).
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1.2.6. Expresiéon de p16™**®. Muchas células senescentes expresan el CKI
6INK4a

p1 , activando la proteina de retinoblastoma (RB), que en algunas células,
organiza la formacién de regiones citol6gicamente detectables de heterocromatina
asociada a senescencia (SAHF; del inglés, senescence associated heterocromatin
foci) (Figura 2). Esta regién silencia la expresiéon de genes necesarios para la

progresion del ciclo celular (Narita, M. y col 2003; Ohtani, N. y col 2004).

1.2.7. Fenotipo secretor asociado a senescencia (SASP). Las células

senescentes que albergan DNA-SCARS liberan numerosas citoquinas, factores de
crecimiento y proteasas que presentan un amplio rango de actividades endocrinas y
paracrinas (Young, A.R. y Narita, M. 2009).

1.3. ViAS CELULARES REGULADORAS DE SENESCENCIA

o &
&S D D

CDK4 CDKé6 CDK2
P P
Coonc — O
@ -
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Fase G1 Fase G1 Fase S

INK4a es

Figura 3. Esquema de regulacion de la proteina RB y la progresion de ciclo celular. p16
capaz de inhibir al complejo Ciclina D/CDK4 y p53, que activa al CKI p21, inhibe los complejos Ciclina
D/CDKB® y Ciclina E/CDK2. La proteina RB en fase G1 se encuentra inhibida por histonas desacetilasas
(HDAC), encontrandose unida al factor de transcripcion E2F. Cuando se inhibe la HDAC, la RB es
susceptible de fosforilacion por parte de los complejos Ciclina/CDK permitiendo asi la liberacién de E2F,

favoreciendo la progresion de ciclo celular. Fuente: Ohtani, N. y col 2004.

La parada de crecimiento en la célula senescente estd estabilizada y
mantenida por las vias de p53 y p16™<*%. Estas vias pueden interaccionar entre si,

pero también pueden controlar la progresion del ciclo celular de manera
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independiente, respondiendo a estimulos diferentes y de forma distinta en funcién del
tipo celular. Por lo general, la mayoria de las células entran en senescencia a través
de la activacion de la via p53, p16™*? 0 ambas, aunque también se han visto algunos
ejemplos de presencia de senescencia independiente de estas vias (Olsen, C. L y col
2002, Michaloglou, C y col 2005; Campisi, J. y d'/Adda di Fagagna, F. 2007).

Ambas vias tienen en comun la regulacion de la actividad de la proteina del
retinoblastoma (RB). La actividad de esta proteina esta estrechamente regulada por
varias modificaciones post-traduccionales como fosforilacion, acetilacion vy
ubiquitinacién. RB actla bloqueando la progresién de fase G1 del ciclo celular a fase
S, impidiendo la activacion del factor de trascripcion E2F, implicado en la expresién de
genes involucrados en la replicacion de ADN. Diferentes complejos ciclina-CDK actuan
fosforilando a RB, que pierde su funcion y libera a E2F, iniciandose la sintesis de ADN

(Figura 3) (Ohtani, N. y col 2004).

1.3.1. Via p53: Numerosos

estudios han descrito que p53 es un

factor de transcripcion que actia sobre
varios genes diana en respuesta a estrés
celular. Sus principales funciones son
bloguear el progreso del ciclo celular y/o
inducir inducir

apoptosis. p53 puede

parada en fase G1 a través de la
activacion transcripcional del CKI p21,
aunque p53 también puede regular la
transicion G2/M de ciclo celular. (Suzuki,
K.y Matsubara, H. 2011). La senescencia

mediada por p53 esta regulada por la E3

Figura 4. Esquema de regulacion de la
actividad de p53.
negativamente por HDM2 que la ubiquitina

p53 es regulada

para su degradacién por proteosoma,
impidiendo la expresién del CKI p21. ARF es
capaz de inhibir a HDM2, permitiendo que
p53 active la expresiébn de p21. Fuente:

Campisi, J. y col 2007.

ubiquitin ligasa HDM2 (del inglés, human
doble minute 2) (MDM2 en ratén). Esta
de P53,
transportarlo del nucleo al citoplasma vy

es capaz ubiquitinar a

promover su degradacién por

proteosoma. Sin embargo, HDM2 no sélo
puede ubiquitinar a p53 si no que

también se puede ubiquitinar a si misma.
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La exposicion de la célula a un determinado estrés puede aumentar la “auto-
ubiquitinacion” de HDM2 y su degradacion, estabilizando por tanto a p53, siendo asi
susceptible de activacién por diferentes moléculas (Alarcon-Vargas, D. y Ronai, Z.
2002). HDM2 esta a su vez regulado negativamente por ARF (del inglés, alternate-
reading-frame protein). (Sherr, C.J. y McCormick, F. 2002) (Figura 4). Como se ha
comentado antes, p53 actia como factor de transcripcion del gen p21 (también

conocido como p21°"F)

, que es un CKI y es el mediador de la senescencia
dependiente de p53 (Brown, J.P. y col 1997). Sin embargo, p21 también puede
mediar una parada de crecimiento transitoria como respuesta a dafno en el ADN, de
tal modo que la parada en ciclo celular mediada por p53-p21°P también puede ser

reversible (Campisi, J. y d'Adda di Fagagna, F. 2007).

1.3.2. Via p16: p16™“*® es un gen que forma parte del locus INK4a/ARF, que
codifica para dos proteinas: p16™*?  inhibidor de las CDK4 y CDKB®, y la proteina

INK4:
6 a

ARF que es un potente regulador de la actividad de p53. p1 actua uniéndose a

CDK4/6 induciendo asi un cambio conformacional alostérico que interrumpe la
interaccién con la ciclina D y como consecuencia se antagoniza la activacion de la
CDK (Vandenberk, B. y col 2011).

1.4. MECANISMOS INDUCTORES DE SENESCENCIA CELULAR
La senescencia celular puede inducirse por diferentes tipos de estrés celular:

1.4.1. Senescencia dependiente de teléomeros: Los telémeros son

secuencias repetidas del ADN (5-TTAGGG-3’ en vertebrados) y se encuentran
asociadas a proteinas que cubren los extremos lineales de los cromosomas
protegiéndolos de su degradacién o fusién (d'Adda di Fagagna, F. y col 2004).

Debido a que las ADN polimerasas no pueden replicar completamente los
extremos del ADN, las células pierden entre 50-200 pares de bases de su region
telomérica en cada fase S del ciclo celular (Harley, C.B., y col 1990) (Figura 5). La
mayor parte de las células somaticas no presentan actividad detectable de la
enzima telomerasa, que es la encargada de la sintesis de novo de repeticiones
telométicas. El acortamiento progresivo de los extremos teloméricos es el

responsable de la activacién de la senescencia (Zhang, H. 2007).

10



INTRODUCCION

Primer
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La actividad telomerasa esta presente en lineas celulares inmortales in vitro 'y

Figura 5. El de
replicacion. Los primers de ARN sirven

problema del final
como puntos de inicio de la transcripcion y
pueden ser reemplazados por ADN en
cualquier lugar excepto en el extremo 5'-
terminal. De este modo, la nueva cadena de
ADN que se sintetice sera ligeramente mas
corta que la anterior. Fuente: Klapper, W., R.

y col 2001.

también en tumores celulares y células germinales in vivo. Asimismo, la telomerasa

se expresa en células que presentan un potencial replicativo extendido en el

tiempo, como las células embrionarias, linfocitos T y B y células de las regiones

proliferativas de los tejidos regenerables (Dhaene, K., E. y col 2000; Klapper, W., R.

y col 2001) (Figura 6). El acortamiento de los telémeros da lugar a la activacion de

mecanismos de reparacion de ADN (DDR) que en funcién del dafio sera un

mecanismo de reparacion transitorio o persistente (Campisi, J. 2011).

Longitud
Telémeros
A Células germinales y madre
Centro
15kb — ;
germinal y
expansion
CIW
células
5- 7 kb— telomerasa
positivas
inmortales
o
celular
1 1 Division
Limite B > celular
: risis
Hayflick (M2)

(M1)

Figura 6. La longitud de los telémeros se mantiene constante en células de la linea germinal y

células madre. Los telémeros, en las células somaticas telomerasa negativas se van acortando

con las replicaciones. Estas células cuando llegan al limite de Hayflick (M1) entran en senescencia

irreversible. A partir del limite M2 las células necesitan actividad telomerasa para mantenerse

viables. Fuente: Klapper, W.R. y col 2001.
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1.4.2. Daio en el ADN: Un dafno en el ADN puede inducir senescencia en

diversos tipos celulares. La senescencia celular iniciada tanto por dafio en el ADN
como por acortamiento telomérico es dependiente de p53 y p21 (Campisi, J. y
d'Adda di Fagagna, F. 2007). Sin embargo, la senescencia no es la principal
respuesta celular al dafio en el ADN ya que éste también puede inducir muerte
celular o una parada de crecimiento reversible. No esta claro qué determina una
respuesta celular u otra. Parece que la senescencia es usualmente inducida por
niveles bajos de dafo (Vandenberk, B. y col 2011). La senescencia celular mediada
por el dafio en el ADN, también puede activar la via de p16™“2. Mientras que la
actividad de p53 y p21 es inducida inmediatamente después del dafio y sus niveles
pueden disminuir después de algunos dias. Por el contrario, los niveles de p16™“2
pueden aumentar de manera gradual durante este periodo. Esto sugiere que
mientas p53 y p21 inician la senescencia, p16™<** actia manteniendo este estado
(Ben-Porath, I. y Weinberg, R.A. 2005).

1.4.3. Estrés oxidativo: El estrés oxidativo y la acumulacién de especies

reactivas del oxigeno (ROS, del inglés, reactive oxygen species) juegan un papel
importante en la induccién de senescencia. El cultivo de fibroblastos humanos en
condiciones de oxigeno superiores a un 50% induce senescencia. Asimismo, estas
células presentan una mayor esperanza de vida cuando crecen en un ambiente
bajo en oxigeno (3%). Ademas, cuando se inhibe alguna enzima antioxidante, los
niveles intracelulares de ROS aumentan y dan lugar a senescencia prematura. Los
ROS pueden producir dafo en diferentes componentes celulares a través de la
oxidacion del ADN, proteinas y lipidos, pero también pueden actuar como segundo
mensajero en rutas de sefalizacién especificas. Se ha visto que la via principal de
senescencia activada por ROS es la via p53-p21 aunque también p16™**® puede
activarse en respuesta a estrés oxidativo, principalmente a través de la accién de la
proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK; del inglés, mitogen-activated
protein kinase) p38 (Ben-Porath, I. y Weinberg, R.A. 2005; Vandenberk, B. y col
2011).

1.4.4. Oncogenes: Los oncogenes son versiones mutantes de genes
normales que tienen un potencial transformante (Campisi, J. y d'Adda di Fagagna,
F. 2007). Células normales pueden volverse senescentes en respuesta a la
activacion constitutiva de diversos oncogenes. Este fenomeno fue descrito por
primera vez cuando la forma oncogénica de Ras, una molécula de transduccién

celular que responde a estimulos mitogénicos, se vio expresada en fibroblastos

12
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humanos normales (Serrano, M. y col 1997). Asimismo, otros miembros de la via de
sefalizacién de Ras (RAF, MEK, MOS y BRAF) se ha visto que inducen
senescencia cuando estan sobreexpresados O Sse expresan Sus versiones
oncogénicas (Campisi, J. y d'Adda di Fagagna, F. 2007). La senescencia inducida

por Ras en células humanas implica tanto a p53 como a p16™

6INK4a

, aunque se ha
visto un papel predominante de p1 puesto que su inactivacion es suficiente en
algunos tipos celulares para prevenir este tipo de senescencia (Brookes S. y col
2002). También la proteina MAPK p38 tiene un papel importante en la senescencia

mediada por Ras y en la activacion de p16™*@y p53 (lwasa H. y col 2003).

1.4.5. Perturbacion de cromatina: El estado de la cromatina determina cémo

los genes que alberga una determinada regién estan activos (eucromatina) o
silentes (heterocromatina), y esto depende principalmente de las modificaciones de
histonas, como acetilacion o metilacion. La inhibicion quimica de la actividad
histona desacetilasa, que promueve la formacién de eucromatina, induce
senescencia. Se trata de un mecanismo poco conocido y que puede diferir en
funcion de las especies y el tipo celular. Por ejemplo, en fibroblastos humanos, la
inhibicién de la actividad histona desacetilasa induce la expresién de p21 y p16™*“a
(Campisi, J. y d'Adda di Fagagna, F. 2007).

13
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2. MECANISMOS Y VIiAS CELULARES IMPLICADAS EN EL
ENVEJECIMIENTO

Los primeros estudios sobre senescencia celular in vivo mostraron que hay un
incremento en el nimero de células senescentes con la edad. Asimismo, las células
senescentes han sido identificadas en lugares severamente dafados en patologias
relacionadas con la edad como la arterioesclerosis, la fibrosis tubulointersticial renal y
glomerulosclerosis, osteoartritis y discos intervertebrales degenerados (Campisi, J.
2011).

Debido a que los tejidos presentan una determinada cantidad de células, la
acumulacién de células senescentes que no se dividen puede comprometer la
capacidad de renovacion y reparacién del tejido. Ademas, ciertos genes que se
encuentran sobreexpresados por la respuesta senescente pueden codificar para
proteinas solubles que pueden alterar el microambiente del tejido, alterando asi su
estructura y funcion (Campisi, J. 2005).

Los factores liberados por las células senescentes varian en funcién del tipo
celular. El fenotipo senescente mas estudiado es el de los fibroblastos humanos. Los
fibroblastos senescentes liberan altos niveles de diferentes metaloproteinasas de
matriz, factores de crecimiento epitelial y citoquinas inflamatorias (Krtolica, A, y
Campisi, J. 2001). De algin modo, el fenotipo secretor de los fibroblastos senescentes
se asemeja a una respuesta al dano, dando lugar a la remodelacion local de la
estructura del tejido. La respuesta local al dafio tisular también implica inflamacién,
siendo un factor que aparece con frecuencia en los tejidos envejecidos y en diversas
enfermedades relacionadas con la edad como la arterioesclerosis y el cancer. Por
tanto, las células senescentes podrian estar contribuyendo al envejecimiento y al
desarrollo de enfermedades relacionadas con el envejecimiento (Campisi, J. 2005).

Por otro lado, la senescencia celular puede comprometer la cantidad de células
madre, progenitoras y sus nichos. En el organismo adulto, muchas células madre y
progenitoras pueden entrar en senescencia al perder la capacidad telomerasa e
impedir la regeneracion tisular. Se ha descrito un incremento en la expresion de
p16™K*2 durante el envejecimiento en células progenitoras de cerebro, médula ésea y
pancreas, que suprimen la proliferacién de estas células y por tanto, la regeneracion
del tejido (Campisi, J. y d'Adda di Fagagna, F. 2007). Ademas, el microambiente
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senescente podria alterar la capacidad de proliferacién, diferenciacion y/o movilizacién
de las células madre residentes (Campisi, J. 2005).

2.1, FACTOR DE CRECIMIENTO INSULINICO (IGF-1)

La primera via celular que se implicé en el envejecimiento fue la del factor de
crecimiento insulinico (IGF-1; del inglés insulin like growth factor 1). En Caenorhabditis
elegans, mutaciones que descienden la actividad de daf-2, que codifica para un
receptor hormonal similar al receptor de IGF-1 (IGF-1R), dan lugar a animales con el
doble de esperanza de vida (Kimura, K.D. y col 1997). El ratén deficiente en IGF-1R
también es mas longevo y dispone de una mayor resistencia a estrés oxidativo
(Holzenberger, M. y col 2003).
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IGFBP-1 . IGFBP-2 IGFBP-3 IGFBP-4 . IGFBP-5 . IGFBP-6 proteasas IGFBP

Figura 7. El sistema IGF. El sistema IGF esta constituido por ligandos (IGF-1, insulina e IGF-2), sus
receptores (Receptor IGF-1, IGF-1R; receptor de insulina, IR; el hibrido IR/IGF-1R y el receptor
manosa 6-fosfato/IGF-2, M6P/IGF-2R), seis proteinas de unién a IGF y sus proteasas. Las flechas
enteras y las discontinuas indican alta y baja afinidad de la unién del ligando, respectivamente Fuente:
Annunziata, M. y col 2011
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En mamiferos, el sistema de sefalizacion de IGF alberga una familia de
péptidos filogenéticamente muy conservados, involucrados en el crecimiento,
desarrollo y metabolismo, asi como en diversos procesos celulares como proliferacion,
supervivencia, migracién celular y diferenciacion (Figura 7) (Annunziata, M. y col
2011).

El IGF-1 es sintetizado principalmente en el higado bajo la influencia de la
hormona de crecimiento, siendo el mayor promotor del crecimiento postnatal (Scharf,
J.G. y col 2001), sin embargo, IGF-1 también es producido en otros 6rganos como el
rindén, el masculo y el hueso pudiendo actuar de manera autocrina, paracrina 0 como

factor de crecimiento endocrino (Wu, J y Zhu, A.X. 2011).

En la circulacion asi como en los

oa o
fluidos extravasculares, IGF-1 se
Dominic: feo encuentra unido a proteinas que se
en cisteina

unen a IGF (IGFBP; del inglés insulin-
like growth factor binding proteins),
Extracelular | | Dominio prolongando su vida media y modulando
Intracelular | | transmembrana o, hiodisponibilidad y actividad (Rapp,

Dominio
Tirosina quinasa  R. Yy col 1988). Por un Iado, las IGFBP
pueden aumentar la activacion del IGF-
1R aumentando la vida media del IGF-1,
B B pero por otro, pueden reducirlo por

Figura 8. Estructura del receptor de IGF-1. El competitividad, inhibiendo la union de

IGF-1R es un receptor tipo tirosina quinasa, con  |GF-1 a su receptor (Le Roith D, 2003).

multiples lugares intracelulares para
IGF-1 se une con una alta

autofosforilacién. Fuente: Steele-Perkins G y col

1988. afinidad a su receptor, IGF-1R. EI IGF-
1R también tiene cierta afinidad a IGF-2 e insulina pero con una afinidad més baja (Le
Roith, D. 2003). El gen de IGF-1R codifica para una proteina precursora de 180 KDa y
1367 aminoacidos. Su ruptura genera las subunidades a y B que son glicosiladas y
procesadas proteoliticamente para dar lugar al receptor maduro formado por dos
subunidades a y dos subunidades [ unidas por enlaces covalentes. Las dos
subunidades a son extracelulares y contienen los lugares de unién a IGF-1, mientras
que las subunidades B atraviesan la membrana celular y en la region intracelular

presentan los dominios tirosina quinasa (Steele-Perkins G y col 1988) (Figura 8).
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Figura 9. Esquema sefalizacion IGF-1R con las principales vias intracelulares implicadas.
Fuente: Avogaro, A. y col 2010.

La unién de IGF-1 al IGF-1R induce la autofosforilacién de sus subunidades p.
El IGF-1R activado puede activar a su vez mlltiples cascadas de sefalizacién
intracelular, incluyendo la cascada de fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K; del inglés
phosphatidylinositol 3-kinase)-Akt y la cascada de Raf-Mek-Erk1/2, a través de
moléculas adaptadoras. La mas conocida de ellas, IRS-1 (sustrato del receptor de
insulina 1; del inglés, insulin receptor substrate 1), presenta multiples residuos de
tirosina que son utilizados como lugares de reconocimiento para activar diferentes
moléculas de sefalizacién. Por ejemplo, ciertos residuos de tirosina fosforilados
pueden ser reconocidos por dominios SH2 (del inglés src homolgy 2) de diversas
proteinas citoplasmaticas como PI3K o Grb2 (del inglés growth factor receptor-bound
protein 2). Grb2 puede a su vez reconocer a otra molécula adaptadora del IGF-1R,
Shc. Grb2 es una proteina intercambiadora de nucleétidos que cataliza el intercambio
de guanosin difosfato (GDP; del inglés, guanosine diphosphate) a guanosin trifosfato
(GTP; del inglés, guanosine triphosphate) en la proteina Ras. Esto da lugar a su

activacion y posterior activacién de la cascada Raf-1-MEK1-Erk1/2. Erk1/2 una vez
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activos se translocan al nlcleo para actuar como factores de transcripciéon (Duan, C.y
col 2010; Avogaro, A. y col 2010).

Por otro lado, la activacion de PI3K daria lugar a la fosforilacion de Akt,
activandolo. Akt es capaz de regular diversas vias celulares implicadas en el
envejecimiento como mTOR (del inglés; mammalian target of rapamycin) o la familia
FoxO (del inglés; forkhead box transcription factor). FoxO es una familia de factores de
transcripcién que entre otras funciones, facilita la expresiéon de enzimas antioxidantes
como la catalasa o la manganeso superéxido dismutasa (MnSOD). Akt activo fosforila
a FoxO impidiendo su translocacién al ndcleo, y por tanto impidiendo la expresion de
las enzimas antioxidantes (Avogaro, A. y col 2010) (Figura 9).

2.2, PROTEINA KLOTHO

El gen klotho codifica para una proteina de membrana que se expresa
principalmente en el rifdn y en las células del plexo coroideo del cerebro. El ratén que
presenta una deficiencia en la expresion de klotho desarrolla un sindrome de
envejecimiento (Kuro-o, M y col, 1997), mientras que la sobreexpresion de klotho en
ratbn aumenta su esperanza de vida (Kurosu, H y col 2005). La proteina klotho esta
compuesta por un dominio extracelular largo (130 KDa), un dominio transmembrana y
un dominio intracelular corto (10 aminoacidos). El dominio extracelular presenta
homologia con la familia 1 de glucosidasas (enzimas que hidrolizan los extremos
glucosidicos en azlcares, glucoproteinas y glucolipidos) y es sujeto de ruptura
proteolitica por diversas metaloproteinasas. Como resultado, todo el dominio
extracelular puede liberarse al espacio extracelular y detectarse en sangre, orina y
liquido cerebroespinal (Imura, A. y col 2004; Kurosu, H. y col 2005; Chen, C.D. y col
2007; Bloch, L. y col 2009). Esto da lugar a la existencia de dos isoformas de klotho:
klotho membrana y klotho soluble, con funciones diferentes que se resumen a
continuacion:

La isoforma de membrana actia como co-receptor del receptor del factor de
crecimiento de fibroblastos (FGFR; del inglés, fibroblast growth factor receptor) para la
hormona FGF23 (del inglés; fibroblast growth factor 23) que regula la excrecién de
fosfato y la sintesis de la vitamina D activa en el rindn (Kurosu, H. y col 2006;
Urakawa, |. y col 2006; Kuro-o, M. 2006). (Figura 10)
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Figura 10. Regulacion endocrina del metabolismo de la vitamita D por klotho y FGF23. La
vitamina D activa (1,23-dihidroxivitamina D3) se une al receptor de vitamina D (VDR) en los osteocitos,
favoreciendo la liberacién de FGF23 al espacio extracelular. FGF23 puede reconocer el complejo
klotho-FGFR en el riidén y en la glandula paratiroide. En el rinén FGF23 inhibe la expresion del gen
Cyp27b1 que codifica para la 1a-hidroxilasa, responsable de la activaciéon de la vitamina D. En la
glandula paratiroide, FGF23 inhibe la expresién de la hormona paratiroidea (PTH). La PTH puede
unirse al receptor de PTH (PTHR) en rifidn, favoreciendo la expresién del gen Cyp27b1. Fuente: Kuro-
0, M. 2009.

Cuando se desarrolld6 un raton deficiente en FGF23 se observd un fenotipo
idéntico al raton deficiente en klotho, lo que hace indicar la estrecha relacion entre
FGF23 y klotho. Una de las anomalias encontradas en ambos ratones es la presencia
de hiperfosfatemia e hipervitaminosis D, sugiriendo que los fenotipos relacionados con
envejecimiento que se desarrollan en estos animales pudieran ser debidos a la
retencién de fosfato y/o vitamina D. Diversos laboratorios han recuperado el fenotipo
de envejecimiento del ratén deficiente en klotho o FGF23 resolviendo Ila
hiperfosfatemia y/o la hipervitaminosis D (Kuro-o, M. 2011). También se ha visto en
estudios epidemiolégicos que pacientes con altos niveles de fosfato presentan un
indice de mortalidad un 70% superior a los individuos con niveles bajos de fosfato.
(Kuro-o, M. 2010) (Figura 11).
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En cuanto a la isoforma soluble de klotho, presenta funciones pleiotropicas
como factor humoral independientemente de FGF23 (Tabla 2).

Glucoproteinas reguladas por
Efectos de Klotho

Klotho soluble

Canales i6nicos Isoforma 5 del receptor transitorio tipo 1 Entrada de Ca**
vaniloide (TRPV5)

Transportadores Canal de potasio de médula renal 1 1 Entrada de K+
(ROMKT)
Cotransportador Na-dependiente de |Entrada Pi

fosfato tipo lla (Npt2a)
Cotransportador de fosfato Na- |Entrada Pi
dependiente tipo Ill (Pit-1,2)

Receptores Receptores insulina/IGF-1 Inhibicién
Receptor TGF-B1 (tipo 1) Inhibicién

Tabla 2. Funciones de la isoforma soluble de Klotho. Fuente: Kuro-o, M. 2011

Klotho soluble regula la actividad de multiples factores de crecimiento,
incluyendo a insulina/IGF-1, Wnt y el factor de crecimiento transformante 1 (TGF-B1;
del inglés; transforming growth factor 1) (Kuro-o, M. 2011). Se postula que debido a
que la via de insulina/IGF-1 esta relacionada con el envejecimiento, la inhibiciéon de
ésta, por parte de klotho pudiera estar relacionada en parte con las propiedades anti-
envejecimiento de klotho. El ratén transgénico que sobreexpresa klotho presenta una
mayor esperanza de vida y desarrolla una ligera resistencia a insulina e IGF-1 sin

desarrollar diabetes (Kurosu, H y col, 2005). EI mecanismo por el cual klotho soluble
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inhibe la sefnalizacién de insulina/IGF-1 esta todavia por determinar. klotho, al actuar
como inhibidor de la sefalizacién de IGF-1 favoreceria la expresién de enzimas
antioxidantes como la MnSOD vy la catalasa. La deficiencia en klotho, por tanto
favoreceria la presencia de ROS intracelular al disminuir la expresion de enzimas
antioxidantes. Por otro lado, klotho inhibe la senalizacion de Wnt, por union directa a
los ligandos de Wnt y previniendo su unién a su receptor. (Liu, H. y col 2007).

Recientemente se ha descrito que klotho soluble puede inhibir la senalizacién
de TGF-p1 mediante la unién al receptor de membrana de TGF-B tipo 2 (TGFpT2),
previniendo la union a TGF-B1. TGF-B1 es el méas potente inductor de transicién
epitelio-mesénquima (EMT; del inglés, epitelial-to-mesenchymal transition). EMT es un
proceso celular por el cual células epiteliales pierden sus caracteristicas epiteliales y
dan lugar a un fenotipo de transicion para adquirir caracteres mesenquimales,
incluyendo la habilidad de migrar y proliferar. EMT es esencial para la reparacion
tisular en respuesta al dafio pero que puede dar lugar a fibrosis bajo condiciones
patolégicas en el rindn y otros tejidos, incluyendo el higado, pulmén y corazén. La
habilidad de klotho de inhibir la actividad de TGF-p1 interfiere en EMT previniendo la
fibrosis tisular y la metastasis. Por otro lado, la inyeccion de la forma soluble de klotho
previene la fibrosis renal inducida por obstruccién ureteral unilateral y la metastasis en
ratén (Doi, S. y col 2011). Todas estas actividades de la forma soluble de klotho
podrian también contribuir al alargamiento de la vida en el ratén que sobreexpresa
esta proteina.

2.3. FACTOR DE TRANSCRIPCION FOXO

FoxO (del inglés; forkhead box transcription factor) es una familia de factores
de transcripcién que juegan un papel importante en vias mediadas por factores de
crecimiento e insulina. El descubrimiento de la funciones de FoxO comenz6 con la
identificacion del gen DAF-16 en C. elegans. Este gen, estaria regulado por el receptor
DAF-2, homélogo al IGF-1R/receptor de insulina de mamiferos. Diversos estudios han
conectado esta via con la longevidad de C. elegans, observando que mutaciones en
DAF-2 promueven la activacién de DAF-16, dando lugar a animales que vivian durante
mas tiempo que los controles (Kenyon, C. y col 1993; Tzivion, G. y col 2011).
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Figura 12. Regulacion negativa de FoxO por factores de crecimiento y positiva por estrés
oxidativo. (A) Tras la estimulacion por factores de crecimiento, se induce la activaciéon de Akt que
fosforila a FoxO en tres residuos, promoviendo su salida del ndcleo y unién a la chaperona 14-3-3,
inhibiéndolo. (B) El estrés oxidativo induce la fosforilacién, acetilacién y monoubiquitinacién de FoxO
en diferentes lugares, a través de factores como AMPK, JNK, MST1 y CBP. En respuesta a estrés
oxidativo, FoxO se transloca al ndcleo uniéndose a la desacetilasa Sirt1, promoviendo la expresién de
genes involucrados en la parada de ciclo celular y la respuesta a estrés.

Fuente: Salih, D.A. y Brunet, A. 2008

En mamiferos, la familia FoxO esta formada por cuatro isoformas: FoxOf1,
FoxO3, FoxO4 y FoxO6. Tres de los miembros de esta familia, FoxO1, FoxO3, Fox0O4,
estan estrechamente regulados mediante fosforilacion por Akt, en tres residuos
especificos en respuesta a factores de crecimiento y a la estimulacion de la insulina.
La fosforilacion de FoxO por parte de Akt promueve su transporte del ndcleo al
citoplasma inhibiendo asi su funcion como factor de transcripcion (Brunet, A. y col
1999; Kops, G.J. y col 1999; Brunet, A. y col 2001).

FoxO presenta una posicibn comun de senalizacién en respuesta a la
estimulacion por factores de crecimiento y estrés oxidativo. La insulina y los factores
de crecimiento inhiben FoxO a través de PI3K/Akt, aunque otras vias pueden regular
la actividad de FoxO de manera directa, como JNK (del inglés, jun-N-terminal kinase)
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activada por estrés, MST1 (del inglés, mammalian ortholog of the Ste20-like protein
kinase) y la desacetilasa sirtuina 1 (Sirt1). FoxO integra estas sefales divergentes
mediante modificaciones post-traduccionales como fosforilacién, acetilacion y
mono/poli-ubiquitinaciéon, dando lugar a una alterada localizacion subcelular,
estabilidad de la proteina, propiedades de unién a ADN y actividad transcripcional. La
transcripcion dependiente de FoxO juega un papel importante en una gran variedad de
funciones celulares como el metabolismo de la glucosa, la parada de ciclo celular,
diferenciacién, detoxificacion de ROS, reparacion de dafio a DNA y apoptosis (Salih,
D.A. y Brunet, A. 2008) (Figura 12).

2.4. PROTEINA RAS

Las proteinas Ras estan englobadas en la superfamilia de las proteinas G
monoméricas pequenas, que a su vez esta compuesta por las subfamilias Rho, Ran,
Rab, Rac, Rheb, Arf y Kir/Rem/Ras. La subfamilia p217® estd compuesta por tres
miembros estrechamente relacionados con un peso molecular de 21KDa: H-Ras, K-
Ras y N-Ras (Takai, Y. y col 2001). Entre las funciones de las proteinas Ras estaria el
control del crecimiento y proliferacion celular asi como otros aspectos de la biologia
celular como la senescencia o parada en ciclo celular, diferenciacion y supervivencia
(Martinez Salgado, C. y col 2008).

Las proteinas Ras presentan dos estados conformacionales, uno de ellos unido
a guanosin difosfato (GDP), que representa el estado inactivo y otro unido a guanosin
trifosfato (GTP), que seria la forma activa. La actividad de Ras esta regulada por GEFs
(del inglés, guanine nucleotide exchange factors) y GAPs (del inglés, GTPase-
activating proteins) cuya activacion esta inducida por una gran variedad de sefales
extracelulares, siendo notable la activacién por parte de receptores tirosina quinasa.
Los residuos de tirosina fosforilados sirven de lugares de reconocimiento para
proteinas adaptadoras como Grb2 y el complejo Shc/Grb2, que reclutan a SOS, el mas
caracterizado GEF de Ras. Este activa a Ras, que esta anclado en la membrana
plasmatica, intercambiado el dominio GDP por uno de GTP (Takai, Y.y col 2001). Tras
la unién del dominio GTP a Ras se activan diferentes moléculas de sefalizacion
celular (Martinez Salgado, C. y col 2008). Por otro lado, para que Ras se ancle en la
membrana y pueda ejercer su funcion, son necesarias diferentes modificaciones post-

traducionales. Una maodificacion lipidica indispensable para el anclaje de Ras en la
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membrana plasmatica es la incorporacién de un grupo prenil, farnesil o geranilgeranil

en el extremo C-terminal. (Hancock, J. F. 2003).
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Figura 13. Mecanismo de accion de las proteinas Ras en la expresion génica. Fuente: Takai, Y.y
col 2001.

Ras activo (Ras-GTP) se une a la familia Raf de serina/treonina quinasas
citoplasmaticas, que la recluta y la activa. Esto se produce gracias a que Raf presenta
un dominio de unién a Ras (RBD; del inglés Ras-binding domain) mediante el cual
Ras-GTP se une directamente para activarlo. Raf activo fosforila a la MAPK intermedia
MEK1 y MEK2, que a su vez fosforilan a Erk1 y Erk2 respectivamente. Erki1/2
fosforilado se dimeriza y se transloca al nucleo, estimulando la actividad de diferentes
proteinas a través de fosforilacion directa (Martinez Salgado, C. y col 2008) (Figura
13).

Cuando Ras esta constitutivamente activo puede actuar como un oncogen. Se
ha descrito su presencia en un 30% de los tumores humanos. Sin embargo, la
expresion de Ras oncogénico en cultivo primario induce una parada de crecimiento
irreversible conocida como senescencia inducida por oncogenes, a través de la
activacién de p53 y p16™€*? (Serrano, M. y col 1997). Los mecanismos moleculares

por los que Ras oncogénico pude inducir senescencia en cultivos primarios no estan
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aun bien definidos. Diversos estudios han indicado que la induccién de senescencia
por parte de Ras podria ser a través de las vias Raf/Mek/Erk1/2 y la MAPK p38,
acompafado por el aumento en la actividad de p14™*? p53, p14/p19*°F y/o p21 y
silenciando los genes diana del factor de transcripcién E2F (DeNicola, G.M. y
Tuveson, D.A. 2009). Uno de los posibles mecanismos a través del cual Ras puede
inducir senescencia es mediante la activacién de respuesta celular de dano al ADN
(DDR) puesto que se ha visto que la inactivacion de DDR puede bloquear la
senescencia inducida por Ras (Di Micco, R. y col 2006). Por otro lado, se ha reportado
que la senescencia inducida por Ras puede ser dependiente de la produccién de ROS

como el anién superdéxido y el perdxido de hidrégeno (Lee, A.C. y col 1999).

2.5. RESTRICCION CALORICA

Diversos estudios han demostrado que la restriccién calérica presenta efectos
anti-envejecimiento, pudiendo retrasar la senescencia celular y atenuar el declive
fisiolégico en la funcién organica. Se conoce que un alto contenido calérico induce
acortamiento de la esperanza de vida y acelera enfermedades relacionadas con el
envejecimiento como la diabetes, el sindrome metabdlico, cancer y enfermedades
neurodegenerativas. Este efecto es mediado por las vias celulares sensibles a
nutrientes insulina/IGF-1, sirtuinas, TOR y AMP que se regulan coordinadamente entre
si, asi como una gran variedad de vias de respuesta a estrés (Kenyon, C.J., 2010;
Haigi, M.C. y Yankner, B.A. 2010). A continuacion se resumen las principales

funciones de las vias celulares sensibles a nutrientes.

Las sirtuinas forman parte de una familia de proteinas altamente conservada
que conecta el estado metabdlico con la regulacién del envejecimiento (Haigis, M.C. y
Sinclair, D.A. 2010). Las sirtuinas poseen actividad desacetilasa NAD-dependiente y/o
ADP-ribosiltransferasa. Diversos estudios han sugerido que la sobreexpresién de
sirtuinas puede aumentar la esperanza de vida (Kenyon, J.C., 2005). En mamiferos se
han descrito siete sirtuinas (Sirt1-7) que juegan diversas funciones de la regulacion en
la resistencia al estrés, metabolismo y supervivencia celular. La sirtuina mejor
estudiada es Sirt1l. Su actividad esta regulada por el estatus nutricional celular
induciendo vias de respuesta a estrés y cambios en el metabolismo energético. Su
funcién se ha visto aumentada en periodos de restriccion nutricional como el ayuno y

la restriccién calérica. Cuando esta activa, Sirt1 es capaz de desacetilar diferentes
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sustratos proteicos que estan involucrados en el envejecimiento, respuesta a estrés y
regulacion metabdlica, como PGC-1a, Ku70, NF-kB, AceCS1, MEF2 y p53. Ademas
Sirt1 es capaz de desacetilar y activar a FoxO (Haigis, M.C. y Sinclair, D.A. 2010).

La proteina quinasa activada por AMP (AMPK; del inglés, AMP-activated
protein kinase) es activada bajo condiciones de alto adenosin monofosfato (AMP)
intracelular o bajo adenosin trifosfato (ATP). Algunas situaciones como la deprivacion
de glucosa, isquemia, hipoxia o el gjercicio implican una disminucién de los niveles de
ATP y la consecuente activacion de AMPK (Kahn, B.B. y col 2005). La activacion de
AMPK da lugar a diferentes respuestas transcripcionales y post-tranduccionales que
incrementan las vias metabdlicas catabdlicas en respuesta a estrés y a un nivel bajo
en energia. Por ejemplo, AMPK es capaz de promover oxidacion de acidos grasos a
través de la fosforilacién e inhibiciéon de la enzima acetil coenzimaA-carboxilasa (ACC),
enzima encargada de la sintesis de malonil CoA a partir de acetil-CoA. La regulacién
de la actividad de ACC es primordial en la decision entre procesos anabolicos o
catabdlicos (Haigi, M.C. y Yankner, B.A. 2010). La disminucién de la actividad de
AMPK durante el envejecimiento podria contribuir a la resistencia a la insulina y al
sindrome metabdlico. Estas observaciones sugieren que AMPK es una potencial diana
terapéutica para desérdenes metabdlicos relacionados con la edad (McCarty, M.F.
2004).

La via de TOR es un conservado sensor de nutrientes que esta relacionado
con la regulacion de la esperanza de vida. TOR esta regulado por factores de
crecimiento y nutrientes, controlando asi el crecimiento, metabolismo y divisién celular
en eucariotas. La actividad de TOR esta inhibida en condiciones de limitacion de
nutrientes y se ha visto inhibida su sefalizacién en modelos animales de longevidad.
Asimismo, la inhibicion de TOR aumenta la esperanza de vida en varios modelos
animales y puede aumentarla cuando TOR es inhibido durante un periodo limitado de
tiempo de la vida del ratén adulto (Harrison, D.E. y col 2009). La sefalizacién de TOR
relaciona el metabolismo, la respuesta a estrés y el envejecimiento, y puede ser
potencialmente importante en la patogénesis y el tratamiento de desordenes
metabdlicos relacionados con el envejecimiento (Haigi, M.C. y Yankner, B.A. 2010).
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2.6. ESTRES OXIDATIVO

Todos los sistemas biolégicos que funcionan en condiciones aeroébicas estan
expuestos a sustancias oxidantes, bien generados intencionadamente o como
subproductos de la respiracion y el metabolismo celular. Entre los diferentes oxidantes
que se pueden generar, se encuentran las especies reactivas de oxigeno (ROS) y las
especies reactivas del nitrégeno (RNS; del inglés, radical nitrogen species). El
incremento en oxidantes puede producirse bien por un aumento en la producciéon de
los mismos y/o la inadecuada respuesta de los procesos antioxidantes. Cuando el
balance oxidacién/antioxidacién estd a favor de los oxidantes se habla de estrés
oxidativo (Bashan, N. y col 2009).

Existen diferentes fuentes de ROS en la célula. Una de las mas importantes es
la cadena de transporte electronico mitocondial. Esta, es la fuente tanto de adenosin
5'-trifosfato (ATP) como de ROS. En particular, la mitocondria es la principal fuente de
anion superoéxido (O.7) y perdxido de hidrogeno (H2O,). La tasa de producciéon de ROS
en la mitocondria es altamente dependiente de la presién parcial de oxigeno de tal
modo que un incremento en la presién parcial de oxigeno daria lugar a rapido
incremento en la produccién de O~ (Figura 14).

Citoplasma

ucP

o= ot
\

\
ADP | ATP
Pi

H* H*
NADH Matriz mitocondrial

Figura 14. Esquema representativo de la cadena de transporte electronico mitocondrial,
indicando las fuentes de O>". Fuente: Balaban, R.S, y col 2005
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Las reacciones inflamatorias, en particular las crénicas, pueden constituir una
fuente de dano oxidativo. Macréfagos activados o neutréfilos pueden incrementar
ROS, como H,O,, 6xido nitrico (NO), O,", hidroxilo (OH) e hipoclorito (HOCL), que

pueden danar el ADN de las células cercanas.

También las radiaciones ionizantes pueden provocar dafo celular a través de
dano directo a ADN, o indirecto a través de la producciéon de ROS procedente del H,O
(Shackelford R.E. y col 2000).

Por otro lado, la enzima NADPH oxidasa, complejo enzimatico unido a la
membrana celular, es capaz de transferir electrones a partir de NADPH a O,", y otros
sistemas de generacién de ROS intracelular como los productos de glicosilacion
avanzada (AGEs) y la enzima Xantina oxidasa, que cataliza el paso final de la
degradacién de nucleétidos (Bashan, N. y col 2009).

2.6.1. Especies reactivas de oxigeno y del nitrégeno: Las principales estan
reflejadas en la figura 15. Entre ellas, cabe destacar en primer lugar al peréxido de
hidrogeno (H,0O,). Este es producido en diversas reacciones intracelulares,
particularmente por la cadena de transporte electronico mitocondrial. Presenta un
papel importante en el metabolismo y es requerido por numerosos procesos
celulares. Por si mismo, el H,O, no reacciona con el ADN, pero si lo hace a través
de la producciéon de ‘OH mediante eventos como la reacciéon de Fenton. El anién
superédxido (0O27) es considerablemente menos reactivo que -OH pero es capaz
también de generar dano en el ADN. El 6xido nitrico (-NO) es producido de forma
constitutiva en células endoteliales vasculares, en algunos tipos de neuronas y en
macréfagos activados y actiia como mediador pro-inflamatorio. -NO puede producir
dafio en el ADN mediante la reaccién con O, que la lugar a la produccién del
radical peroxinitrilo (OONQO’) que presenta una reactividad similar al -OH
(Shackelford, R.E. y col 2000).

2.6.2. Sistemas antioxidantes: Como se ha descrito, son las sustancias
endégenas o exdgenas que detoxifican los oxidantes. Una de las fuentes de
antioxidantes se encuentra en la dieta. En mamiferos, el consumo en la dieta de
vitamina C hidrosoluble y vitamina E liposoluble contribuye al sistema antioxidante.

Entre los antioxidantes endogenos, la célula contiene glutation (GSH) que es
un tripéptido que actia junto con la accion de enzimas en diversos procesos de
oxidacién-reduccion. GSH participa en la detoxificacién de perdxidos y en el
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mantenimiento de grupos sulfhidrilo de proteinas (SH). Tras su participacién en
reacciones redox, GSH es regenerado por la enzima glutation reductasa utilizando
NADPH como cofactor. Por otro lado, las tioredoxinas y glutaredoxinas tienen como
funcién principal la preservacién en estado reducido de grupos SH de proteinas.

También actlian como detoxificadores de H,O..

Finalmente, las enzimas antioxidantes son aquellas que actian directamente
con los oxidantes, transformandolos en moléculas no oxidantes (Como la catalasa)
0 menos oxidantes (como la superéxido dismutasa (SOD)) (Bashan N. y col 2009)
(Figura 15).
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(SOD) Nuctasa (GR)
Fe?*
NADPH + H*
NADP ZGSH
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Figura 15. Esquema representativo de la formacion de ROS y los mecanismos antioxidantes. En
rojo se representan los radicales libres, en naranja los sistemas productores de ROS, en verde las
enzimas antioxidantes y en azul las moléculas antioxidantes. Fuente: Oliveira, B.F. y col 2010

2.6.3. Catalasa y envejecimiento

La catalasa es una enzima que se describié por primera vez en el afio 1900 y
es la responsable de la conversion de H.O, a O, y H.O (Loew, O. 1900). Se trata de
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un homotetramero, cuyas subunidades presentan un peso molecular de unos 60

KDa y contienen un grupo hemo, ferroprotoporfiria IX, situado en su centro activo.
La catalasa transforma el H,O. mediante dos reacciones
H,0, + Fe(Ill) — enzima — H,0 + 0 = Fe(IV) — enzima
H,0, + 0 = Fe(IV) — enzima — H,0 + Fe(lll) — enzima

El principal papel de la enzima catalasa es el control de la concentracién celular
de H.O, y otros derivados citotoxicos del oxigeno. Presenta una estructura
tetramética muy estable y rigida que la hace resistente al pH, la desnaturalizacién
térmica y la protedlisis.

La catalasa protege a la hemoglobina mediante el aclaramiento del peroxido de
hidrégeno generado en los glébulos rojos humanos que estan expuestos a altas
concentraciones de oxigeno. Es un factor importante en la inflamacion,
mutagénesis, prevencion frente a la apoptosis y estimulacion de un amplio espectro
de tumores. Por tanto, el papel de la catalasa en la defensa antioxidante es
dependiente del tejido y del tipo de dafo oxidativo.

La administracién exégena de catalasa es utilizada para atenuar la apoptosis
asi como la toxicidad de algunos farmacos antitumorales. La catalasa protege a las
células B del pancreas del dafo por H,O, sugiriendo que la deficiencia en catalasa y
el dano oxidativo puede contribuir al desarrollo de diabetes. Se ha visto una
disminucién en la actividad catalasa en enfermos de esquizofrenia y en la
arterioesclerosis. La catalasa también juega un papel importante en la
supervivencia de los espermatozoides en el tracto femenino. La pérdida de catalasa
da lugar a una enfermedad genética humana denominada acatalasemia o
enfermedad de Takahara (Goyal, M.M. y Basak, A. 2010).

La relacién entre los niveles de catalasa y la senescencia se han puesto de
manifiesto en ratones que sobreexpresan catalasa en la mitrocondria, que
presentan un aumento de un 20% en la esperanza de vida (Schriner, S.E y col
2005).
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3. ENVEJECIMIENTO RENAL Y SENESCENCIA CELULAR EN
LA DIABETES

El riRdbn viejo se caracteriza por cambios histologicos como la
glomeruloesclerosis, la atrofia tubular, la fibrosis intersticial y la fibrosis de la intima
arterial, que van a condicionar una pérdida progresiva de la funcién renal. Sin
embargo, diversas patologias relacionadas con la edad como la hipertension y la
diabetes, pueden acelerar el proceso natural de envejecimiento renal. La pérdida de la
autorregulacion de las arteriolas aferentes y eferentes del glomérulo, puede
incrementar el flujo plasmatico glomerular, incrementando la presién intracapilar y la
consecuente hiperperfusion, asi como a la acumulacién de matriz extracelular en el
mesangio. Se ha descrito que las adaptaciones vasculares originadas por la pérdida
de funcionalidad de nefronas, caracteristica de la edad, deberia ayudar a preservar la
tasa de filtracion glomerular produciendo hiperperfusion e hiperfiltracion en las
nefronas funcionales. Esta hipertension glomerular local e hipertrofia podrian dar lugar
a la expansion de la matriz mesangial y a la glomerulosclerosis.

Las bases moleculares del fendmeno del envejecimiento renal se encuentran
aun bajo estudio. Entre ellos se podria encontrar la senescencia celular que incluye
inestabilidad genoémica, pérdida de telémeros, dafo oxidativo, programacion genética y
muerte celular. La senescencia celular podria jugar un papel importante en el deterioro
de la funcién renal presente en el envejecimiento, ya que el rindn envejecido presenta

INK4
6 a

SA-B-gal y expresion de pf , aun antes de aparecer cambios morfol6gicos,
sugiriendo que algunos aspectos de la senescencia celular son comunes con el

envejecimiento renal. (Zhou, X.J. y col 2008; Yang, H. y Fogo, A.B. 2010).

3.1. LA ENFERMEDAD RENAL EN LA DIABETES

La nefropatia diabética es una de las principales complicaciones
microvasculares de la diabetes. Las lesiones renales aparecen tanto en pacientes con
diabetes tipo 1 (insulino-dependiente) como tipo 2 (no insulino-dependiente). Diversos
tipos celulares estan involucrados en el dano renal, como los podocitos, células
mesangiales y endoteliales glomerulares, el epitelio tubular y los fibroblastos
intersticiales y el endotelio vascular. Los cambios fisiolégicos en la nefropatria
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diabética incluyen hiperfiltracion y microalbuminuria seguido del deterioro de las
funciones renales asociado con degeneracién de los compartimentos glomerular y
tubulo-intersticial. Esto incluye hiperplasia/hipertrofia de diversos tipos celulares del
glomérulo y los tibulos (Wolf, G. 2000; Kanwar, Y. S. y col 2008).

Numerosos estudios tanto in vivo como in vitro han demostrado que las células
mesangiales tienen una estrecha relaciéon con la glomerulosclerosis en la nefropatia
diabética. La hipertrofia de la célula mesangial, el engrosamiento de la membrana
basal y la expansién de la matriz extracelular del mesangio son unas de las principales
caracteristicas patolégicas de la nefropatia diabética. Las concentraciones altas de
glucosa, angiotensina ll, productos de Amadori y productos de glicosilacion avanzada,
endotelina, fuerzas hemodinamicas y mecanicas, alteraciones en los transportadores
de glucosa, exceso de acidos grasos, lipoproteinas de baja densidad oxidadas son
algunos de los muchos factores que, en la diabetes, pueden dar lugar a respuestas
patolégicas en células mesangiales. El exceso en la acumulacién de proteinas de
matriz y algunos factores de crecimiento y citoquinas como el factor de crecimiento
transformante B (TGF-B), el factor de crecimiento de tejido conectivo, el factor de
crecimiento epidérmico (EGF; del inglés; epidermal growth factor), heparina unida a
EGF y el IGF-1 producen un efecto directo sobre la célula mesangial y pueden mediar
los efectos de muchos de los metabolitos anteriormente comentados (Abboud, H. E.
2012).

A continuacion, se describen brevemente dos fenbmenos muy comunes en
pacientes diabéticos: los cambios en la osmolaridad plasmética que puede generar la
hiperglucemia y los productos de glicosilacién avanzada.

3.2 OSMOLARIDAD

La concentraciéon de agua en una solucién depende del niumero de particulas
de soluto en dicha solucién. El nimero total de particulas en una solucion, se mide en
osmoles, de tal modo que un osmol (osm) es igual a 1 mol (6,02x10%) de particulas de
soluto. Cuando una molécula se disocia en dos iones, como el cloruro sédico que se
ioniza en iones cloro y sodio, una solucion que contenga 1 mol/l tendra una

concentracion osmolar de 2 osm/I.
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La concentracién osmolar de una solucién se denomina osmolalidad cuando la
concentraciéon se expresa en osmoles por kilogramo de agua; se llama osmolaridad
cuando se expresa en osmoles por litro de solucion

Debido a que las membranas

A gmosmml | celulares son relativamente

impermeables a la mayoria de los

solutos pero muy permeables al agua,

cuando existe una mayor
ISOTONICA concentracion de soluto a un lado de
B Sin cambios
o la membrana celular, el agua difundira
500 miDeainl 360 mOsm/mi por ésmosis a través de la membrana

e @ ® o9
° c

hacia la regibn de  mayor

@

e o

concentracién de soluto.

El paso de moléculas de agua

HIPOTONICA HIPERTONICA

La célula aumenta Lacéluladisminuye @ través de una membrana con una
de tamaiio de tamano

permeabilidad selectiva puede
Tabla 16. Efecto de las soluciones isotonicas (A, entorpecerse aplicando presiéon en la

hiperténicas (B) e hipoténicas (C) sobre el direccién opuesta a la de la ésmosis.

volumen celular. . . .
La cantidad precisa de presién
necesaria para impedir la 6smosis se llama presién osmdtica. De tal modo que la
presién osmoética es la medida indirecta de las concentraciones de agua y solutos de
una solucion. Cuanto mayor es la presién osmética de una solucion, menor es la
concentracién de agua y mayor la concentracién de soluto en la solucién. La presién
osmética de una solucidon es directamente proporcional a la concentracién de

particulas con actividad osmética en esa solucion.

Cuando una soluciéon presenta una osmolaridad igual a la del espacio
intracelular se denomina isosmdtica. Si esta solucién presenta una osmolaridad mayor

o inferior se denomina hiperosmotica e hipoosmdtica, respectivamente.

Si una célula se coloca en una solucion isosmética constituida por solutos no
difusibles, las células no sufriran cambios en su volumen celular. Se dice que este tipo
de solucion es isotonica porque la célula no experimenta variaciones de volumen. Si
se coloca una célula en una solucién hijpotdnica que tiene una menor concentracion de

solutos no difusibles (menos de 282 mOm/l), el agua difundira al interior de la célula
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aumentando su volumen; diluyendo el liquido intracelular mientras concentra el liquido
extracelular hasta que ambas soluciones tengan la misma osmolaridad. Si se coloca la
célula en una solucién hiperténica con una concentracion mayor de solutos no
difusibles, el agua saldra de la célula hacia el liquido extracelular concentrando el
liquido intracelular y diluyendo el liquido extracelular (Figura 16).

Algunos solutos pueden atravesar la membrana celular sin problemas, no
siendo necesaria la entrada o salida de agua de la célula. Las sustancias que
atraviesan facilmente las membranas, como la urea, pueden causar desplazamientos
transitorios del volumen liquido entre los liquidos intracelular y extracelular, pero con
suficiente tiempo, las concentraciones de estas sustancias se igualaran en los dos
compartimentos y ejerceran un escaso efecto sobre el volumen intracelular en
condiciones normales. De este modo una soluciéon hiperosmética de urea no sera
hipertdnica pero una solucién hiperosmética de cloruro sédico si lo sera, puesto que su

permeabilidad celular es mas baja.

3.2.1. Regulacidn de la osmolaridad sanguinea
La osmolalidad  del
plasma sanguineo se mantiene
Hipofisis normalmente entre limites muy
estrechos mediante diversos
Gemomecepioms mecanismos reguladores. El
)\ Rt '®® aumento de la osmolalidad
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persona
excreta un volumen de orina
menor. Esto ocurre debido a la
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secuencia de sucesos siguiente: El aumento de la osmolaridad plasmatica estimula
los osmorreceptores del hipotalamo del cerebro; éstos a su vez un haz de axones
que termina en la neurohipdfisis; lo que hace que la neurohipdfisis secrete a la
sangre la hormona antidiurética (ADH). La ADH actia sobre los rifiones para
promover la retencién de agua, de forma que se excreta un volumen menor de orina

mas concentrada (Figura 17).

3.2.2. Mecanismos de respuesta celular a hiperosmolariadad e
hipertonicidad

Los mecanismos de respuesta celular a hiperosmolaridad e hipertonicidad han
sido bien estudiados en células tubulares de rindn. Estas células se someten de
manera natural a estrés osmotico, llegando a soportar osmolalidades muy
superiores a la osmolalidad fisiologica (280-300 mOsm/kg). A continuacion se
explican los mecanismos de respuesta celular a estrés osmotico en células
tubulares renales a altas osmolalidades. Los mecanismos de respuesta a
osmolalilades menores y en otros tipos celulares que toleran menos el estrés

osmatico no son bien conocidos.

La mayor parte de las células en mamiferos pueden sobrevivir a un moderado
ambiente de hipertonicidad a través de un mecanismo de adaptacién especifico que
resulta en la acumulacién de osmolitos compatibles. Este proceso de adaptacion,
comienza con una respuesta temprana, que ocurre entre unos mili-segundos a
minutos, y otra respuesta tardia que requiere horas o dias. La virtual e instantanea
reduccion del volumen celular debido a la salida de agua de la célula por ésmosis,
es répidamente corregida mediante un mecanismo regulador del incremento de
volumen (RVI; del inglés, regulatory volumen increase). Esta respuesta temprana
esta mediada por la existencia de sistemas de transporte de iones, incluyendo el
cotransportador Na*-K*-2CI" (NKCC), el intercambiador Na‘/H* y CI/HCP3". La
activacion de estos canales induce un aumento de las concentraciones
intracelulares de potasio, sodio y cloro, junto con la entrada de agua al interior de la
célula, provocando el RVI. La fase tardia esta caracterizada por la sintesis y la
acumulacion intracelular de osmolitos compatibles. La explicacién a este fenémeno
es la necesitad de intercambiar el acimulo de iones inorganicos con pequenas
moléculas organicas que no afecten la funcion celular (Alfieri, R.R, y Petronini, P.G.
2007) (Figura 18).
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Figura 18. Mecanismos de regulacion del volumen celular. En el cuadro superior, se representa la
respuesta temprana a estrés osmético que implica la entrada o salida de solutos de naturaleza iénica.
En el cuadro inferior, se muestra la respuesta tardia a hipertonicidad donde hay una entrada de
osmolitos compatibles y proteinas debido a una mayor expresion de transportadores. Fuente:
McManus, M.L. y col 1995

Los principales osmolitos organicos compatibles en mamiferos son el sorbitol,
la betaina, el myo-inositol, taurina y glicerofosfocolina (GPC; del inglés
glycerophosphocholine). Algunos de estos osmolitos son captados del espacio
extracelular mediante la expresion de su correspondiente transportador de
membrana, como el myo-inositol, la betaina y la taurina. Frente a una situacién de
hipertonicidad, la célula aumenta la expresion de estos transportadores a través de
la actuacion del factor de transcripcion TonEBP/OREBP o NFAT-5 (Burg, M.B. y col
2007).

Otros osmolitos son sintetizados en el interior de la célula, como el sorbitol y el
GPC. La expresion de las enzimas encargadas de su sintesis también estan
reguladas por el factor de transcripcion TonEBP/OREBP.

El sorbitol es un polialcohol que es sintetizado a partir de glucosa, a través de
una reaccién catalizada por la enzima aldosa reductasa (AR), y es metabolizado a
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fructosa, por la sorbitol deshidrogenasa. Ante una situacion de hipertonicidad, se ha
visto un incremento en la expresion de la enzima AR y un descenso en la sorbitol
deshidrogenasa, dando lugar a la acumulacion de sorbitol intracelular. La activacion
de AR no siempre tiene una accion protectora. En diabetes su actividad es alta y
esta implicada en algunas de las complicaciones asociadas a esta enfermedad. Se
ha visto que inhibidores de la AR reducen dichas complicaciones. La transformacién
de glucosa a sorbitol da lugar a la oxidacién de NADPH a NADP®, favoreciendo el
estrés oxidativo por la actividad NADPH oxidasa (Rosas-Rodriguez, J.A. y
Valenzuela-Soto, E.M. 2010).

Los mecanismos que inducen la acumulacién de osmolitos compatibles en el
interior de la célula estan regulados por un factor de transcripciébn comun,
TonEBP/OREBP o NFATS5. Se trata de un miembro de activadores transcripcionales
de la famila Rel. Todos los genes diana de TonEBP/OREBP presentan un motivo
de ADN denominado elemento de respuesta osmética (ORE; del inglés osmotic
response element) o elevador de la respuesta a tonicidad (TonE; del inglés, tonicity-
responsive enhancer) (Burg, M.B. y col 2007). Ademas de los genes que regulan la
entrada de osmolitos compatibles a la célula, TonEBP/OREBP también regula la
expresion de la proteina HSP70 (del inglés; heat shock protein 70), UT-A1 (del
inglés; vasopressin-activated urea transporters) y la aquoporina-2 (AQP2)
(Nakayama, Y. y col 2000; Woo, S.K. y col 2002; Hasler, U. y col 2006),

En mamiferos la respuesta adaptativa a estrés osmético incluye diferentes vias
celulares. La via de la MAPK p38 es un componente importante pero también se ha
visto la implicacion de Erk1/2, JNK, PKC, PKA y ATM (Sheikh-Hamad, D. y Gustin,
M.C. 2004).

Los efectos celulares de la hiperosmolaridad descritos en células tubulares

renales a altas osmolalidades se pueden resumir en:

. Parada de ciclo celular: Una elevacién aguda tanto de NaCl como de
Urea inducen una parada rapida en cualquiera de las fases del ciclo celular. La
duracion de la parada de ciclo depende de la cantidad de NaCl o urea a la que
estén sometidas las células. Una vez que la parada termina, las células estan lo
suficientemente adaptadas y pueden proliferar durante algunos pases bajo la
elevada osmolaridad. El ratio de proliferaciéon celular depende directamente de la
osmolaridad en células tubulares (Michea, L. y col 2000).
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. Apoptosis: La muerte celular sucede cuando la hipertonicidad aguda
excede ciertos niveles. La exposicion aguda de células tubulares a niveles muy
elevados de osmolalidad (700 mosm/Kg) induce una rapida despolarizaciéon de la
membrana mitocondrial desencadenando apoptosis (Bortner, C.D y Cidlowski, J.A.
1996; Michea, L. y col 2000; Galvez, A. y col 2001).

. Daio en el ADN. La elevacion aguda de osmolaridad de 300 a 500-600
mOsm/KgH,O anadiendo NaCl induce ruptura de ADN en células tubulares
acompafada por parada de ciclo celular. Sin embargo, las altas concentraciones de
urea promueven ruptura de ADN cuando las células se exponen de manera tanto
aguda como crénica. (Dmitrieva, N.I. 2004; Kultz, D. 2001).

o Estrés oxidativo: El incremento en NaCl o urea induce estrés oxidativo
mediante el incremento de ROS. Sin embargo a pesar del efecto dafino de los ROS
sobre las estructuras celulares, diversos estudios apuntan a que los ROS tienen un
papel importante en la respuesta osmoprotectora celular. Los antioxidantes que
reducen superdxido suprimen tanto el aumento en la actividad transcripcional de
TonEBP/OREBP como la expresion de BGT1 (Zhou, X. y col 2005; Zhou, X. y col
2006). El antioxidante N-acetil-L-cisteina (NAC) previene el incremento del ARNm y
la proteina del factor de respuesta a estrés oxidativo Gadd153/CHOP vy la
fosforilacion de Erk1/2 y p38 inducida por altas concentraciones de NaCl, asi como
el incremento en la expresion de la proteina COX-2 (Zhang, Z. y col 1999; Yang, T.
y col 2005).

J Inhibicion de la transcripcion y la traduccién: Las altas
concentraciones de NaCl inhiben la sintesis de ADN, ARN y proteinas en cultivo
celular (Burg, M.B. y col 2007).

3.2.3. Estrés osmotico y diabetes

Las altas concentraciones de glucosa sanguinea dan lugar a una mayor
permeabilidad celular por la misma, incrementando la sintesis de sorbitol. La
acumulacion de sorbitol en el citoplasma de diversos tipos celulares se ha visto
directamente asociado con diversas complicaciones asociadas a la diabetes
(McManus, M.L. y col 1995).

Al igual que las altas concentraciones de NaCl, la glucosa es capaz de
aumentar la captaciéon de myo-inositol. Ademas, se ha observado una disminucién
de los niveles intracelulares de myo-inositol en diversos tejidos durante la diabetes
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y parece ser un factor importante en la patogénesis de las complicaciones de esta
enfermedad. Hay estudios que sugieren que esto es debido a que la glucosa y el
myo-inositol presentan una estructura estereoquimica muy similar y la glucosa
puede competir con la captacion de myo-inositol por parte de la célula aunque
también se ha visto que existe un aumento en la actividad de la enzima myo-inositol
oxidasa, encargada de la degradacion del myo-inositol. Por otro lado, se ha visto
que el transportador de myo-inositol aumenta en las células glomerulares en
presencia de alta glucosa. Este efecto se piensa que puede ser debido en parte a
un efecto de hiperosmolaridad (Burg, M. B y col 1988; Miyai, A y col 1995; Arner, R.
J. 2006).

3.3. LOS PRODUCTOS DE GLICOSILACION AVANZADA

Los productos de glicosilacién avanzada (AGEs; del inglés, advanced glycation
end products) son un grupo heterogéneo de macromoléculas formadas por la
modificacion de proteinas, lipidos y acidos nucleicos mediante una reaccién no
enzimatica de glicosilacion y oxidacion tras el contacto con azlcares de tipo aldosa.
Este proceso fue descrito en el afno 1912 por Maillard cuando observé que el
calentamiento de amino&cidos en presencia de alta glucosa desarrolla un

caracteristico color amarillo-marron (Singh, R. y col, 2001).

El ser humano esta expuesto a dos fuentes de AGEs: una exdégena mediante la
ingesta de alimentos y otra enddgena que se forma en el organismo (Semba, R.D. y
col, 2010), mayoritariamente en un ambiente de hiperglucemia y durante el
envejecimiento, contribuyendo al desarrollo de diferentes patologias relacionadas con
la edad y la diabetes (Goldin, A, y col 2006).

Los factores cruciales para la formacion de AGEs incluyen el intercambio de
proteinas para glicoxidacion, el grado de hiperglucemia y el estrés oxidativo. Si una o
varias de estas condiciones se dan, tanto las proteinas intracelulares como las

extracelulares son susceptibles a glicosilacién y oxidacion (Figura 19).
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Figura 19. Posibles vias de formacion de AGEs. La interaccion inicial entre los grupos aldehido de
azlcares altamente reactivos, como la glucosa con grupos amino libres de proteina dan lugar a la
base de Schiff, que de forma espontanea reacciona consigo misma generando un producto de
Amadori. Estas reacciones dan lugar a la formacién de grupos carbonilos altamente reactivos como el
3-deoxy-glucosona, glioxal o metil-glioxal. Estos, tienen la habilidad de reaccionar con grupos amino,
sulfidrilo y guanidina funcionales en proteinas asi como con lisinas o argininas funcionales dando lugar
a AGEs estables, como las N-(carboxymetil)lisina (CML). (Basta, G. y col 2004; Goldin, B.A. y col
2006)

3.3.1. El receptor de los productos de glicosilacion avanzada

Los AGEs mediante la unién a receptores de membrana pueden activar
diferentes vias de sefalizacion celular. Entre los receptores identificados estan
AGE-R1, AGE-R2, AGE-R3, los receptores “aclaradores” ScR-1l y CD-36, y el
receptor de los productos de glicosilacion avanzada (RAGE; del inglés, receptor of
advanced glycation end products), siendo este Ultimo el mas caracterizado (Zong, H
y col. 2011). El resto de receptores que se unen a AGEs no parecen transducir
ningun tipo se sefalizacién intracelular, actuando posiblemente como aclaradores y
detoxificadores de AGES (Goldin A. y col 2006)
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RAGE esta compuesto por 404 aminoacidos que dan lugar a una proteina de
un peso molecular de entre 45 y 55 KDa. La estructura completa de RAGE consta
de 5 dominios, uno N-terminal responsable de la sefal de transduccién, uno tipo V,
dos tipo C homodlogos a la familia de la inmunoglobulinas, una regi6n
transmembrana y una cola corta C-terminal intracelular. El dominio V es la regién
de unién a ligando (Schmitd AM.y col1992) (Figura 20).

El gen de RAGE humano esta localizado en la
region del complejo mayor de histocompatibilidad Il
del cromosoma 6. Mediante “splicing” alternativo se
generan diversas variantes de RAGE, algunas de
ellas son isoformas de membrana y otras son
isoformas solubles. RAGE soluble (sRAGE) puede
generarse mediante ruptura proteolitica de RAGE vy

actlar como cebador del receptor de membrana

mediante uniébn competitiva al ligando. La
Figura 20. Esquema . . .
desregulacion de las diferentes isoformas de RAGE

representativo de la
estructura de RAGE. parece tener un impacto importante en algunas
Fuente: Zong, H. y col 2011. enfermedades. Un ejemplo es la expresion anormal de
las isoformas solubles sRAGE y esRAGE que se han descrito en diversas
enfermedades relacionadas con el envejecimiento como la enfermedad de
Alzheimer, arterioesclerosis, artritis reumatoide, enfermedades vasculares, diabetes

tipo 1y 2 y sus complicaciones (Zong H. y col, 2011).

El promotor de RAGE presenta motivos de union para el factor nuclear kB
(NFkB), interferén y e interleuquina 6 (IL-6). NFkB controla la expresion celular de
RAGE durante la respuesta inflamatoria. RAGE estd minimamente expresado en
los tejidos normales pero cuando hay un cumulo de AGEs se incrementa mediante
un mecanismo de retroalimentacion positivo (Goldin, A. y col 2006).

3.3.2. Vias de senalizacion mediadas por el receptor de productos de

glicosilacion avanzada.

La via de senalizacion de RAGE puede ser iniciada por diversos ligandos
proinflamatorios como AGEs, S100/calgranulinas, amfoterina y el péptido pB-
amiloide. La unién de ligando a RAGE incrementa la presencia de especies
reactivas de oxigeno, activa a la enzima NADPH oxidasa, aumenta la expresion de

41



INTRODUCCION

moléculas de adhesion, incrementa el proceso inflamatorio mediado por NFkB y

otras vias de seinalizacion. Entre los mediadores inflamatorios aumentados a través

de AGE y NFkB, incluye al factor de necrosis tumoral a (TNFa), IL-6 y la proteina C
reactiva (Semba, R.D. y col 2010).

Se han visto cuatro vias de senalizacion mediadas por RAGE en funcién de los

diferentes ligandos, dando lugar a diferentes respuestas celulares.

Via janus quinasa (JAK) y el activador de transcripcion (STAT).

MAPK como Erk1/2, p38 y quinasas N-terminales c-Jun (JNK).

. Ras-Rac-Cdc42.

PI3K-Akt-PKB.

La activacion de estas vias va a dar lugar a la activacion de diferentes factores

de transcripcion como NFkB, STAT1/STAT3/STATS, y la proteina activadora 1 (AP-
1; del inglés activator protein 1) (Zong H. y col 2011) (Figura 21).
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3.3.3. Los productos de glicosilacion avanzada y envejecimiento.

Existen evidencias que soportan la idea de que los AGEs pueden contribuir a la
degeneracién multisistémica que ocurre durante el envejecimiento. Los AGEs
contribuyen a la inflamacion y dafo en el tejido a través de la interaccion con
RAGE. La reacciéon de los AGES con colageno u otras proteinas de matriz,
incrementa la rigidez de tejidos como las arterias, corazén, hueso y mdusculo.
Estudios histopatolégicos han visto que AGE y RAGE estan asociados con lesiones
de la enfermedad de Alzheimer, degeneracién macular relacionada con la edad,
arterioesclerosis, glomeruloesclerosis y fibrosis intersticial en el rinén, osteoporosis
y sarcopenia. El efecto dafiino de los AGEs sobre diferentes érganos ha sido

demostrado a través de modelos animales.

Estudios epidemiolégicos han demostrado que los niveles elevados de AGEs
estan asociados con diferentes patologias relacionadas con la edad. (Tabla 3). Se
han realizado estudios clinicos con inhibidores de AGEs que ralentizan el descenso
en la funcién renal y mejora las funciones cardiovasculares (Semba, R.D. y col
2010).

TEJIDO EFECTO DE LOS AGES ENFERMEDADES ASOCIADAS

membrana de Bruch

Deposicion de AGE Enfermedad de Alzheimer
Cerebro .

Inflamacién

Deposicion de AGE Cataratas
Ojo Alteracion de la Degeneracion Macular

Deposicion de AGE,
Reaccién con colageno

Rigidez arterial
Arterias y corazén

Hipertension
Enfermedad coronaria

Fallo del corazén

con AGE

Globulos rojos Disminucién en la

deformidad celular

Arterioesclerosis Enfermedad de arteria periférica
Inflamacién Infarto

Rigidez miocardio

Reacciones cruzadas Anemia
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TEJIDO EFECTO DE LOS AGES ENFERMEDADES ASOCIADAS

Deposicion de AGE Enfermedad renal crénica
Rifhodn Glomeruloesclerosis Fallo renal
Fibrosis intersticial

Deposicién de AGE Osteoporosis
Reacciones con Fracturas
Hueso colageno

Aumento de la rigidez

del hueso
Deposicién de AGE Sarcopenia
Reacciones con Pérdida de la fuerza muscular
) colageno Bajo rendimiento fisico
Mdusculos y o
Aumento de rigidez
tendones

muscular
Disminucién de

viscoelasticidad

Tabla 3. Resumen de los efectos de los AGES sobre diferentes tejidos y sus implicaciones
fisiopatoldgicas. Fuente: Semba, R.D. y col 2010.

Los AGEs son aclarados y metabolizados por el rifién, aunque éste también
puede actuar como un lugar de acumulacién de AGEs, habiendo sido descrito un dafo

asociado a la nefropatia diabética.

Los AGEs estan marcadamente elevados en el suero y tejidos de pacientes
con enfermedad renal avanzada. Estos pacientes presentan unos niveles dos veces
superiores comparado con pacientes diabéticos sin enfermedad renal, y unos niveles
de CML séricos cinco veces superiores a pacientes sanos (Semba, R.D. y col 2010).
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OBJETIVOS

El objetivo general del presente trabajo fue estudiar los mecanismos de
senescencia prematura en células mesangiales humanas en la diabetes y el

envejecimiento. Especificamente:

e Estudiar los mecanismos implicados en la senescencia celular
inducida por altas concentraciones de glucosa y los cambios en la
osmolaridad del medio extracelular en células mesangiales humanas

y en corteza renal, analizando:

o Las vias de senescencia implicadas en el proceso La
implicacién de la produccion de ROS en este proceso

o Laimportancia de la via de Ras y MAP quinasas.

o EI efecto del uso de osmolitos compatibles sobre Ila
senescencia celular.

o La senescencia celular y la funcién renal en un modelo
animal de diabetes e hiperosmolaridad plasmatica.

e Estudiar el efecto de los productos de glicosilacién avanzada sobre
la senescencia celular en células mesangiales humanas analizando
las vias intracelulares implicadas en dicho proceso, con espedial

atencion a:
o Las vias de senescencia implicadas.
o Laimplicacion de la produccion de radicales libres.

o El papel de factores de crecimiento como el IGF-1 en este
proceso.
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MATERIALES Y METODOS

1. DISENO EXPERIMENTAL

Para llevar a cabo este trabajo, se realizaron tanto experimentos in vitro como
in vivo. Los experimentos in vitro se realizaron en cultivos primarios de células
mesangiales humanas (CMH) (pases 3-7) y para los experimentos in vivo se utilizaron

ratas wistar macho.

Para analizar los efectos de la alta glucosa (HG; del inglés, high glucose) y la
pequenas variaciones de osmolaridad plasmatica, se incubaron las CMH con altas
concentraciones de glucosa (HG) (30mM) asi como diferentes osmolitos como manitol
(30mM), sacarosa (30mM), urea (30mM) y cloruro sodico (9mM), durante periodos de
tiempo de 24 a 72 horas. En un primer lugar se estudi6 la senescencia celular a través
del analisis la actividad B-galactosidasa asociada a senescencia utilizando el sustrato
fluorescente CioFDG, asi como las vias de senescencia implicadas mediante el
estudio de la expresion de p16™“2 p53 y p21.

La implicacién de la produccion de especies reactivas de oxigeno se testo
midiendo su produccién por citometria de flujo, en CMH tratadas con HG (30mM) o
manitol (30mM). Con el fin de conocer si el efecto sobre la senescencia era debido a la
produccion de ROS, se trataron las células con el antioxidante N-acetil-cisteina (NAC),
estudiandose tanto la actividad SA-B-Gal como la expresién de p53 y p16™<42,

Se analizaron las vias Ras y MAPK como posibles mecanismos intracelulares
implicados en el proceso de senescencia inducido por HG y manitol. La activacion de
Ras se estudié6 mediante ensayo de pull-down en CMH tratadas con HG (30mM) y

6'NK42 en células tratadas con el

manitol (30m) y la SA-B-Gal y la expresion de p53 y p1
inhibidor farmacol6gico de la farnesilacion de Ras FPTIII (2,5uM) y un dominante
negativo de Ras (DN-Ras). También se midi6 la activacion de las MAPK p38 y Erk1/2
mediante western-blot de su forma activa (p-p38 y p-Erk1/2) y se midio la expresion de
p53 y p16™*“@ en presencia de inhibidores farmacolégicos de la activacién de Erk1/2

(PD98059; 50uM) y p38 (SB203580; 25uM).

Para conocer el efecto de osmolitos compatibles sobre la senescencia celular,

se trataron CMH con myo-inositol (1mM) junto con HG (30mM) y manitol (30mM) y se

INK4
6 a

estudié la SA-B-Gal, la expresién p53 y p1 asi como la activacién de Ras, Erk1/2

y p38.
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Los estudios in vivo se realizaron para estudiar la senescencia celular y la
funcion renal en un modelo animal de diabetes e hiperosmolaridad plasmatica. Se
establecieron tres grupos de animales: controles, diabéticos (por inyeccion de
Estreptozotocina) y manitol (por inyeccion intraperitoneal de manitol durante 8 dias).
En estos animales se estudio la osmolaridad plasmatica, la glucemia y glucosuria,
diuresis, creatinina sérica, aclaramiento de creatinina y proteinas en orina. En el rindn

INK4
6 a

de estos animales se estudi6 la expresion de p53 y p1 mediante western-blot y

técnicas de inmunohistoquimica.

Para llevar a cabo el segundo objetivo del trabajo, con el fin de conocer los
efectos de los productos de glicosilacion avanzada sobre la senescencia celular, se
realizaron experimentos utilizando albumina glicosilada (AG) (50-200ug/ml) y albimina
no glicosilada (ANG) (100ug/ml) en CMH, durante periodos de tiempo de 24 a 72
horas. Se estudié la actividad B-galactosidasa asociada a senescencia utilizando el
sustrato fluorescente Ci,FDG. Las vias de senescencia implicadas se analizaron
mediante el estudio de la expresién de p16™*3 p53 y p21. Para estudiar la
especificidad de la interaccién AG-RAGE se bloque6 el receptor con un anticuerpo
blogueante anti-RAGE y un ARN de interferencia contra el mismo, analizando la

expresién de p53.

La implicacion de las especies reactivas de oxigeno se estudié midiendo la
produccion de ROS por citometria de flujo en CMH tratadas con AG (100ug/ml). Con el
fin de conocer si el efecto sobre la senescencia era debido a la produccion de ROS, se
trataron las células con el antioxidante N-acetil-cisteina (NAC), estudiandose tanto la
actividad SA-B-Gal como la expresion de p53. Se analizd la expresion de catalasa por
western-blot en presencia de AG (100ug/ml), ANG (100ug/ml), anticuerpo bloqueante
anti-RAGE y ARN de interferencia contra RAGE. Para ver la implicacién del descenso
en la expresion de catalasa sobre la senescencia se analizé la expresion de p53 y la
SA-B-Gal tras la adiccion exégena de catalasa.

La liberacion de IGF-1 al sobrenadante de CMH tratadas con AG (100ug/ml) se
estudié por ensayo de ELISA. La activacién del receptor IGF-1 (IGF-1R) se analiz6
mediante ensayo de inmunoprecipitacién y western-blot de la forma activa del receptor
(p-IGF-1R). La activacion del IGF-1R se inhibi6 utilizando un inhibidor farmacol6gico
de la autofosforilacion del IGF-1R (12uM) o mediante la transfeccion estable de CMH
con klotho. La expresion de klotho se midi6 por RT-PCR cuantitativa. Las vias
intracelulares implicadas se analizaron mediante western-blot o pull-down mediante el
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andlisis de la actividad de Akt (p-akt), FoxO1 (p-FoxO1), Ras (Ras-GTP) y Erk1/2 (p-
erk 1/2). Se midi6 la expresién de p53 y catalasa en presencia un dominante negativo
de Ras (DN-Ras) y un inhibidor farmacol6gico de la activacion de Erk1/2 (PD98059;

50uM) (Figura 22).
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Figura 22. Esquema del disefio experimental empleado en el presente trabajo
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2. MATERIAL EMPLEADO

2.1, REACTIVOS

Los reactivos y las dosis utilizados para la realizacion de los tratamientos in
vitro se resumen en la tabla 4

REACTIVO

CASA COMERCIAL
Uso

CONCENTRACION DE

Albumina glicosilada (AG) 100pg/ml Sigma (St. Louis, MO, EEUU)
Albumina no glicosilada (ANG) 100pg/ml Sigma (St. Louis, MO, EEUU)
Catalasa (CAT) 320U/ml Sigma (St. Louis, MO, EEUU)
N-acetil-cisteina (NAC) 10mM Sigma (St. Louis, MO, EEUU)
Glucosa 30mM Sigma (St. Louis, MO, EEUU)
Manitol 30mM Sigma (St. Louis, MO, EEUU)
Panreac (Castellar del Vallés,
Sacarosa 30mM B
Espafia)

Urea 30mM Calbiochem (Gibbstown, NJ, EEUU)

; Panreac (Castellar del Vallés,
Cloruro sédico (NaCl) 9mM

Espafia)

Anticuerpo monoclonal ] ]
R&D Systems (Minneapolis, MN,

bloqueante Anti- RAGE 10pg/ml
humano EEUL)
Inhibidor FPTIII 2,5uM Calbiochem (Gibbstown, NJ, EEUU)
PD98059 50 uM Calbiochem (Gibbstown, NJ, EEUU)
SB203580 25 uM Calbiochem (Gibbstown, NJ, EEUU)
Inhibidor IGF-1R 12 uM Calbiochem (Gibbstown, NJ, EEUU)
Myo-inositol 1 mM Sigma (St. Louis, MO, EEUU)
Tabla 4. Reactivos utilizados en los tratamientos

2.2, CULTIVO DE CELULAS MESANGIALES HUMANAS

Para la realizacion de los estudios in vitro se utilizaron células mesangiales

humanas (CMH). Estas células se cultivaron siguiendo los procedimientos descritos en

la bibliografia (Diez-Marqués, M.L. y col 1995). Se recogieron porciones de corteza

renal sanas, de un rifién humano obtenido por nefrectomia por carcinoma renal. Se

aislaron los glomérulos por procedimientos mecéanicos y se trataron con colagenasa

tipo 1A (Sigma, St. Louis, MO, EEUU) para la obtencién de células mesangiales. Las
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CMH se mantuvieron en placas petri de plastico con medio RPMI 1640 (Lonza,
Walkersville, M.D., EEUU), suplementado con un 10% de suero fetal bovino (FBS; del
inglés fetal bovine serum), L-glutamina (1mm), penicilina (0,66 pg/ml), estreptomicina
sulfato (60ug/ml) (Gibco, Paisley, Reino Unido), y tamponado con HEPES vy
bicarbonato, a pH 7.4 en una atmoésfera con 5% de CO.. El medio de cultivo se cambio
cada dos dias. Cuando las células alcanzaron la confluencia, se subcultivaron en un
ratio 1:4 usando el mismo medio de cultivo. Los experimentos se realizaron en células
en pase 3 a 7 sembradas en placas Petri de plastico a una densidad de 4x10*
células/cm2, en confluencia con medio RPMI sin FBS.

2.3. LINEA DE CELULAS MESANGIALES HUMANAS TRANSFECTADAS
ESTABLEMENTE CON KLOTHO

Para la obtencion de una linea celular de CMH transfectadas de manera
estable con un plasmido que contiene la isoforma de membrana de la proteina klotho,
se sembraron 100.000 células/pocillo en placas de 6 pocillos. Al dia siguiente se
procedié a transfectar dichas células, que estaban en estado de subconfluencia, con
1ug de plasmido que contiene la isoforma transmembrana de klotho de ratén, clonado
en un vector pEF1/Myc-His (CMHKL) (amablemente proporcionado por Dr. M. Kuro-o)
o bien con un plasmido que contenia el vector pEF1/Myc-His vacio (CMHvacio). Para
realizar la transfeccion se utiliz6 medio Opti-MEM® (Gibco, Paisley, Reino Unido) y
lipofectamina (Invitrogen Ltd, Paisley, Reino Unido). La transfeccion se dejé toda la
noche y transcurrido este tiempo, las células se recuperaron en medio RPMI al 10% de
FBS durante 3 dias. Una vez recuperadas, las células transfectadas se seleccionaron
con 200 pg/ml de G418 (Invitrogen Ltd, Paisley, Reino Unido) durante 14 dias (Kurosu,
H. y col 2006).

2.4. ESTUDIOS EN ANIMALES
Se realizaron tres grupos de animales con diferentes tratamientos:

e Grupo control: Formado por 6 animales a los que se les inyecto citrato via
intraperitoneal (3,75 ml de citrato/kg peso) y se mantuvieron durante 12

semanas, tras las cuales se sacrificaron.
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e Grupo Diabéticas: Formado por 6 animales a los que se les inyecto

estreptozotocina (STZ) (Invitrogen Ltd, Paisley, Reino Unido) por via
intraperitoneal para inducirles diabetes (75mg de STZ en 4,75ml de
citrato/kg peso) y se mantuvieron durante 12 semanas hasta su sacrificio.
La STZ es una N-Nitrosourea cuya accién especifica es la destruccién de
las células B-pancreaticas, generando por tanto, una diabetes experimental
de tipo 1.

e Grupo Manitol: Formado por 6 animales a los que se les inyectdé manitol
via intraperitoneal (10 ml Manitol 1M/kg peso) de manera diaria durante 8
dias. El manitol es utilizado para inducir un aumento en la osmolaridad

plasmatica (Ghodsi, A. y col 1999)

Durante el tratamiento, todos los animales se mantuvieron ab libitum de agua y

comida.

El dia anterior al término del tratamiento, los animales se introdujeron en jaula
metabdlica para recoger la orina producida durante 24 horas. Transcurrido este tiempo
los animales se anestesiaron con isofluorano y se procedié a la extraccién de sangre
directamente del corazon. Se recogieron muestras de rifdn y aorta que se congelaron
rapidamente en nitrégeno liquido y se conservaron a -80°C para su posterior analisis.
Una porcién de rifdn fue incluida en parafina para el analisis histolégico. La sangre
extraida se centrifug6é durante 15 min a 3000 rpm para la recogida del plasma que se

utilizé junto con la orina para analisis bioquimico.
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3. METODOS

3.1. ANALISIS DE LA ACTIVIDAD B-GALACTOSIDASA

Las técnicas empleadas para medir la actividad B-galactosidasa se basaron en
el uso de sustratos de la B-galactosidasa cuyo producto pudiera ser facilmente
detectable. Para la cuantificacién de la actividad de dicha enzima se utilizaron tres
métodos diferentes:

3.1.1. Deteccion citoquimica con tincion SA-B-gal: Para ello, se utiliz6 el
sustrato de la B-galactosidasa 5-bromo-4-cloro-3-indolil 3-D-galactésido (X-Gal). La
X-Gal es hidrolizada por la B-galactosidasa dando lugar a galactosa y 5-bromo-4-
cloro-3-hidroxindol. Este ultimo compuesto es oxidado a 5-5’-dibromo-4-4’-dicloro-
indigo que al dimerizar da lugar a un precipitado de color azul facilmente detectable
(Figura 23).
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Figura 23. Reacciéon de hidrélisis de X-Gal por la B-
galactosidasa.

Para la realizacion de esta técnica, las CMH se lavaron dos veces con PBS 1X,
se fijaron durante 3 minutos con paraformaldehido (Sigma, St. Louis, MO, EEUU) al
3% en tampon fosfato salino (PBS; NaCl 139mM, Na,HPO,-2H,O 8 mM, NaHPQO,-
2H,0O 1,4 mM; pH 7,4), se lavaron con PBS 1X y se incubaron 24h a 37°C con
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solucién fresca de tinciébn de Sa-B-gal [Tmg de 5-bromo-4-cloro-3-indolil B-D-
galactésido (X-Gal) (Calbiochem; Gibbstown, NJ, EEUU) por ml, 5mM Ferrocianuro
potasico 5 mM, ferricianuro potasico 5 mM, NaCl 150 mM, MgCl, 2 mM, acido
citrico 40 mM y fosfato sédico 4M; pH 6,0]. Para detectar la actividad B-gal
lisosomal, la solucion acido citrico fosfato sédico fue de pH 4,0. Tras la incubacién,
las CMH se lavaron con agua, se deshidrataron con diluciones seriadas de etanol al
90% y 100% y se tifieron con anti-Thy-1 para probar si las células conservan el
fenotipo mesangial (Dimri, G.P. y col 1995). Las muestras fueron fotografiadas
utilizando microscopio (Nikon Eclipse 50i; Melville, NY, EEUU), a distintos aumentos
(20x y 40x), acoplando una camara fotografica digital (Nikon Digital Sight; Melvine,
NY, EEUU).

3.1.2. Medida de actividad B-galactosidasa por citometria de flujo: En este
experimento  se  utilizé el sustrato de la  B-galactosidasa @ 5-
dodecanoilaminofluoresceina di-B-D-Galactopiranésido (Ci.FDG) (Figura 24). Una
vez dentro de la célula, la B-galactosidasa hidroliza los residuos de galactosa dando
lugar a un producto fluorescente que es retenido en la célula, probablemente debido
a la presencia de un motivo de 12 carbonos de naturaleza lipofilica que puede
incorporarse a la membrana celular. De este modo cuanta mayor actividad B-
galactosidasa tenga la célula, mayor intensidad de fluorescencia tendra. La
intensidad de fluorescencia puede medirse por citometria de flujo (Plovins, A. y col
1994).

NH—|CI— [CHEJ10CH
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Figura 24. Estructura quimica de C12FDG

Para la realizacion de este ensayo, se sembraron CMH en placas de 6 pocillos
y se trataron en medio sin FBS. Una vez finalizado el tratamiento, se les cambio el
medio y se incubaron durante 2 h con cloroquina 300 uM (Sigma, St. Louis, MO,

EEUU) para inducir alcalinizacién lisosomal. Este proceso permite eliminar la
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posible actividad B-galactosidasa procedente de los lisosomas y asi disminuir el
fondo. Transcurridas las 2 h con cloroquina, se afadio6 el sustrato fluorogénico de la
B-galactosidasa, CoFDG (33uM) (Invitrogen Ltd, Paisley, Reino Unido) y se dejé
durante 4 h. Al final de la incubacién, las CMH se lavaron dos veces con PBS 1X
frio y se levantaron mediante tripsinizacion. Las células se centrifugaron a 1800 rpm
durante 5 min a 4°C, se lavaron con PBS 1X y se volvieron a centrifugar. El pellet
celular se resuspendié en 500ul de PBS 1X y se analizé inmediatamente en
citometro de flujo FASCCalibur con un laser de argbén a 488nm de excitacion
(Becton Dickinon; BD Bioscience; Erembodegem, Bélgica). La senal de Cio-
fluoresceina se midié en el detector FL-1 y la actividad B-galactosdiasa se estimé
utilizando la intensidad de fluorescencia media de la poblacion. La
autofluorescencia de CMH se midi6 en paralelo en células no expuestas a C1,FDG.
Los datos se analizaron con el programa WinMDI
(http://facs.scripps.edu/software.html).

3.1.3. Medida de actividad B-galactosidasa por microscopia confocal:
Para la realizacién de esta técnica se emple6 también el sustrato fluorescente de la
B-galactosidasa Ci,FDG. En este caso, la fluorescencia se detect6 en un

microscopio confocal de fluorescencia.

En una placa de 24 pocillos se colocaron cubreobjetos circulares de cristal
estériles (Microscope Cover Glass 12mm; Thermo Scientific; Chicago, IL., EEUU)
donde se sembraron 100.000 células/pocillo en medio con 10% FBS. Al dia
siguiente, se deprivaron las células de suero y se le anadié el tratamiento
correspondiente. Terminado el mismo, se incubaron con el sustrato fluorogénico de
la B-galactosidasa, Ci,FDG (33uM) (Invitrogen Ltd, Paisley, Reino Unido) durante
4h. Finalizado dicho tiempo, las células se lavaron 2 veces con PBS 1X y se fijaron
con paraformaldehido al 4% en PBS 1X durante 15 minutos. Posteriormente se
lavaron las muestras y se montaron con liquido de montaje ProLong® Gold antifade
Reagement (Invitrogen Ltd, Paisley, Reino Unido) que incorpora tinciéon de nicleos
celulares con DAPI. Las muestras se observaron en microscopio confocal LEICA
TCS-SP5 (Leica Microsystems; Wetzlar, Alemania) utilizando laser de excitacion a
488nm para detectar el producto fluorescente, y el diodo de 405 nm para detectar el
DAPI. Las imagenes fueron captadas y la intensidad de la fluorescencia se midié
por densitometria con programa Imaged (http://rsbweb.nih.gov/ij/) y se

representaron los resultados en forma de porcentaje con respecto al control.
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3.2 EXTRACCION DE PROTEINAS DE CULTIVO CELULAR Y TEJIDO

Para la extraccion de las proteinas nucleares y citosélicas de cultivo celular y
tejido se utilizaron procedimientos diferentes

3.2.1. Cultivo celular: Las células tratadas se llevaron a hielo y se lavaron
dos veces con PBS 1X frio. Para la extraccion de las proteinas las células se lisaron
con 30 pl/cm? de tampén de lisis compuesto por Tris-HCI 20 mM (pH 7.4) EDTA 1
mM, 10% v/v glycerol, KCI 100 mM, 1% triton X-100, 0.5% v/v B-mercaptoethanol,
NaF 5 mM, NavO, 0,2 mM, MgCl, 5 mM, e inhibidores de proteasas (Roche,
Mannheim, Germany). La solucién resultante se centrifugé a 13000 rpm durante 5
minutos a 4°C. La concentracién de proteinas del sobrenadante se determind
utilizando Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, Hercules, CA, EEUU). A cada muestra
se afadié tampdédn SDS 5x (Tris-HCI 0,1M pH7, SDS 3X, B-mercaptoetanol 1M,
Glicerol 1M y azul de bromofenol) y se calenté a 95°C durante 5 minutos para la
desnaturalizacién de proteinas y posterior analisis de las mismas por western-blot.

3.2.2. Tejido renal: Porciones de corteza renal se sometieron a tampoén de
lisis (Tris-HCI 10 mM, pH7,6, 1% Triton X-100, EDTA 1mM, 0,1% deoxicolato
sédico, NaVO, 500 mM, NaF 50 mM, PMSF 1mM e inhibidores de proteasas)
durante 30 minutos en hielo. Trascurrido este tiempo, los tejidos se trituraron
mecanicamente y se centrifugaron a 12000 rpm durante 20 minutos a 4°C. La
concentracion de proteinas del sobrenadante se determind utilizando el kit Dc
Protein Assay (Bio-Rad, Hercules, CA, EEUU). A cada muestra se afadi6 tampoén
SDS 5x y se calentd a 95°C durante 5 minutos para la desnaturalizacion de

proteinas. Una vez extraidas las proteinas se analizaron por western-blot.

3.3. ANALISIS DE PROTEINAS POR WESTERN-BLOT

Para el estudio de la expresién de proteinas se utilizd la técnica de western-blot
que permite en un primer paso la separacién de proteinas por peso molecular y la
posterior deteccién de la proteina de interés mediante el uso de anticuerpos que la
reconocen especificamente (Towbin, H. y col 1979).

Una misma cantidad de proteina de cada muestra se separé en geles de SDS-
poliacrilamida (National Diagnostics, Atlanta, GA, EEUU) de diferente porcentaje bajo
condiciones reductoras en tampén de electroforesis (Tris-HCI 25 mM, pH 8,3, Glicina
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19,2 M y 0,1% SDS). Una vez separadas las proteinas por peso molecular se
transfirieron a membranas de PVDF (Perkin Elmer, Boston, MA, EEUU) por
transferencia semi-seca en tampon “semi-dry” (Tris-HCI 48 mM, pH 9,2, glicina 39 mM,
0,35% SDS y 20% metanol) o de nitrocelulosa (Bio-Rad, Hercules, CA, EEUU) por
transferencia humeda con tampén de transferencia (Tris-HCI 25 mM, pH 8,3, Glicina
19,2 M, 0,1% SDS y 20% Metanol), para proteinas de alto peso molecular. Las
membranas se bloquearon con un 5% de leche desnatada o un 5% albumina sérica
bovina (BSA) en tamp6n tween-tris salino (TTBS) (Tris-HCL 20mM pH 7,5, 0.9% NaCl,
0.05% Tween 20) durante 1h a temperatura ambiente. Una vez bloqueadas, las
membranas se incubaron con el correspondiente anticuerpo primario contra la proteina
que se queria detectar durante toda la noche a 4°C. Tras lavar las membranas con
TTBS, se incubaron con el correspondiente anticuerpo secundario (Tabla 6) conjugado
con peroxidasa durante 1h a temperatura ambiente. Una vez lavadas las membranas
se revelaron utilizando ECL Western blotting detection reagents (Pierce, Rockford, IL,
EEUU) y la consecuente exposicion a peliculas X-OMAT (Kodak, Rochester, NY,

EEUU). A continuacién se detallan los datos de todos los anticuerpos utilizados
(Tablas 5y 6)

: Especie o . :
Anticuerpo Dilucion Diluyente @ Bloqueo Casa comercial
hospedadora
Monoclonal anti-f- | 3% BSA 5% Sigma, St. Louis, MO,
: Raton 1/1000
tubulina en TTBS Leche EEUU
Monoclonal anti- ) 3% Leche 5% Sigma, St. Louis, MO,
. Conejo 1/1000
actina en TTBS Leche EEUU
Monoclonal anti- i 3% BSA 5% Sigma, St. Louis, MO,
Raton 1/1000
p53 humano en TTBS Leche EEUU
Monoclonal anti- i 3% BSA 5% Sigma, St. Louis, MO,
s Raton 1/1000
p16 humano en TTBS Leche EEUU
Policlonal anti- ) 3% Leche 5% Abcam (Cambrige, MA,
s Conejo 1/1000
p16 en TTBS Leche EEUU)
Monoclonal anti- i 3% BSA 5% BD Biosciences
Ratén 1/500 .
p21 humano en TTBS Leche (Erembodegem, Bélgica)
) ; ) 3% Leche 5% Abcam, Cambrige, MA,
Policlonal anti-p21 Conejo 1/500
en TTBS Leche EEUU
Monoclonal anti- i 3% BSA 5% BD Biosciences,
Ratén 1/1000 o
Ras humano en TTBS Leche Erembodegem, Bélgica
Policlonal anti-erk ) 3% Leche 5% Cell Signaling technology
Conejo 1/500
1/2 en TTBS Leche (Danvers, MA, EEUU)
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: Especie . : :
Anticuerpo Dilucion Diluyente Bloqueo Casa comercial

hospedadora

Policlonal anti-p- , ,
) 3% BSA Cell Signaling technology,
erk 1/2 Conejo 1/500 5% BSA
en TTBS Danvers, MA, EEUU
(Thr202/Tyr204)
) ; ) 3% Leche 5% Cell Signaling technology,
Policlonal anti-p38 Conejo 1/500
en TTBS Leche Danvers, MA, EEUU
Policlonal anti-p-
) 3% BSA Cell Signaling technology,
p38 Conejo 1/500 5% BSA
en TTBS Danvers, MA, EEUU
(Thr180/Tyr182)
Monoclonal anti- . 3% Leche 5% Cell Signaling technology,
Conejo 1/100
IGF-1RB en TTBS Leche Danvers, MA, EEUU
Monoclonal anti-p- ) 3% BSA Cell Signaling technology,
Conejo 1/500 5% BSA
IGF-1RB en TTBS Danvers, MA, EEUU
Policlonal anti- ) 3% Leche 5% Cell Signaling technology,
Conejo 1/1000
Catalasa en TTBS Leche Danvers, MA, EEUU
. ) 3% Leche 5% Cell Signaling technology,
Anti-FoxO1 Conejo 1/100
en TTBS Leche Danvers, MA, EEUU
. ) 3% BSA Cell Signaling technology,
Anti-p-FoxO1 Conejo 1/500 5% BSA
en TTBS Danvers, MA, EEUU
Policlonal anti- ) 3% Leche 5% Abcam, Cambrige, MA,
Conejo 1/1000
RAGE humano en TTBS Leche EEUU
. : 3% Leche 5% Cell Signaling technology,
Policlonal Anti-Akt Conejo 1/1000
en TTBS Leche Danvers, MA, EEUU
Monoclonal Anti-p- ) 3% Leche 5% Cell Signaling technology,
Conejo 1/1000
Akt en TTBS Leche Danvers, MA, EEUU
Policlonal Anti- ) 3% BSA BD Biosciences,
. Conejo 1/1000 5% BSA .
fosfotirosina en TTBS Erembodegem, Bélgica

Tabla 5. Anticuerpos primarios utilizados y condiciones empleadas para la realizacién de los western-
blot

] Especie e ] ]
Anticuerpo Dilucion Diluyente Casa comercial

hospedadora

Anti-ratén 1gG
peroxidasa- Cabra 1/2000
conjugado

0,05% BSA en Sigma, St. Louis,
TTBS MO, EEUU

Anti-conejo I1gG
peroxidasa- Cabra 1/5000 3% leche en TTBS

conjugado

Dako, Glostrup,

Dinamarca

Tabla 6. Anticuerpos secundarios utilizados y condiciones empleadas para la realizacion de los
western-blot
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3.4. MEDIDA DEL ESTADO OXIDATIVO

La produccién total de ROS se analizé midiendo la oxidacion de 2°,7’-
diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA) (Molecular probes, Paisley, Reino
Unido) producida en CMH, por citometria de flujo. La DCFH-DA es la técnica mas
empleada para la medida del estado oxidativo
celular. La DCFH-DA entra al interior de la célula

Oz o DCFH-DA , .
(No Fluorescente) gracias a su gran permeabilidad celular y una vez en

cHy o el interior, las esterasas intracelulares hidrolizan a la
r.ﬁ ﬁ!ﬁ e — DCFH-DA dando lugar a un producto relativamente
ﬂ‘& u.& membrana celular polar e impermeable a la membrana celular, H.DCF.

Esta molécula no fluorescente se acumula en el
DCFH-DA interior de la célula y la consecuente oxidacion de la

(No Fluorescente) ismg da lugar al producto fluorescente DCF (Figura

Esterase

o 25). El estado oxidativo de una muestra puede ser
l monitorizado mediante la deteccion del incremento
en fluorescencia. La acumulacién de DCF en células
puede ser medida por un incremento en la

fluorescencia a 530nm cuando la muestra es

excitada a 485 nm. La fluorescencia a 530nm puede
o
O 4 DEC medirse usando un citémetro de flujo y se asume que
cl ] .
[ X[ (Fluorescente) g5 proporcional con la concentracién de per6xido de
HO o] OH

: , hidrégeno en la célula (Bass, D.A. y col 1983; Royall,
Figura 25. Reacciones de la

DCFH-DA en el interior de la J-A- Y Ischiropoulos, H.1993)

célula.
Para la realizacion de este ensayo, las CMH

se lavaron dos veces con PBS 1X y se levantaron por tripsinizacion. La suspensién
celular se centrifugd 5 minutos a 1800 rpm a 4°C, el pellet se resuspendié en 300ul de
solucion DCFH-DA (5uM) y se incub6 durante 30 minutos a 37°C en oscuridad. Uno de
los tubos se resuspendidé en 300 pl de PBS 1X para medir la autofluorescencia de
CMH. Tras la incubacién, las células se lavaron con PBS y se centrifugaron durante 5
min a 1800 rpm a 4°C. Las células se resuspendieron en 500ul de PBS 1X y se
mezclaron con yoduro de propidio 1mg/ml (Sigma, St. Louis, MO, EEUU). Las CMH se
analizaron con citémetro de flujo FACSCalibur (Becton Dickinon; BD Bioscience;
Erembodegem, Bélgica). La sefal H,.DCFDA-fluoresceina se midié con detector FL-1 y
las células yoduro positivas con FL-3. La produccion de ROS se estim6 utilizando la
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intensidad de fluorescencia media de la poblacién viva (yoduro de propidio negativas).
Los datos se analizaron con programa WinMDI (http:/facs.scripps.edu/software.html).

3.5. ENSAYO DE PULL-DOWN

La actividad de Ras (Ras-GTP) se midi6 mediante ensayo de pull-down
(Einarson, M.B. 2007). El fundamento de esta técnica se basa en que la proteina Ras
activa es capaz de reconocer el dominio de unién a Ras (RBD) de Rafi1, proteina
susceptible de activacion por Ras. Para la realizacion del ensayo de pull-down se
utiliza una proteina de fusién que contiene el dominio de unién a Ras unido a glutation
sefarosa (GST) (RBD-GST). EI RBD-GST se encuentra clonado en un plasmido
bacteriano que se purifica tras el crecimiento de estas bacterias en medio LB con
ampicilina. La glutation sefarosa permite a la proteina de fusién adherirse a sefarosa
con una alta afinidad. Por tanto, el ensayo de pull-down consiste en la incubacién de la
mezcla de proteinas presentes en los lisados celulares con la proteina RBD-GST
unida a sefarosa. Como se ha comentado antes, la sefarosa es facilmente precipitable
por centrifugacion y permite la separacién de la proteina Ras activa del resto de
proteinas celulares. Para facilitar la unién de la RBD-GST a la sefarosa es necesaria la
incubacién de ambas a 4°C toda la noche, preparandose el dia anterior al pull-down.

Para la realizacién de este ensayo las CMH tratadas se lavaron dos veces con
PBS 1X y se lisaron con 300ul de tampdn de extraccién de Ras (Tris-HCI 20mM (pH
7.4), EDTA 1mM, 10% v/v glicerol, CIK 100 mM, 1% triton X-100, 0.5% v/v B-
mercaptoetanol, NaF 5 mM, NavVO, 0,2 mM, MgCl,5 mM e inhibidores de proteasas).
El lisado celular se centrifugd a 13000 rpm durante 5 minutos a 4°C. 270 ul del
sobrenadante se incubaron con bolas de sefarosa unida a la proteina de fusion
Glutation S-transferasa (GE Healthcare; Buckinghamshire, Reino Unido) que contiene
el dominio de unién a Ras de Raf1 (GSTRaf1-RBD) durante 2h. Las bolas de sefarosa
se lavaron 3 veces con el tampén de lisis utilizado, se afiadié tampén SDS 5x y se
calentaron a 95°C durante 5 minutos para su futuro andlisis por western-blot. 30 pl de
los lisados celulares se tomaron previamente al ensayo de pull-down para el analisis
de la expresion total de Ras.
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3.6. INMUNOHISTOQUIMICA

Los tejidos renales recogidos de los animales se fijaron en formalina (Sigma,
St. Louis, MO, EEUU) durante toda la noche, se deshidrataron mediante un gradiente
creciente de etanol (Panreac, Castellar del Valles, Espafa) y se incluyeron en
parafina. Se realizaron cortes en laminas de 3 um y se montaron en cristales de poly-
L-lisina (Polysine®; Fisher Scientific, Madrid, Espafa). Después se desparafinaron con
xileno (Panreac, Castellar del Valles, Espafna) y se rehidrataron mediante un gradiente
decreciente de etanol.

Para las inmunohistoquimicas las muestras una vez desparafinadas y
rehidratadas se sometieron a desenmascaramiento antigénico exponiéndolas en una
olla a presion durante 2 minutos. Después se roded cada muestra con un rotulador
hidrofébico (Dako Pen, Glostrup, Dinamarca). A continuacion se bloqued la peroxidasa
endoégena incubando con H,O, (Panreac, Castellar del Vallés, Espana) al 3% durante
5 minutos. Tras el bloqueo, se incubaron toda la noche con el anticuerpo primario anti-
p53 (Sigma, St. Louis, MO, EEUU) o anti-p16™%*? (Sigma, St. Louis, MO, EEUU) a una
dilucién 1:100 en PBS al 3% de albdmina sérica bovina (BSA, Sigma, St. Louis, MO,
EEUU). Como control negativo se utilizaron secciones a las que no se les afnadié
anticuerpo primario. Al dia siguiente se incubd con el anticuerpo secundario anti-ratén
(Sigma, St. Louis, MO, EEUU; 1:100) durante 1 hora. Tras lavar con PBS se revel6
con el cromégeno diaminobencidina (DAB; Dako, Glostrup, Dinamarca)
aproximadamente durante 5 minutos. Las secciones se contrastaron con hematoxilina
(Sigma, St. Louis, MO, EEUU) y se montaron con DPX (Panreac, Castellar del Valles,
Espana). Las muestras fueron fotografiadas utilizando microscopio Nikon Eclipse 50i
(Melville, NY, EEUU), a distintos aumentos (20x y 40x), acoplando una camara
fotografica digital (Nikon Digital Sight; Melvine, NY, EEUU).

3.7. TRANSFECCION CON ARN DE INTERFERENCIA

Se utiliz6 esta técnica para inhibir de manera especifica la expresién de RAGE.
Para ello, el dia previo a la transfeccién se sembraron 100.000 células/pocillo en una
placa de 6 pocillos. Al dia siguiente, las células en subconfluencia se transfectaron con
ARN de interferencia (siRNA; del inglés, small interference RNA) ON-TARGETplus
SMARTpool (Dharmacon, Chicago, IL., EEUU). Se mezclaron 100nM de RAGE siRNA
(Cat. No: L-003625-00-0005) o control de siRNA sin diana (Cat. No. D-001810-10-05)
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con 3pl de Lipofectamina 2000 (Invitrogen Ltd, Paisley, Reino Unido) en 200ul de Opti-
MEM® y se incubaron durante 20 minutos a 37°C. Transcurrido este tiempo, la mezcla
se anadié a CMH al 50% de confluencia en 800ul de Opti-MEM® y se incubaron
durante toda la noche a 37°C. Posteriormente, las células se dejaron recuperar
anadiendo medio RPMI al 10% de FBS. Tras 48 horas, las células se deprivaron de
suero y se les anadié el tratamiento. Posteriormente se extrajeron las proteinas para
su analisis por western-blot.

3.8. MEDIDA DE EXPRESION DE IGF-1 POR ELISA

El ensayo de inmunoadsorcién enzimatica (ELISA, del inglés enzyme-linked
immunosorbent assay) es un método cuantitativo basado en la deteccién de un
antigeno presente en una muestra mediante anticuerpos que, directa o indirectamente,
producen una reaccion cuantificable espectrofotométricamente (Engvall, E. y col
1977).

Para la cuantificacién de IGF-1 liberado al sobrenadante celular, se emple6 un
ensayo de ELISA comercial especifico para IGF-1 humano (R&D Systems;
Minneapolis, MN, EEUU). Se utilizé una placa que portaba un anticuerpo monoclonal
anti-IGF-1 humano adherido al fondo de los pocillos. Se recogié el sobrenadante de
las células tratadas y se realiz6 una breve centrifugacion para eliminar los restos
celulares (2 minutos a 11000 rpm). 1500 ul de cada sobrenadante se traspasé a un
tubo limpio liofilizandose posteriormente (Liofilizador Labconco; Kansas City, MO,
USA) para concentrar las proteinas unas 20 veces. Tanto las soluciones de la curva
estandar como los sobrenadantes se pipetearon en los pocillos de la placa y se
incubaron durante 2 horas a 4°C, de tal modo que cualquier IGF-1 presente en la
muestra se unié al anticuerpo inmovilizado. Tras diversos lavados para eliminar
cualquier sustancia no unida al anticuerpo inmovilizado, se afadié un anticuerpo
policlonal especifico para IGF-1, unido a una enzima y se incub6 durante 1 hora a 4°C.
Tras varios lavados para eliminar el anticuerpo no unido, se procedié a la adicién del
sustrato de la enzima ligada al anticuerpo y se incubé durante 30 minutos en oscuridad
a temperatura ambiente. La adicién del sustrato dio lugar a color de manera
proporcional a la cantidad de IGF-1 unida en el primer paso. La reaccion se paré y la
intensidad de color se midi6é en un espectrofotometro a 450nm. Se tomé una medida a
570 nm cuyo valor se resta al obtenido a 450nm para corregir las posibles
imperfecciones 6pticas de la plata. Los valores obtenidos se interpolaron en la curva
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patron dando lugar a valores de IGF-1 en ng/ml, que se representaron en tanto por
ciento respecto al control.

3.9. ENSAYO DE INMUNOPRECIPITACION DEL RECEPTOR DE IGF-1

Para la deteccion de la activacién del IGF-1R se utilizé la técnica de
inmunoprecipitiacién. Esta técnica consiste en la incubacion de la mezcla de proteinas
presente en los lisados celulares con un anticuerpo especifico contra IGF-1R junto con
la proteina A/G unida a sefarosa. La proteina A/G tiene una gran afinidad por la region
Fc del anticuerpo (IgG), quedando libre la regién Fab del mismo para su union con la
proteina a estudiar. Como la proteina A/G esta unida a sefarosa, un soporte facilmente
precipitable por centrifugacion, se puede separar de este modo el inmunocomplejo del
resto de las proteinas de la muestra que permaneceran en el sobrenadante (Bjorck, L.
y col 1984).

Las CMH sembradas en placas Petri de 10cm? fueron tratadas con albimina
glicosilada (100 pg/ml) a diferentes periodos de tiempo. Una vez transcurrido el mismo,
se lavaron dos veces con PBS 1X y se lisaron con 300ul de un tampé6n de lisis
compuesto por Tris-HCI 50 mM a pH 7.5, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, NavVO, 1 mM,
PMSF 0,1 mM y 1% triton X-100. Los lisados celulares se centrifugaron a 13000 rpm
durante 20 minutos a 4°C. 200 pl del sobrenadante se incubaron con anticuerpo anti-
IGF-1RB a una dilucién 1/50 durante toda la noche a 4°C en rotacion. Se afadié a
cada muestra 10ul de proteina A/G plus (Santa Cruz Biotechnology, Inc. Heidelberg,
Alemania) y se incubd durante 3h a 4°C en rotacién. La proteina A/G plus se lavd con
un tampon de lavado que contenia Tris-HCI 50 mM a pH 7.5, NaCl 150 mM, EDTA 1
mM, NavVO, 1 mM y PMSF 0,1 mM. A cada muestra se afadié6 tampén SDS 5x, se
calenté a 95° durante 5 minutos y se cargé en geles de poliacrilamida para su
separacion por electroforesis. Los geles se transfirieron a membranas de PVDF y se
incubaron con anticuerpo anti-fosfotirosina para deteccién de IGF-1R autofosforilado.
Como control del IGF-1R total se reincubaron las membranas con el anticuerpo anti-
IGF1R.
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3.10. MEDIDA DE LA EXPRESION DEL ARNm DE KLOTHO

Para medir la cantidad de ARNm de klotho se emple6 la técnica de RT-PCR
cuantitativa o RT-PCR a tiempo real. Esta técnica se basa en la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR; del inglés, polymerase chain reaction) que permite amplificar
secuencias de ADN hasta niveles facilmente detectables mediante una ADN
polimerasa termoestable aislada de la bacteria Thermus aquaticus (Taq polimerasa)
(Saiki, R.K, y col 1988). Para evaluar la expresién de un determinado gen por esta
técnica, en primer lugar, el ARNm debe transformarse a ADN puesto que la Taq
polimerasa solamente es capaz de amplificar ADN. Al ADN obtenido a partir de ARN
se denomina ADN complementario o copia (ADNc). Esta reaccién es lo que se conoce
como retrotranscripcion o transcripcion inversa. Una vez obtenido en ADNc se procede
a la PCR. En una PCR cuantitativa (qPCR; del inglés, quantitative PCR) se utiliza un
termociclador con capacidad de hacer incidir sobre una muestra un haz de longitud de
onda determinada y detectar la fluorescencia emitida por el fluoréfloro excitado. En la
gPCR realizada se utilizaron sondas Tagman™ especificas que son capaces de unirse
al fragmento de ADN susceptible de amplificacién de tal manera que cuando la Taq
polimerasa amplifica esa regién, la sonda emite fluorescencia. La fluorescencia
producida estara relacionada con la cantidad de producto amplificado (Schefe, J.H. y
col 2006).

La extraccion del ARN celular se basé en el método desnaturalizante del
tiocianato de guanidinio y la extraccién con fenol/cloroformo (Chomczynski, P. 1993)
Para la realizacion de esta técnica se procedié a la extraccion del ARN de CMH
transfectadas con plasmido que sobreexpresa klotho o con plasmido vacio utilizando el
reactivo Trizol (Invitrogen Ltd, Paisley, Reino Unido). Para ello, se retir6 el medio de
cultivo de cada placa, se anadié 1 ml del reactivo Trizol y se homogeneizd con la
micropipeta hasta que la solucion se volvio viscosa. La mezcla se incubé durante 15
minutos para permitir la completa disociacién de los complejos de nucleoproteinas. A
continuacion, se anadieron 200ul de cloroformo, se mezcl6é vigorosamente y se dejo
reposar, centrifugandose después durante 15 minutos a 12.000 x g. Tras dicho
centrifugado se observaron tres fases: una fase organica roja (inferior), una interfase
blanquecina y una fase acuosa incolora (superior). El ARN se encuentra disuelto en la
fase acuosa, que se recogio, se precipitd con 500ul de isopropanol y se centrifugd a
12.000 x g durante 10 minutos. EI ARN precipitado se lavd con etanol para favorecer
su disolucién en agua y se centrifugd a 7500 x g durante 5 minutos. El pellet se dej6
secar y se resuspendié en agua libre de enzimas que degraden el ARN (ARNasas). La
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integridad del ARN se test6 corriendo las muestras en geles de agarosa-formaldehido,
y la concentracién total de ARN se midié utilizando un espectrofotometro VIS-UV

(Nanodrop).

A partir del ARN extraido se sintentiz6 ADN copia (ADNc) utilizando el kit High
Capacity™ (Applied Biosystems Inc. Foster City, CA, EEUU). La expresion de klotho
se midié6 por RT-PCR cuantitativa (qPCR) (ABI Prism 7000), mediante ensayo
Tagman™ y método doble delta Ct. Los primers utilizados fueron Kilotho
(Rn00580132_m1), y como control endoégeno, 18s (18s ARNr eucariético control
enddgeno Applied Biosystems) y GAPDH (Rn99999916_m1).

3.11. TRANSFECCION CON DOMINANTE NEGATIVO DE RAS

Para inhibir la activacién de Ras, se utilizé un plasmido que contenia un
dominante negativo de Ras (DN-Ras) que expresa una proteina disfuncional que
compite con la activacion de proteina Ras nativa. El dia anterior de la transfeccién, se
sembraron 100.000 células/pocillo en una placa de 6 pocillos. Las CMH en una
subconfluencia de aproximadamente el 50%, se transfectaron con 1ug de plasmido
con DN-Ras junto con lipofectamina (Invitrogen Ltd, Paisley, Reino Unido) en Opti-
MEM® como medio de transfeccion y se dej6 toda la noche. Al dia siguiente, se retird
el medio de transfeccion y se dejaron recuperar las células en medio con suero. Tras
48h de recuperacion, las células se deprivaron de suero y se les anadio el tratamiento
correspondiente. Una vez finalizado el tratamiento, se analizé la cantidad de Ras
activo mediante ensayo de pull-down y la expresién de diferentes proteinas por
western-blot.
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4. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se muestran como media * error estandar de la media de un
numero variable de experimentos. Los valores densitométicos de los western-blot se
corrigieron por la variacion de carga de las correspondientes densidades de las
bandas de Actina o B-tubulina. Se compararon los datos no pareados a través de los
test estadisticos ANOVA de dos vias, t-Student, Friedman y Wilcoxon. El valor de p
inferior a 0,05 se consider6 estadisticamente significativo. Los analisis estadisticos se
realizaron con el programa SPSS version 17.0.
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1. ANALISIS DE LOS EFECTOS DE ALTAS
CONCENTRACIONES DE GLUCOSA Y LOS PEQUENOS
CAMBIOS EN LA OSMOLARIDAD EXTRACELULAR
SOBRE LA SENESCENCIA CELULAR EN CELULAS
MESANGIALES HUMANAS Y EN LA CORTEZA RENAL

1.1. LAS ALTAS CONCENTRACIONES DE GLUCOSA INDUJERON
SENESCENCIA CELULAR EN CELULAS MESANGIALES HUMANAS
MEDIANTE LA ACTIVACION DE LAS VIAS p53 Y p16™K
Nuestro objetivo fue evaluar si las altas concentraciones de glucosa (HG)
inducen senescencia y estudiar los mecanismos implicados en células mesangiales
humanas sometidas al tratamiento prolongado con HG (30mM).

Para ello, en primer lugar, se trataron CMH con HG durante diferentes periodos
de tiempo, observandose un aumento significativo de la actividad B-galactosidasa tras
24h de tratamiento, que se mantuvo hasta las 72h (Figura 26).
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Figura 26. La HG promovio el aumento en la actividad B-galactosidasa. Actividad B-galactosidasa
en CMH tratadas a diferentes periodos de tiempo con glucosa 30mM, medida por microscopia
confocal con sonda C12FDG. En la parte derecha se muestra una fotografia representativa de cada
tratamiento y en la parte izquierda el andlisis densitométrico de todos los experimentos. Los resultados

son la media * error estandar de seis experimentos independientes *p < 0,05 vs control.
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Para dilucidar los mecanismos de senescencia que se estan activando en
presencia de HG, se analizaron las vias de p53 y p16"“*®. Cuando se analizé la via de
senescencia de p53 se observo un aumento significativo en su expresion de manera
tiempo-dependiente (Figura 27.A), asi como en la expresion de p21 (Figura 27.B).
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Figura 27. La HG indujo un aumento en la expresion de p53 y p21. (A) Andlisis de la expresion
proteica de p53 y (B) p21 mediante western-blot en CMH tratadas con glucosa 30mM a diferentes
periodos de tiempo. En la parte superior se muestra un blot representativo y en la parte inferior el
analisis densitométrico de todos los experimentos. Los resultados son la media * error estandar de
seis experimentos independientes *p < 0,05 vs control.

Al estudiar la via de senescencia de p16™“2, también se observé un aumento

significativo en su expresion tras el tratamiento con alta glucosa (Figura 28).
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Figura 28. La HG aumenté la expresion de p16™“**. Andlisis de la expresion proteica de p16™**
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mediante western-blot en CMH tratadas con glucosa 30mM durante diferentes periodos de tiempo. A
la derecha se muestra un blot representativo y en la parte izquierda el analisis densitométrico de todos
los experimentos. Los resultados son la media + error estandar de seis experimentos independientes
*p < 0,05 vs control.
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La glucosa es un azlcar y por tanto, puede actuar como un soluto
osméticamente activo. Cuando analizamos la osmolaridad en el medio cultivo de CMH
tratadas con HG, observamos un ligero pero significativo aumento en la osmolaridad
de unos 20-30 mOsm/kg con respecto al medio de cultivo de las células sin
tratamiento (Figura 29).
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1.2. EL TRATAMIENTO DE CELULAS MESANGIALES HUMANAS CON

DIFERENTES SUSTANCIAS OSMOTICAMENTE ACTIVAS INDUJO
SENESCENCIA CELULAR MEDIANTE LA ACTIVACION DE p53 Y

p16
Para analizar si los efectos de las altas concentraciones de glucosa sobre la
senescencia celular en CMH eran dependientes o no de cambios en la osmolaridad
del medio de cultivo, estas células se trataron con diferentes sustancias
osméticamente activas. Se utilizaron diferentes osmolitos para estudiar si el efecto
observado en las CMH en presencia de alta glucosa puede deberse a un fenébmeno

relacionado con cambios en la osmolaridad del medio extracelular.

Para los siguientes experimentos se utilizaron diferentes sustancias
osmoticamente activas como el cloruro sédico (NaCl) 9mM, manitol 30mM, sacarosa
30mM y urea 30mM.

En primer lugar, se analizé la osmolaridad del medio de cultivo de CMH
tratadas con los osmolitos anteriormente descritos (Figura 30). Se observd un aumento
de 20-30 mOsm/kg tras el tratamiento con manitol, sacarosa y urea, similar al
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observado con la alta glucosa. Tras el tratamiento con NaCl, las CMH presentaron un
incremento de unos 70 mOs/kg en el medio de cultivo.
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Figura 30. Diferentes osmolitos indujeron un aumento en la osmolaridad del medio extracelular.
Medida de la osmolaridad del medio de cultivo de CMH tratadas con manitol 30mM, sacarosa 30mM,
urea 30mM y NaCl 9 mM durante diferentes periodos de tiempo. Los resultados son la media + error

estandar de seis experimentos independientes *p < 0,05 vs control de su mismo tratamiento.

Posteriormente, se evalué la actividad B-galactosidasa en CMH tratadas con
NaCl, manitol, sacarosa y urea (Figura 31 y 32). El tratamiento con manitol, sacarosa y
urea, indujo senescencia celular a las 24 horas de tratamiento, manteniéndose el
efecto hasta las 72 horas. En el caso del NaCl, se observé un incremento en la
actividad B-galactosidasa a las 24 y 48 horas de tratamiento pero que manifestd un
descenso a las 72 horas.

Cuando se analiz6 la expresion de p53, se observé un aumento significativo
tras 24 horas de tratamiento y en las 72 horas siguientes, en las CMH tratadas con
manitol, sacarosa y urea, observandose un pico maximo a las 48 horas de tratamiento.
Tras el tratamiento con NaCl, p53 aumenté significativamente a las 24 horas, pero se
observé un descenso gradual hasta las 72 horas de tratamiento (Figura 33).

Para comprobar si el aumento en p53 esté activando vias de senescencia, se
analizé la expresion de p21. Tras el tratamiento con manitol, sacarosa, urea y NaCl se
observé un aumento significativo en la expresion de p21 (Figura 34).
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Figura 31. El manitol y la sacarosa indujeron un aumento en la actividad B-galactosidasa
Actividad B-galactosidasa en CMH tratadas con manitol 30mM y sacarosa 30mM durante distintos
periodos de tiempo, medida por microscopia confocal con sonda Ci2FDG. En la parte superior se
muestra una fotografia representativa de cada tratamiento y en la parte inferior el andlisis
densitométrico de todos los experimentos. Los resultados son la media * error estandar de seis
experimentos independientes *p < 0,05 vs control.
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Figura 32. La urea y el NaCl promovieron un aumento en la actividad B-galactosidasa. Actividad
B-galactosidasa en CMH tratadas con Urea 30mM y NaCl 9mM durante diferentes periodos de
tiempos, medida por microscopia confocal con sonda C12FDG. En la parte superior se muestra una
fotografia representativa de cada tratamiento y en la parte inferior el analisis densitométrico de todos
los experimentos. Los resultados son la media + error estandar de seis experimentos independientes
*p < 0,05 vs control.
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Figura 33. Diferentes sustancias osmoéticamente activas indujeron un aumento en p53 Analisis
de la expresién de p53 en CMH tratadas con diferentes sustancias osméticamente activas. Estudio de
la expresion proteica de p53 en CMH tratadas con manitol 30mM, sacarosa 30mM, urea 30mM y NaCl
9mM durante diferentes periodos de tiempos, determinada mediante western-blot. En la parte
izquierda se muestra un blot representativo de cada tratamiento y en la parte derecha el analisis
densitométrico de todos los experimentos. Los resultados son la media de seis experimentos
independientes *p < 0,05 vs control de su mismo tratamiento.
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Figura 34. Distintos osmolitos indujeron la expresion de p21. Estudio de la expresién proteica de
p21 en CMH tratadas con manitol 30mM, sacarosa 30mM, urea 30mM y NaCl 9mM a diferentes
periodos de tiempo, determinada mediante western-blot . En la parte izquierda se muestra un blot
representativo de cada tratamiento y en la parte derecha el analisis densitométrico de todos los
experimentos. Los resultados son la media de seis experimentos independientes *p < 0,05 vs control
de su mismo tratamiento.
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Posteriormente, se procedié a estudiar si la via de senescencia de p16™“2
pudiera estar involucrada en la senescencia celular provocada por los diferentes

osmolitos anadidos. Tras el tratamiento de CMH con manitol, sacarosa y urea, se

INK4:
6 a

observd un aumento significativo de la expresion de p1 a las 24 horas de

tratamiento, manteniéndose hasta las 72 horas (Figura 35). En el caso del NaCl, el

6INK4a

aumento en p1 se observo también a las 24 horas de tratamiento, sin embargo,

se observé una recuperacion de los niveles basales de p16™*? a las 72 horas (Figura
35).
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Figura 35. El tratamiento de CMH con diferentes sustancias osmaéticamente activas indujo la

INK4a

expresion de p16™“**. Estudio de la expresion proteica de p16™“? por western-blot en CMH tratadas

con manitol 30mM, sacarosa 30mM, urea 30mM y NaCl 9mM a distintos periodos de tiempo. En la
parte izquierda se muestra un blot representativo de cada tratamiento y en la parte derecha el analisis
densitométrico de todos los experimentos. Los resultados son la media de seis experimentos
independientes *p < 0,05 vs control de su mismo tratamiento.

1.3. EL TRATAMIENTO DE CMH CON EL OSMOLITO COMPATIBLE
MYO-INOSITOL PREVINO LA SENESCENCIA CELULAR MEDIADA
POR LAHG Y EL MANITOL.

Con el fin de comprobar si los efectos que la HG o diversas sustancias
osmoticamente activas como el manitol pudieran ser debidos a cambios en el volumen

celular, se trataron CMH con el osmolito compatible myo-inositol durante unos minutos
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antes de anadir la HG o el manitol. El myo-inositol previno el aumento en la expresion

de p53 y p16™“@ provocado por los osmolitos (Figura 36.A y 36.B).
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Figura 36. El tratamiento con myo-inositol previno el aumento en p53 y p16™*** inducido por

NK4a mediante western-blot en CMH tratadas

HG y manitol. (A) Estudio de la expresion de p53 y p16
con myo-inositol (1mM) junto con glucosa (30mM) o manitol (30mM) durante 24h. En la parte superior
se muestra un blot representativo y abajo el andlisis densitométrico de todos los experimentos. Los

resultados son la media * error estandar de seis experimentos independientes *p < 0,05 vs control.

Cuando se analizé la actividad B-galactosidasa en CMH tratadas con myo-
inositol previo a la adicion de HG o manitol, no se produjo el aumento esperado
(Figura 37).
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Figura 37. El tratamiento con myo-inositol previno el aumento en la actividad p-galactosidasa
inducido por HG y manitol. Estudio de la expresion de p53 y p16™“® mediante western-blot en CMH
tratadas con myo-inositol (1mM) junto con glucosa (30mM) o manitol (30mM) durante 24h. En la parte
superior se muestra una fotografia representativa de cada tratamiento y en la parte inferior el analisis
densitométrico de todos los experimentos. Los resultados son la media * error estandar de seis
experimentos independientes. *p < 0,05 vs control.

1.4. LA SENESCENCIA CELULAR EN CELULAS MESANGIALES
HUMANAS INDUCIDA POR LAS ALTAS CONENTRACIONES DE
GLUCOSA Y EL MANITOL FUE DEPENDIENTE DE LA
PRODUCCION DE ESPECIES REACTIVAS DE OXiGENO
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A continuacién se procedié a estudiar los posibles mecanismos celulares
implicados en la senescencia inducida por la HG y sustancias osméticamente activas.

Para los siguientes experimentos se eligioé el manitol como control de estrés osmatico.

En primer lugar se analizé si el efecto sobre la senescencia celular observada
en CMH con los tratamientos tanto con HG como con manitol pudiera haber sido
debido a un aumento en la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS).

Para conocer si el tratamiento con HG y con manitol estaba produciendo un
aumento de ROS, se estudi6 su produccion mediante citometria de flujo,
observandose un aumento significativo con ambos tratamientos (Figura 38).
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Figura 38. La HG y el manitol promovieron la produccion de ROS. (A) Medida de la produccién de
ROS mediante citometria de flujo con sonda H,DCFDA en CMH tratadas con glucosa 30mM y (B)
manitol 30mM a diferentes periodos de tiempo. A la derecha se representa la grafica de citometria de
flujo de un experimento representativo y a la izquierda la media de los valores de fluorescencia de
todos los experimentos Los resultados son la media * error estandar de seis experimentos
independientes. *p < 0,05 vs control.

83



RESULTADOS

Para establecer una relacion entre la senescencia celular inducida por la HG y
el manitol en CMH y la produccién de ROS, se trataron las células con un antioxidante,
la N-acetil-cisteina, 15 minutos antes de anadir la HG o el manitol, durante 24h. Tras el
tratamiento conjunto de NAC con HG y de NAC con manitol, no se observd un
aumento significativo en la proteina p53 y de p16™**? (Figura 39).
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Figura 39. El tratamiento con NAC previno el aumento en p53 y p16 inducido por HG y

manitol. Efecto del tratamiento de NAC 10mM previo a la adicién de glucosa 30 mM y manitol 30 mM,

durante 24 horas, sobre la expresion de p53 y p16™<4a

, medida mediante western-blot En la parte
superior se muestra un blot representativo y abajo el andlisis densitométrico de todos los
experimentos. Los resultados son la media * error estandar de seis experimentos independientes *p <

0,05 vs control.

Cuando se analizé la actividad B-galactosidasa en células previamente tratadas
con NAC junto con HG o manitol, se observd que no se inducia senescencia (Figura
40).
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Figura 40. El tratamiento con NAC previno el aumento en la SA-8-Gal inducida por HG y manitol
Actividad B-galactosidasa en CMH tratadas con glucosa 30 mM y manitol 30mM junto con NAC 10mM
durante 24 horas, medida por microscopia confocal con sonda Ci2FDG. En la parte superior se
muestra una fotografia representativa de cada tratamiento y abajo el analisis densitométrico de todos
los experimentos. Los resultados son la media + error estandar de seis experimentos independientes.
*p < 0,05 vs control.

1.5. EL TRATAMIENTO CON ALTA GLUCOSA Y MANITOL INDUJO LA
ACTIVACION CONSTITUTIVA DE RAS EN CELULAS
MESANGIALES HUMANAS.

Como posible mecanismo inductor de la produccion de radicales libres se
estudié la activaciéon de Ras, un mecanismo bien demostrado de senescencia
prematura, en CMH tratadas con HG y Manitol. Se observ6 un aumento significativo de
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la activacion de Ras a las 2 horas de tratamiento, sin embargo, aparecié un descenso
en su activacién a las 8 horas que se recuper6 a las 24 horas, tanto en las CMH
tratadas con HG como con manitol (Figura 41).
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Figura 41. La HG y el manitol promovieron la activacion de Ras. (A) Media de la actividad de Ras
(Ras-GTP) mediante ensayo de pull-down en CMH tratadas con glucosa 30mM y (B) manitol 30mM a
distintos tiempos y analizado mediante western-blot. En la parte superior se muestra un blot
representativo y abajo el analisis densitométrico de todos los experimentos. Los resultados son la
media * error estandar de seis experimentos independientes *p < 0,05 vs control.
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Figura 42. El tratamiento prolongado con HG y manitol indujo la activacion constitutiva de Ras.
(A) Media de la actividad de Ras (Ras-GTP) mediante ensayo de pull-down en CMH tratadas con
glucosa 30mM y (B) manitol 30mM a diferentes periodos de tiempo y analizado mediante western-
blot. En la parte superior se muestra un blot representativo y abajo el andlisis densitométrico de todos
los experimentos. Los resultados son la media + error estandar de seis experimentos independientes
*p < 0,05 vs control.
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Cuando se analiz6 la activacion de Ras en CMH tratadas con HG y manitol a
tiempos mas largos, se observé un aumento significativo de dicha activacion,
mantenida hasta las 72 horas, tras ambos tratamientos (Figura 42).

Para comprobar si la activacion de Ras pudiera estar implicada en la
senescencia celular inducida por HG y manitol, se trataron CMH con un inhibidor de la
farnesilacion de Ras (FPTIIl) 15 minutos antes de la adicién de HG o manitol. Este
inhibidor bloqueé el aumento observado en p53 y p16™“*? tras el tratamiento con los
osmolitos (Figura 43).
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Figura 43. El tratamiento con FPTIIl previno el aumento en p53 y p16 inducido por HG y
manitol. Medida de la expresién de p53 y p16™** en CMH tratadas con FPTIII (2,5uM) y glucosa
30mM o manitol 30mM durante 24h mediante western-blot En la parte superior se muestra un blot
representativo y abajo el analisis densitométrico de todos los experimentos. Los resultados son la

media  error estandar de seis experimentos independientes *p < 0,05 vs control.

Posteriormente se analiz6 la actividad B-galactosidasa en CMH tratadas con
FPTIII y alta glucosa o manitol, observandose que no se inducia senescencia en
presencia del inhibidor de Ras (Figura 44).
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Figura 44. El tratamiento con FPTIIl previno el aumento en la actividad B-galactosidasa
inducida por HG y manitol. Actividad B-galactosidasa en CMH tratadas con glucosa 30 mM y
manitol 30mM junto con FPTIII 2,5 uM durante 24 horas, medida por microscopia confocal con sonda
C12FDG. En la parte izquierda se muestra una fotografia representativa de cada tratamiento y en la
derecha el anadlisis densitométrico de todos los experimentos. Los resultados son la media + error
estandar de seis experimentos independientes. *p < 0,05 vs control.

1.6. LA SENESCENCIA CELULAR INDUCIDA POR HG Y MANITOL FUE
DEPENDIENTE DE LA ACTIVACION DE LAS MAPK ERK1/2 Y p38.
Una de las principales vias que se activan a través Ras es la de la MAPK
Erk1/2. Por ello, se procedi6 a estudiar esta via en las CMH tratadas con HG y manitol.
Se observé un aumento significativo de la activacion de Erk1/2 (p-Erk1/2) a partir de
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las 4 horas de tratamiento con HG, que se mantuvo hasta las 24 horas (Figura 45.A).
Tras la administracién de manitol, se observé un aumento significativo en la activacion
de Erk1/2 a partir de las 4 horas de tratamiento, habiendo un descenso a las 24 horas
(Figura 45.B).
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Figura 45. La HG y el manitol promovieron la activacion de Erk1/2 en CMH. (A) Medida de la
actividad de Erk1/2 mediante western-blot en CMH tratadas con glucosa 30mM y (B) manitol 30 mM a
diferentes periodos de tiempo. En la parte superior se muestra un blot representativo y abajo el
andlisis densitométrico de todos los experimentos. Los resultados son la media + error estandar de
seis experimentos independientes *p < 0,05 vs control.

Cuando se estudié la activacion de Erk1/2 a tiempos mas largos en CMH
tratadas con HG se observé que el aumento observado a las 24 horas de tratamiento,
se mantuvo hasta las 72 horas (Figura 46.A). Con respecto al tratamiento con manitol,
se observé un aumento significativo en la activacion de Erk1/2 que se mantuvo hasta
las 72 horas de tratamiento (Figura 46.B).
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Figura 46. El tratamiento prolongado con HG y manitol indujo la activacion constitutiva de
Erk1/2. (A) Medida de la actividad de Erk1/2 mediante western-blot en CMH tratadas con glucosa
30mM y (B) manitol 30 mM a diferentes periodos de tiempo. En la parte superior se muestra un blot

representativo y abajo el analisis densitométrico de todos los experimentos. Los resultados son la
media * error estandar de seis experimentos independientes *p < 0,05 vs control.
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Figura 47. La HG y el manitol aumentaron la activacion de p38 en CMH. (A) Medida de la actividad
de p38 mediante western-blot en CMH tratadas con glucosa 30mM y (B) manitol 30mM a diferentes

periodos de tiempo. En la parte superior se muestra un blot representativo y abajo el analisis

densitométrico de todos los experimentos. Los resultados son la media * error estandar de seis

exoerimentos indebendientes *b < 0.05 vs control.
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Por otro lado, se analizd la activacion de p38 en CMH tratadas con HG y
manitol, observandose un aumento significativo a partir de las 2 horas de tratamiento,
en ambos tratamientos, y que se mantuvo hasta las 24 horas (Figura 47.A 'y 47.B).

Cuando se estudié la activacion de p38 a tiempos mas largos, se observé un
aumento significativo a partir de las 18 horas de tratamiento con HG. Dicha activacion
se mantuvo hasta que a las 72 horas se observé un descenso significativo (Figura
48.A). En cuanto al tratamiento con manitol, el aumento en la activacién de p38 se
observo a partir de las 24 horas de tratamiento y no se observé ningln descenso hasta
las 72 horas. (Figura 48.B).
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Figura 48. El tratamiento prolongado con HG y manitol promovio la activacion constitutiva de
p38. (A) Medida de la actividad de p38 mediante western-blot en CMH tratadas con glucosa 30mM y
(B) manitol 30 mM a distintos intervalos de tiempo. En la parte superior se muestra un blot
representativo y abajo el analisis densitométrico de todos los experimentos. Los resultados son la
media * error estandar de seis experimentos independientes *p < 0,05 vs control.

Para comprobar si la activacion de las MAPK Erk1/2 y p38 fue la responsable
de la senescencia inducida por el tratamiento de CMH con HG y manitol, se trataron
las células con un inhibidor farmacolégico de la activacién de Erk1/2 (PD98059) y de la
de p38 (SB203580) 15 minutos antes a la adicion de HG o manitol. Tras el tratamiento
conjunto de CMH con HG y PD, se observé que no habia aumento significativo en la
expresion de p53 y de p16™**2. En cuanto al tratamiento con HG y SB, aparecié un
aumento significativo en la expresion de p53, pero no en la de p16™<*? (Figura 49.A).
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Los mismos resultados se obtuvieron tras el tratamiento conjunto de manitol con PD y
SB (Figura 49.B).
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Figura 49. El tratamiento con inhibidores de Erk1/2 y p38 previnieron el aumento en p53 y
p16™““® inducidos por HG y manitol. (A) Estudio de la expresion de p53 y p16™** mediante
western-blot en CMH tratadas con PD98059 50uM y SB203580 25uM y glucosa 30 mM y (B) manitol
30 mM. En la parte superior se muestra un blot representativo y abajo el analisis densitométrico de
todos los experimentos. Los resultados son la media *+ error estdndar de seis experimentos
independientes *p < 0,05 vs control.

Con el fin de prevenir los efectos que la HG o el manitol pudieran estar provocando
sobre el volumen celular, se trataron previamente CMH con el osmolito compatible
myo-inositol. La activacion de Ras inducida por HG y manitol se revirtid en presencia
del osmolito compatible myo-inositol. Lo mismo ocurrié con la activacion de Erk1/2
(Figura 50.A y 50.B).
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Figura 50. El tratamiento con myo-inositol previno el aumento en la activacion de Ras y Erk1/2
inducidas por HG y manitol. (A) Estudio de la activacién de Ras (Ras-GTP) mediante ensayo de
pull-down y de Erk1/2 (p-Erk1/2) por western-blot y p16™“* mediante western-blot en CMH tratadas
con myo-inositol (1mM) junto con glucosa (30mM) o (B) manitol (30mM) durante 24h. En la parte
superior se muestra un blot representativo y abajo el andlisis densitométrico de todos los

experimentos. Los resultados son la media * error estandar de seis experimentos independientes *p <
0.05 vs control.

1.7. LAS RATAS DIABETICAS Y LAS RATAS TRATADAS CON MANITOL
PRESENTAN UN AUMENTO EN LA OSMOLARIDAD PLASMATICA Y

UNA ELEVACION EN LOS NIVELES DE p53 Y p16 EN LA CORTEZA
RENAL.

Para completar los resultados in vitro, se procedi6é a estudiar los efectos de la
alta glucosa y el estrés osmético sobre la senescencia de las células renales en un

modelo animal en ratas wistar. Para ello, se hicieron tres grupos

e Grupo control: Animales que no recibieron ningun tipo de
tratamiento.
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e Grupo Diabético: Se indujo diabetes en ratas wistar mediante
inyeccién con estreptozotocina.

e Grupo Manitol: Se les administré6 manitol intraperitoneal con el fin
del aumentar la osmolaridad plasmatica de estos animales.

La finalidad de estos experimentos in vivo fue comparar los efectos de la
diabetes y el estrés osmotico sobre la funcion renal y la expresién de proteinas
relacionadas con la senescencia celular.

Grupo tratado con Grupo tratado con

: Grupo control
Parametros P

(n=6) Estreptozotocina Manitol
= (n=6) (n=6)

Glucemia (mg/dl) 64,75+ 28,6 8995 + 2499 * ilg) A&(8) &

Osmolaridad plasmatica

1 + * 2 *
(hOsmke] 273+6 326+ 6,09 311,33+5,8
Creatinina sérica (mg/dl) 0,49+ 0,02 0,55+0,01 0.47+0,03
Diuresis (ml 24 hours) 16,5+ 5,56 149,03+ 13,60 * 16,63+ 2,21

Glucosaen orina

. 0,61+ 0,08 916,14+ 131,05 * 0,31+0,06
(mg/min)

fslardimiente ey 4,95+0,29 10,23+5,83 5,69+ 1,30
creatinina (ml/min x kg)

g;‘:]t)e'"as Al 268,23 7,69 155,67 21,81 * 233,05+ 17,34

Tabla 7. * p> 0,05 respecto al grupo control

En primer lugar, se realizaron diferentes determinaciones bioquimicas en la
sangre y la orina de estos animales con el fin de estudiar tanto los cambios en la
osmolaridad plasmatica como en la funcion renal. El grupo de ratas diabéticas
presenté un aumento significativo de la glucosa en sangre, la glucosa en orina y la

diuresis, caracteristicas que indican que el tratamiento con estreptozotocina ha
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funcionado correctamente, ya que se trata de cualidades tipicas en la diabetes.
Cuando se analiz6 la osmolaridad plasmatica de estos animales, se observd un
incremento significativo con respecto al grupo control, lo que indicaba que en la
diabetes ocurre un aumento en la osmolaridad plasmatica. El grupo tratado con
manitol, presenté también un aumento en la osmolaridad plasmatica, indicando que el
tratamiento con manitol habia ejercido el efecto esperado. Hay que destacar que el
aumento en la osmolaridad en el grupo diabético fue superior.

En cuanto a la funcién renal, las ratas tratadas con estreptozotocina
presentaron una disminucién en las proteinas en orina, observandose un aumento en
el aclaramiento de creatitina no significativo. El grupo tratado con manitol, no present6

diferencias en la funcién renal con respecto al grupo control (Tabla 7).

Cuando se estudié la expresién de p53 en estos animales, se observd un
aumento significativo en la expresion proteica de p53 en el extracto de proteinas de la
corteza renal en los animales diabéticos, sin embargo, la expresién de p53 en el grupo
manitol no presenté diferencias significativas con respecto al grupo control (Figura
51.A).

Cuando se analiz6 la expresibn de p53 mediante técnicas de
inmunohistoquimica, se observé un aumento significativo en la expresién de p53 en
los animales diabéticos, presentandose una mayor tincién en la zona glomerular. En el
caso del grupo manitol, también presenté un aumento significativo en la expresién de
p53 con respecto al grupo control aunque este aumento no fue tan alto como el
observado en las ratas diabéticas (Figura 51.B).

Al estudiarse la expresion de p16™¥** mediante western-blot, se observé un
aumento significativo de la expresion de la proteina en el grupo diabético, mientras
que el grupo manitol no presenté un aumento significativo de su expresién cuando se
comparoé con el grupo control (Figura 52.A) .

Al analizar la expresion de p16™K+

mediante técnicas de inmunohistoquimica,
se observé un aumento significativo en la cantidad de p16™¢*® en las ratas tratadas
con estreptozotocina, cuando se compard con el grupo control. En el caso de los
animales a los que se les administré manitol, se observé un aumento en la expresién

de p16 concentrada en la zona glomerular (Figura 52.B).
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En resumen

» Las altas concentraciones de glucosa indujeron senescencia celular en
células mesangiales humanas mediante el aumento en la osmolaridad
plasmética. Tanto las vias de senescencia de p53-p21 como la de p16™<*

estuvieron implicadas en este proceso.

» La senescencia inducida por altas concentraciones de glucosa y manitol fue
dependiente de la produccion de especies reactivas de oxigeno.

» La activacion de Ras y las MAPK Erk1/2 y p38 fueron responsables de la
senescencia celular inducida por las altas concentraciones de glucosa y
manitol (Figura 53).

» Los animales diabéticos y los tratados con manitol presentaron un aumento
en la osmolaridad plasmatica asi como un aumento en la expresion de p53

y p16™“2 en la corteza renal.

HG
sustancias
osmoéticas
activas

myo - inositol

S

G2 AP1giNksa

Célula senescente

Figura 53. Esquema representativo de los efectos de la HG y las sustancias osméticamente
activas sobre la célula mesangial. La HG y las sustancias osméticamente activas promueven un
descenso en el volumen celular a través de un aumento en la produccion en ROS, activando las
proteinas Ras, Erk1/2 y p38. Esto provoca la parada de ciclo celular a través del aumento en la

INK4
6

expresion de pi y p53, induciendo senescencia. El pre-tratamiento con myo-inositol previene los

efectos de la HG y las sustancias osmoéticamente activas sobre la senescencia celular.
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2. EFECTO DE LOS PRODUCTOS DE GLICOSILACION AVANZADA
SOBRE LA SENESCENCIA CELULAR EN CELULAS MESANGIALES
HUMANAS: MECANISMOS INTRACELULARES IMPLICADOS

2.1. LA ALBUMINA GLICOSILADA INDUJO SENESCENCIA CELULAR
EN CELULAS MESANGIALES HUMANAS A TRAVES DE LA ViA DE
p53

La albumina glicosilada (AG) es el producto de glicosilacion avanzada mas
abundante en sangre. Su concentracion es elevada en el suero de pacientes con
diabetes mellitus y en otras patologias relacionadas con el envejecimiento (Chen, S. y
col 2000; Margo, P. y col 2006

Para conocer si la AG pudiera inducir senescencia celular, se trataron CMH con
100 pg/ml de AG a diferentes tiempos en ausencia de suero fetal bovino. Mediante
tincion con B-gal se analiz6 la actividad B-galactosidasa asociada a senescencia
observadndose un aumento de la senescencia a las 24h de tratamiento, que se
mantuvo hasta las 72h. No se observé senescencia a tiempos inferiores a las 24h
(Figura 54).

CONTROL AG 4h AG 8h AG 16h

Figura 54. La AG aumento la actividad B-galactosidasa. Actividad B-galactosidasa en CMH
tratadas con AG 100ug/ml durante diferentes periodos de tiempo medida mediante tincién X-gal. En
todos los casos se muestra una imagen representativa

Para corroborar este resultado, se midid la senescencia celular mediante
citometria de flujo utilizando el sustrato fluorescente C12FDG, obteniéndose el mismo
resultado (Figura 55).
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Figura 55. La AG promovio un aumento en la actividad B-galactosidasa. Actividad -
galactosidasa en CMH tratadas con AG 100ug/ml a diferentes periodos de tiempo medida mediante
citometria de flujo con sustrato fluorescente C12FDG 33uM. En la parte superior se representan las
gréficas de citometria de flujo de un experimento representativo y abajo la media de los valores de
fluorescencia de todos los experimentos Los resultados son la media * error estandar de seis
experimentos independientes. *p < 0,05 vs control.

A B
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Figura 56 La AG indujo la expresion de p53 de manera tiempo y dosis-dependiente. (A) Estudio
de la expresion proteica de p53 mediante western-blot en CMH durante experimento dosis-respuesta
a 24h de tratamiento. (B) Estudio de la expresiéon de p53 en experimento tiempo-respuesta con una
concentracion de AG de 100 pg/ml. En la parte superior se muestra un blot representativo y abajo el
andlisis densitométrico de todos los experimentos. Los resultados son la media * error estandar de
seis experimentos independientes *p < 0,05 vs control.
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La senescencia podria estar inducida por diferentes vias por lo que se analizé
cudl pudiera estar involucrada en el efecto de la AG. En primer lugar, se estudié la via
de p583, realizandose experimentos con diferentes dosis de AG y a diferentes tiempos
(Figuras 56.A y 56.B). El tratamiento con AG produjo un aumento en la expresién de

p53 de manera dosis- y tiempo-dependiente

Para conocer si el aumento de p53 estaba activando vias de senescencia, se
estudié la expresion proteica de p21, observandose un aumento significativo a partir
de las 24h de tratamiento con AG (Figura 57).
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Figura 57. La AG promovio la expresion de p21. Expresioén proteica de p21 en experimento

tiempo-respuesta a una concentraciéon de AG de 100 pg/ml estudiada mediante western-blot. A la
izquierda se muestra un blot representativo y a la derecha el andlisis densitométrico de todos los
experimentos. Los resultados son la media * error estandar de seis experimentos independientes *p <

0,05 vs control.
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6™““?. (A) Estudio de la expresion de

Figura 58. La AG no produjo cambios en la expresion de p1
p1 6INK4a

respuesta con 100ug/ml de AG, respectivamente. En la parte superior se muestra un blot

mediante western-blot en experimento dosis-respuesta con AG durante 24h y (B) tiempo

representativo y abajo el andlisis densitométrico de todos los experimentos. Los resultados son la
media * error estandar de seis experimentos independientes *p < 0,05 vs control.
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A continuacién se analiz6 el papel de p16™“? en la senescencia celular
inducida por AG, realizandose experimentos tanto dosis- como tiempo-respuesta en
presencia de AG (Figuras 58.A y 58.B). No se observaron diferencias significativas en

INK4:
6 a

la expresion de p1 en ninguno de los dos experimentos indicados.

2.2, LA ALBUMINA GLICOSILADA INDUJO SENESCENCIA CELULAR A
TRAVES DE SU INTERACCION CON EL RECEPTOR DE
PRODUCTOS DE GLICOSILACION AVANZADA (RAGE)

Para comprobar si el aumento en p53 provocado por la albumina glicosilada no
era debido al efecto oncético de la propia albimina, se trataron CMH con albumina
humana no glicosilada (ANG) (Figura 59), no observandose diferencias significativas

0 24 48 72

Tiempo (horas)

en la expresion de p53.

—-
(o))
o

ANG (h)
C 24 48 72

-
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o

p53
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o

_— w W E— Actina

p53/Actina (% del control)
]
S
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Figura 59. El tratamiento con ANG no indujo cambios en la expresion de p53. Estudio de la
expresién de p53 mediante western-blot en CMH tratadas con ANG 100ug/ml a diferentes periodos
de tiempo. A la izquierda se muestra un blot representativo ya la derecha el analisis densitométrico de
todos los experimentos. Los resultados son la media * error estandar de seis experimentos
independientes *p < 0,05 vs control.

Con el propésito de estudiar si el efecto de la albamina glicosilada sobre las
CMH era debido a su interaccion con el receptor de productos de glicosilacion
avanzada (RAGE), se procedié a inhibir la interaccion de la albamina glicosilada con
RAGE mediante dos mecanismos. El primero, mediante la preincubacién con un
anticuerpo bloqueante anti-RAGE, impidiendo la unién fisica ligando-receptor. Dicho
anticuerpo bloqued el aumento en p53 tras el tratamiento con AG (Figura 60).
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Figura 60. El bloqueo de la interaccion AG-RAGE con un anticuerpo bloqueante anti-RAGE
previno el aumento en p53 inducido por AG. Medida de la expresién de p53 mediante western-blot
de CMH tratadas con AG 100 pg/ml junto con un anticuerpo bloqueante anti-RAGE 10ug/ml durante
24h. A la izquierda se muestra un blot representativo ya la derecha el analisis densitométrico de todos
los experimentos. Los resultados son la media + error estandar de seis experimentos independientes
*p < 0,05 vs control.

El segundo mecanismo utilizado fue mediante la disminucién de la expresién
del RAGE con un ARN de interferencia especifico, observandose un resultado similar
que con el anticuerpo bloqueante (Figura 61).
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Figura 61. El silenciamiento de RAGE previno el aumento en p53 promovido por AG. Medida de

w
o

la expresién de p53 mediante western-blot de CMH transfectadas con ARN de interferencia contra
RAGE 100mM (siRAGE) o ARN sin diana (Scramble) y tratadas con AG 100 pg/ml durante 24h. A la
izquierda se muestra un blot representativo ya la derecha el andlisis densitométrico de todos los
experimentos. Los resultados son la media % error estandar de seis experimentos independientes *p <
0,05 vs control.

2.3. EL AUMENTO EN p53 INDUCIDO POR LA ALBUMINA
GLICOSILADA FUE DEBIDO A LA PRODUCCION DE ESPECIES
REACTIVAS DE OXiGENO

Con el objetivo de analizar los mecanismos responsables de la senescencia

inducida por AG, se midié la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
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observandose un aumento significativo de su produccién a las 24h de tratamiento
(Figura 62).
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Figura 62. La AG promovio la produccion de ROS. Medida de la produccién de ROS, mediante
citometria de flujo, con sonda H.DCFDA en CMH tratadas con AG 100ug/ml a diferentes periodos de
tiempo. En la parte superior se representan las graficas de citometria de flujo de un experimento
representativo y abajo la media de los valores de fluorescencia de todos los experimentos Los

resultados son la media * error estandar de seis experimentos independientes. *p < 0,05 vs control.
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Figura 63. El tratamiento con el antioxidante NAC previno el aumento en p53 y el aumento en la
actividad de la B-galactosidasa inducido por AG. (A) CMH tratadas con AG 100ug/ml y NAC
(10mM) durante 24h donde se midi6 la expresion de p53 mediante western-blot. A la izquierda se
muestra un blot representativo ya la derecha el analisis densitométrico de todos los experimentos. (B)
La actividad B-galactosidasa mediante citometria de flujo. En la izquierda se representan las graficas
de citometria de flujo de un experimento representativo y a la derecha la media de los valores de
fluorescencia de todos los experimentos. Los resultados son la media * error estdndar de seis
experimentos independientes *p < 0,05 vs control.
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Por otro lado, la adicién de un antioxidante como la N-acetil-cisteina (NAC, 10mM)
previo a la de la AG, inhibié el aumento en p53 esperado (Figura 63.A) y disminuy6 el
namero de células senescentes (Figura 63.B), indicando que el estrés oxidativo

conduce a la senescencia.

2.4. LA SENESCENCIA PRODUCIDA POR LA ALBUMINA GLICOSILADA
FUE DEPENDIENTE DE UN DESCENSO EN LA EXPRESION DE
CATALASA

Para conocer los posibles mecanismos implicados en la producciéon de ROS, se
estudié la expresion de la enzima catalasa, responsable del aclaramiento del perdxido
de hidrégeno celular.

Tras el tratamiento de CMH con AG se observ6 un descenso significativo de la
expresion proteica de catalasa, que no aparecio en presencia de ANG (Figura 64).

AG (h) ANG(h)

C 24 48 72 C 24 48 72

— - —— Catalasa

s e e—  CEm- T e W e Actina

N
o

200
S 160
G\Q
=120
£2

< c

= 3 80
-]

=

®

O

;] * DAG
HANG
| %
*
_ 1 |
) | =
0 24 48 72

Tiempo (horas)

Figura 64. El tratamiento con AG descendio la expresion de catalasa. Estudio de la expresién
de catalasa mediante western-blot en CMH tratadas con AG 100ug/ml y ANG 100upg/ml a
diferentes periodos de tiempo. En la parte superior se muestra un blot representativo y abajo el
andlisis densitométrico de todos los experimentos. Los resultados son la media + error estandar
de seis experimentos independientes *p < 0,05 vs control.
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Ademas, el descenso en catalasa fue dependiente de la uniéon de la AG a
RAGE, ya que su expresion en presencia de un anticuerpo bloqueante anti-RAGE
(Figura 65) y un ARN de interferencia contra RAGE (Figura 66) hizo desaparecer el
efecto observado.
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Figura 65. El bloqueo de la interaccion AG-RAGE mediante un anticuerpo bloqueante anti-
RAGE previno el descenso en catalasa inducido por AG. Andlisis de la expresion de catalasa
mediante western-blot en CMH tratadas con AG 100ug/ml durante 24h y anticuerpo bloqueante anti-
RAGE 10pg/ml. A la izquierda se muestra un blot representativo y a la derecha el analisis
densitométrico de todos los experimentos. Los resultados son la media + error estandar de seis
experimentos independientes *p < 0,05 vs control.
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Figura 66. La inhibicion especifica de RAGE previno el descenso en catalasa promovido por
AG. Anadlisis de la expresion de catalasa mediante western-blot en CMH tratadas con AG 100ug/ml
durante 24h y transfectadas ARN de interferencia contra RAGE 100nM (siRAGE) o ARN sin diana
(scramble). A la izquierda se muestra un blot representativo y a la derecha el andlisis densitométrico
de todos los experimentos. Los resultados son la media + error estandar de seis experimentos
independientes *p < 0,05 vs control.
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Abundando en el efecto antes citado, se compensé el descenso en catalasa
afnadiendo catalasa exdgena (CAT) a las células. No se observé un aumento ni en p53
ni en la actividad SA-B-gal en presencia de AG y CAT (Figura 67.Ay 67.B).
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Figura 67. La adicion exdgena de catalasa previno el aumento en p53 y en la actividad B-
galactosidasa inducido por AG. (A) Andlisis de la expresion de p53 mediante western-blot. A la
izquierda se muestra un blot representativo y a la derecha el analisis densitométrico de todos los
experimentos. (B) La actividad B-galactosidasa mediante citometria de flujo en CMH tratadas con AG
100 pg/ml y CAT 160 U/ml durante 24h representandose la media de los valores de fluorescencia de
todos los experimentos. Los resultados son la media + error estdndar de seis experimentos

independientes *p < 0,05 vs control.

2.5. LA ALBUMINA GLICOSILADA INDUJO SENESCENCIA CELULAR
MEDIANTE LA ACTIVACION DEL RECEPTOR DEL FACTOR DE
CRECIMIENTO INSULINICO

Como se comenté anteriormente, la via celular del receptor del factor de
crecimiento insulinico (IGF-1R) esta relacionada con el envejecimiento celular y su
activacién es responsable del descenso en la expresion génica de catalasa. Asimismo,
es conocido que la AG es capaz de inducir la liberacion de IGF-1 en las CMH
(Publiese, G. y col 1997). Para corroborar este resultado, se estudié la liberacion de
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IGF-1 al sobrenadante de CMH tratadas con AG, observiandose un aumento
significativo a partir de los 60 minutos de tratamiento (Figura 68).
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Figura 68. La AG indujo la liberacion de IGF-1 al sobrenadante celular. Medida de la liberacién de
IGF-1 (ng/ml) al medio de cultivo en CMH tratadas con AG 100 pg/ a diferentes periodos de tiempo
mediante ELISA. En el gréfico se representa la media de todos los experimentos. Los resultados son
la media * error estandar de seis experimentos independientes *p < 0,05 vs control. .* p < 0,05
respecto del control.

Debido a que el IGF-1 es el principal ligando del IGF-1R, se quiso estudiar si la
AG podia aumentar la activacion del IGF-1R en CMH. Cuando se trataron las células
con AG se observd un aumento significativo tanto de la expresion (Figura 69) como de
la activacion del receptor (Figuras 70.A 'y 70.B).
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Figura 69. La AG indujo el aumento en la expresion de IGR-1R. Estudio de la expresion de la
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subunidad 3 del receptor IGF-1 mediante western-blot. A la izquierda se muestra un blot representativo
y a la derecha el andlisis densitométrico de todos los experimentos. Los resultados son la media +
error estandar de seis experimentos independientes *p < 0,05 vs control.

108



RESULTADOS

A e | -~ B AG (h)
C 24 48 72 C 24 48 72
|‘ ) ‘ .‘ p- IGF-1Rp IP: anti-IGF1R ‘._ — ‘Fosfotirosina
y R — ....\ IGF-1RB l"  T—— ,....‘IGF-1RI3
560 -
= *
560 * =
s & 460
< 460 . = =
= [=]
@ 360 G 5360
rs 2820 T
o S o
5 260 . 23 "
5§ 160 £~ 160 -
T 60 3
e 0h 24h  48h 72h L 60
o

Time (h) 0 24 48 72
Tiempo (horas)

Figura 70. La AG indujo la activacion del IGF-1R. (A) Estudio de la expresion de la activacion de la
subunidad B del receptor IGF-1 mediante el andlisis de la forma fosforilada western-blot y (B) mediante
inmunoprecipitacion del receptor IGF-1 y western-blot para fosfotirosina a diferentes periodos de
tiempo. En la parte superior se muestra un blot representativo y abajo el andlisis densitométrico de
todos los experimentos. Los resultados son la media + error estdndar de seis experimentos
independientes *p < 0,05 vs control.

A
_ 120
GA B + - o ‘% 100
=
Inh.IGF-IRp - - + + 2 o
S8
‘ S - T _— ‘ Catalasasu_‘é e *
8 ° 40
———- i o ]
04 : . .
Control AG Inh. IGF-  Inh. IGF-
1RE 1R +AG
B
—250 b
g
GA . + : + 200
” . & + + 2
Inh. IGF-1RB ] 3150
8
|.‘ “ | !‘ P53 =qgp
£
‘——-—‘ Actina E-SO
«©
8 o4 .
Control AG  Inh. IGF-1R@ Inh. IGF-1RB
+AG

Figura 71. La inhibicion farmacologica de la autofosforilacion de IGF-1R previno el descenso en
catalasa y el aumento en p53 promovido por AG. (A) Medida de la expresién de catalasa (B) y p53
mediante western-blot en CMH tratadas con AG 100ug/ml junto con inhibidor de la autofosforilacién
del IGF-1R durante 24h. A la izquierda se muestra un blot representativo y a la derecha el andlisis
densitométrico de todos los experimentos. Los resultados son la media * error estandar de seis
experimentos independientes *p < 0,05 vs control.

Para conocer si la activacion de IGF-1R estaba implicada en los cambios
anteriormente observados en la expresion de catalasa y p53, se utilizé un inhibidor
farmacoloégico de la autofosforilacion del receptor (Figura 71.A y 71.B). El tratamiento
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conjunto de la AG con dicho inhibidor previno los efectos productos por la AG sobre la
expresién de catalasa y p53.

— ” Figura 72. La transfeccion de CMH
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% 150000-__ la proteina. Medida de la expresion
2 2.0 de Klotho en linea estable de células
é :z: transfectadas con Klotho mediante
’ gPCR.* p < 0,05 respecto al control.
% Los resultados son la media * error

CMH CMH- CMH- estdndar de seis experimentos
Vacio Klotho independientes *p < 0.05 vs control.

Klotho es una proteina presente en la circulacion sanguinea que es capaz de
inhibir al IGF-1R de manera natural. Para ver si klotho podria prevenir los efectos
inducidos por la AG en CMH, se realiz6 una linea estable de CMH que sobre-
expresaban Klotho ya que las células mesangiales en cultivo no expresan klotho de
manera endodgena (Figura 72). La transfeccion de Klotho disminuyé de forma
importante la autofosforilacién del IGF-1RB en respuesta a la adicién de AG (Figura
73).
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Figura 73. Las células transfectadas establemente con Klotho presentaron una menor
expresion y activacion de IGF-1R en presencia de AG. Analisis de la expresién y actividad de IGF-
1RB en CMH transfectadas con Klotho y tratadas con AG 100pg/ml mediante western-blot. En la parte
superior se muestra un blot representativo y abajo el andlisis densitométrico de todos los
experimentos. Los resultados son la media + error estandar de seis experimentos independientes *p <
0,05 vs control.
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Las células transfectadas de forma estable con klotho se trataron con AG, no
observandose el descenso en catalasa, que si ocurrié en las células transfectadas con
un plasmido vacio (Figura 74.A). Tampoco se observé el aumento en p53 y en la
actividad SA-Bgal que si aparecid en las células con plasmido vacio (Figura 74.B y
74.C).
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Figura 74. La transfeccion estable con Klotho previno el descenso en catalasa y el aumento en
p53 y la actividad B-galactosidasa inducido por AG. (A y B) Andlisis de la expresion de catalasa y
p53 mediante western-blot en CMH transfectadas de manera estable con plasmido que sobreexpresa
Klotho o plasmido vacio, tratadas con AG 100ug/ml a diferentes periodos de tiempo. A la izquierda se
muestra un blot representativo y a la derecha el analisis densitométrico de todos los experimentos (C)
Medida de la actividad B-galactosidasa por citometria de flujo en estas mismas células, con este
mismo tratamiento. Los resultados son la media + error estandar de seis experimentos independientes
*p < 0,05 vs control.
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2.6. LA SENESCENCIA CELULAR INDUCIDA POR LA ALBUMINA
GLICOSILADA FUE MEDIADA POR LA ACTIVACION DE LA VIA
RAS-ERK

A continuacién se analizaron las posibles vias que el IGF-1R podria estar
activando tras su autofosforilacion. Como anteriormente se ha explicado, la via
candnica que es activada mediante la autofosforilacion de IGF-1R es la de PI3K-Akt-
FoxO, que es responsable de la regulacién de la expresion génica de la catalasa. Por
este motivo se estudié la activacion de Akt en presencia de AG, observandose un
descenso de forma tiempo-dependiente. Lo mismo ocurrié con la activacién del factor
de transcripcion FoxO1 (Figura 75.Ay 75.B).
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Figura 75. La AG promovio el descenso en la fosforilacion de Akt y FoxO1. Estudio de la via
PI3K-akt-FoxO. (A y B)Medida de la actividad de akt y FoxO1 mediante la deteccién de sus formas
fosforiladas en CMH tratadas con GA 100pg/ml mediante western-blot. En la parte superior se muestra
un blot representativo y abajo el analisis densitométrico de todos los experimentos. Los resultados son
la media + error estandar de seis experimentos independientes *p < 0,05 vs control.

Por otro lado, otra via de sefalizacion activada por la fosforilacion del IGF-1R
es la de Ras-erk. Para ello, se analiz6 en primer lugar la actividad de Ras,
observandose un aumento significativo de su forma activa (Ras-GTP) tras el
tratamiento con AG (Figura 76.A), que se mantuvo hasta las 72 horas. Lo mismo
ocurrid con la actividad de Erk1/2, que aumentd significativamente con AG (Figura
76.B).
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Figura 76. La AG indujo la activacion de Ras y Erk1/2. (A) Medida de la actividad de Ras mediante

ensayo de pull-down y posterior analisis mediante western-blot en CMH tratadas con AG 100pg/ml a

diferentes tiempos. (B) Expresion de la forma activa de Erk1/2 con el mismo tratamiento. En la parte

superior se muestra un blot representativo y abajo el andlisis densitométrico de todos los

experimentos. Los resultados son la media * error estandar de seis experimentos independientes *p <

0,05 vs control.

Para conocer si el aumento en la actividad de Ras era debido a un aumento en

la actividad del IGF-1R, se estudi6é su actividad en células transfectadas establemente

con klotho. Tras el tratamiento de dichas células con AG, no se observé un aumento

significativo en Ras-GTP que si ocurrié en las células transfectadas establemente con

un plasmido vacio (Figura 77).
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Figura 77. La transfeccion estable
con Klotho previno la activacion de
Ras promovida por AG. Estudio de la
activad de Ras mediante ensayo de
pull-down en células transfectadas
establemente con plasmido vacié y con
plasmido que sobreexpresa Klotho y
tratamiento con AG 100ug/ml durante
diferentes periodos de tiempo. En la
parte superior se muestra un blot
representativo y abajo el andlisis
densitométrico de todos los
experimentos. Los resultados son la
media * error estandar de seis
experimentos independientes *p < 0,05
vs control.
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Tras observar los resultados obtenidos, se dedujo que la disminucién en
catalasa no debia de estar regulada por la via clasica PI3K-Akt, por lo que se trat6 de
estudiar si la actividad de Ras observada tras el tratamiento con CMH pudiera estar
involucrada en el descenso en catalasa. Para ello, se analizé la expresion de catalasa
en CMH transfectadas con un dominante negativo de Ras (DN-Ras) y tratadas con
AG, no observandose el descenso en catalasa tras el tratamiento con el mismo (Figura
78.A). Lo mismo ocurrié cuando se trataron las células con un inhibidor farmacolégico
de erk junto con la AG (Figura 78.B).
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Figura 78. La inhibicion de la activacion de Ras y Erk1/2 previno el descenso en catalasa

Catalasa/Actina (% del
control)
*
Catalasa/Actina (% del

inducido por AG. (A) Andlisis de la expresion de catalasa mediante western-blot en CMH tratadas
con AG 100 pg/ml y DN-Ras durante 24h. (B) Estudio de la expresién de catalasa en CMH tratadas
con AG 100upg/ml y PD98059 50uM durante 24h. En la parte superior se muestra un blot
representativo y abajo el analisis densitométrico de todos los experimentos. Los resultados son la

media  error estandar de seis experimentos independientes *p < 0,05 vs control.

Para estudiar si el aumento en p53 observado tras el tratamiento con AG era
debido a la activacion de la via Ras-Erk1/2, se procedi6é a analizar la expresion de p53
en CMH tratadas con dos inhibidores de Ras. Por un lado se transfect6 con el DN-Ras
anteriormente utilizado y un inhibidor farmacolo6gico de la farnesilacién de Ras (FPTIII).
La transfeccién del DN-Ras y el tratamiento con el inhibidor farmacolégico previnieron
el aumento en p53 provocado por AG (Figura 79 y 80). Lo mismo ocurrié con el
inhibidor de Erk1/2. (Figura 81).
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Figura 79. La inhibicion de la activacion de Ras revirtié el aumento en p53 promovido por AG.
Andlisis de la expresién de p53 mediante western-blot en CMH tratadas con AG 100 pg/ml y DN-Ras
durante 24h. A la izquierda se muestra un blot representativo y a la derecha el analisis densitométrico
de todos los experimentos. Los resultados son la media * error estandar de seis experimentos
independientes *p < 0,05 vs control.
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Figura 80. El tratamiento con un inhibidor farmacolégico de la activacion de Ras previno el
aumento en p53 inducido por AG. Expresién de p53 en presencia de AG 100ug/ml y FPTIII 2,5uM
durante 24h. A la izquierda se muestra un blot representativo y a la derecha el analisis densitométrico
de todos los experimentos. Los resultados son la media + error estandar de seis experimentos
independientes *p < 0,05 vs control.
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Figura 81. El inhibidor farmacolégico que la activacion de Erk1/2 revirtié el aumento en p53
promovido por AG. Estudio de la expresion de p53 en CMH tratadas con AG 100pg/ml y PD98059
50uM durante 24h. A la izquierda se muestra un blot representativo y a la derecha el andlisis
densitométrico de todos los experimentos. Los resultados son la media * error estandar de seis
experimentos independientes *p < 0,05 vs control.
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En resumen:

» La albimina glicosilada induce senescencia celular en células mesangiales
humanas a través de la via p53-p21, dependiente de su unién al receptor de

los productos de glicosilacion avanzada.

= La senescencia inducida por la albumina glicosilada se produce por un
aumento en la produccion de especies reactivas de oxigeno mediante el

descenso en la expresion de catalasa.

= El aumento en p53 y el descenso en catalasa es dependiente de la activacion
del receptor de IGF-1 y la consecuente activaciéon de la via Ras-Erk1/2

(Figura82).
IGF-1

0\. IGF1-R
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Figura 82. Esquema representativo de los mecanismos intracelulares implicados en la senescencia
celular inducida por AG en CMH.

116



DISCUSION







DISCUSION

El envejecimiento de los organismos se caracteriza por un descenso funcional
gradual de todos los 6rganos. Los mecanismos responsables del proceso de
envejecimiento estan siendo estudiados, existiendo diversas teorias que pretenden
explicarlos. De forma general, el envejecimiento es consecuencia de un desequilibrio
en los procesos de dafno y reparacion tisular. La tasa de envejecimiento y la aparicién
de enfermedades relacionadas con la edad estan moduladas por respuestas a estrés y
vias celulares de reparacion que gradualmente se deterioran (Oliveira, B.F. y col 2010;
Haigis, M.C. y Yankner, B.A. 2010).

En el caso concreto del rindn, el envejecimiento se caracteriza por algunos
cambios en su morfologia como glomerulosclerosis, atrofia tubular, fibrosis intersticial y
fibrosis de la intima arterial que van a condicionar una pérdida progresiva de la funcién
renal (Zhou, X.J. y col 2008). En la patologia glomerular, el mesangio sufre diversos
cambios como la presencia de sustancias quimioatrayentes de células inflamatorias,
proliferacion de células mesangiales, seguido de una produccién excesiva de matriz

extracelular (Scindia, Y.M. y col 2010).

El mesangio forma la regién central del glomérulo renal y actia como soporte al
ovillo glomerular. Esta formado por las células mesangiales embebidas en una matriz
extracelular. Dicha matriz es producida por la célula mesangial y contiene colageno
tipo IV y V, laminina A, B1 y B2, fibronectina, proteoglicanos heparan sulfato y
condroitin sulfato, entactina y nidégeno. Las células mesangiales constituyen el 30-
40% de toda la poblacién celular glomerular. Se han descrito dos tipos diferentes de
célula mesangial. Mas del 90% son células similares a células de musculo liso de vaso
que contienen actina y miosina, con actividad contractil. La célula mesangial conecta
con la membrana basal glomerular y el aparato yuxtaglomerular, bien directamente, o
a través de proteinas microfibrilares extracelulares. La contraccién de las células
mesangiales puede contraer el lumen del capilar glomerular alterando el flujo
sanguineo en el ovillo glomerular y controlando asi el filtrado glomerular. EI mesangio
esta separado del compartimento vascular por un endotelio fenestrado sin una
membrana basal. Por tanto, la célula mesangial se encuentra en una localizacion
Unica, comunicandose tanto con la vasculatura como con el intersticio. Las células
mesangiales estan expuestas a cambios en el flujo sanguineo glomerular, a
componentes plasmaticos y macromoléculas que atraviesan el endotelio fenestrado

(Scindia, Y. M., y col 2010). Ademas de mantener la hemodindmica glomerular, la
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célula mesangial presenta diversas funciones criticas. Actia de soporte estructural al
glomérulo y en especial al ovillo capilar; genera y renueva la matriz mesangial
extracelular; es diana de diferentes agentes vasoactivos vasoconstrictores y
vasodilatadores; y de mediadores inflamatorios, factores de crecimiento y citoquinas,
actuando en la hemodinamica local, la proliferacién celular y la renovaciéon de la
matriz; produce mediadores vasoactivos y agentes modificadores de crecimiento como
prostaglandinas, tromboxano, productos de lipooxigenasa, el factor activador de
plaguetas, el 6xido nitrico etc.; produce varios factores de crecimiento y citoquinas
como PDGF, IL-1, CSF-1, TGF-B, etc.; expresa quimioquinas y moléculas de
adhesion; genera activadores e inhibidores de plasmindégenos; manipula
macromoléculas como lipidos, complejos inmunes y los productos de glicosilacion
avanzada (AGEs) (Schlondorff, D. 1996).

La especial localizacion de la célula mensagial en el glomérulo y sus
capacidades sintéticas y de respuesta a sustancias vasoactivas hacen que juegue un
papel fundamental en el mantenimiento de la estructura y la funcién de los capilares
glomerulares y que defectos en su funcionalidad puedan contribuir en parte, a una

disfuncién glomerular y un fallo renal temprano (Yamagishi, S. y col 2011).

El proceso de envejecimiento del rifdn puede verse acelerado por la presencia
de algunas patologias como la hipertensién o la diabetes (Zhou, X.J. y col 2008). La
nefropatia diabética es una de las principales complicaciones microvasculares de la
diabetes. En etapas tempranas se observa hipertrofia de la célula mesangial,
engrosamiento de la membrana basal y aumento en la expresién de componentes de
la matriz mesangial. En etapas finales es comun la aparicién de glomeruloesclerosis,
proceso en el que la célula mesangial tiene una importante implicacién. Las altas
concentraciones de glucosa, angiotensina Il, productos de Amadori y productos de
glicosilacién avanzada, endotelina, fuerzas hemodinamicas y mecanicas, alteraciones
en los transportadores de glucosa, exceso de acidos grasos, lipoproteinas de baja
densidad oxidadas son algunos de los muchos factores que en diabetes dan lugar a
respuestas patolégicas en la célula mesangial (Abboud, H.E. 2011).

La senescencia celular es un proceso fisiolégico que se caracteriza por un

aumento en la expresion de inhibidores de ciclo celular como p53, p16™“@

y p21, asi
como un aumento de la actividad B-galactosidasa a pH 6 e hipertrofia celular entre
otras caracteristicas y su presencia se ha relacionado con diferentes condiciones

patolégicas. La célula senescente no es capaz de proliferar y produce diversas
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sustancias pro-inflamatorias y factores de crecimiento que pueden comprometer a la
renovacion celular y la funcionalidad del tejido (Hayflick, L. 1965; Dimri, G.P. y col
1995; Alcorta, D.A. y col, 1996; Brown, J.P. y col 1997; Campisi J. y d'Adda di
Fagagna, F. 2007; Tsirpanlis, G. 2008).

La senescencia celular podria jugar un papel importante en los procesos de
envejecimiento ya que la actividad SA-B-gal y un aumento en la expresion de p16™<*?
se han descrito en el rindn envejecido aun antes de aparecer cambios morfolégicos
(Zhou, X.J. y col 2008; Yang, H. y col 2010). La célula senescente presenta algunas
similitudes muy significativas con la célula hipertréfica y dado que uno de los
principales cambios morfol6gicos encontrados en el rifidn diabético es la hipertrofia
glomerular (Bak, M. y col 2000; y Drummond, K. y Mauer, M. 2002) y que en modelos
experimentales de nefropatia diabética se ha observado la presencia de hipertrofia
glomerular dependiente del aumento en p21 (Wolf, G. y col 1992), se puede proponer
que la senescencia celular puede estar presente en el rifién diabético y que este factor
contribuya al desarrollo de la disfuncién renal asociada a la diabetes. Ademas, la
hipertrofia celular puede causar una activacion compensatoria de lisosomas, autofagia
(debido a la activacion de mTOR), y actividad SA-B-gal (Blagosklonny, M.V. 2011). La
senescencia de la célula mesangial podria dar lugar a la liberacién de factores de
crecimiento y otras proteinas inflamatorias que pueden comprometer la funcionalidad
del glomérulo.

Las altas concentraciones de glucosa sanguineas y la formacién de productos
de glicosilacion avanzada son algunos de los factores fisiopatolégicos de la diabetes
que contribuyen al desarrollo de la nefropatia diabética (Abboud, H,E. 2011). En el
presente trabajo se traté de describir los mecanismos a través de los cuales estos
factores podrian estar induciendo senescencia celular en la célula mesangial y asi

contribuir al envejecimiento prematuro del riidn.

El trabajo se ha realizado en células mesangiales debido a que, como antes se
menciona, estas células ocupan un papel principal en el mantenimiento tanto de la
estructura como de la funcién del glomérulo, y la exposicion a altas concentraciones
de glucosa y AGEs, da lugar a diversos cambios fenotipicos que contribuyen a la

progresion de la glomeruloesclerosis (Fioretto, P. y col 1995).
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1. LAS ALTAS CONCENTRACIONES DE GLUCOSA INDUCEN SENESCENCIA
CELULAR MEDIANTE CAMBIOS EN LA OSMOLARIDAD

La exposicién de células mesangiales en cultivo a altas concentraciones de
glucosa, da lugar al desarrollo de hipertrofia celular tras 48h de incubacién (Wolf, G. y
col 1992; Kuan, C.J. y col. 1998; Huang, H.C. y Preisig, P.A. 2000). Asimismo, se ha
visto que estas células presentan parada en fase G1 del ciclo celular cuando se
mantienen expuestas a un medio con un contenido alto en glucosa y un aumento en la
fosforilacion de p27 asi como, que p21 se requiere para el desarrollo de la hipertrofia

glomerular en modelos experimentales de nefropatia diabética (Wolf, G. y col 2000).

Debido a estas evidencias se quiso explorar si la parada del ciclo celular
inducida por la HG podria estar dando lugar a senescencia en células mesangiales
humanas. Para el estudio de la senescencia celular se evalué la actividad pB-
galactosidasa. La B-galactosidasa acida es una hidrolasa localizada en los lisosomas y
tiene un pH éptimo acido (pH 4,0-4,5). Sin embargo, se ha descrito una actividad B-
galactosidasa a pH 6 que parece estar relacionada con la senescencia celular (Kurz,
D.J. y col 2000). Por ello, el estudio de la actividad de esta enzima nos permite
utilizarlo como marcador de senescencia celular. Para el analisis de las vias inductoras
de senescencia se analizé mediante western-blot la expresion de p53 y los inhibidores
de CDK p21 y p16™ *2 los principales inductores de senescencia celular prematura
(Campisi, J. 2005). Nuestros resultados demostraron que la HG induce senescencia
celular a través de la activacion de las vias de sefializacién de p53-p21 y p16™<*2,

Por otra parte, la glucosa es un glicido y puede actuar como una sustancia
osméticamente activa, observandose un incremento en la osmolaridad del orden de
20-30 mOsm/kg en el medio de cultivo de CMH tratadas con HG. Por el momento, no
existen estudios que demuestren una implicacion del estrés osmético en la patogenia
renal en la diabetes. Sin embargo, otras sustancias osméticamente activas como el
NaCl y la urea pueden inducir parada de ciclo celular en células de tdbulo renal
(Michea, L. y col 2000). Estas células presentan mecanismos de proteccién frente a
estrés osmotico ya que se exponen de manera natural a altos niveles de osmolaridad
del medio extracelular. Debido a su posicién anatémica, la célula mesangial no esta
expuesta a grandes cambios de osmolaridad, por lo que no se han estudiado hasta
ahora los efectos que pequefos incrementos de la misma, pudieran tener en el
comportamiento celular. En este sentido, se quiso explorar si el efecto de la HG sobre
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la senescencia celular pudiera estar provocado, en parte, por un ligero aumento en la

osmolaridad plasmatica.

Se realizaron experimentos tiempo-respuesta con diferentes sustancias
osmoticamente activas para poder comparar el efecto de éstas sobre la senescencia
celular. Se utilizaron cuatro osmolitos de diferente origen quimico y diferente funcién;
cloruro sédico (NaCl), manitol, sacarosa y urea. El NaCl es una sustancia hiperténica
que se disocia en Na* y CI. La membrana celular es permeable para el Na® mediante
la Na*-K*-ATPasa, permitiendo la salida de Na* al espacio extracelular, manteniendo
asi, el volumen normal de la célula. El manitol es un polialcohol que no entra en el
interior de la célula al carecer de transportador. La sacarosa es un disacarido formado
por glucosa y fructosa que se utiliza como sustancia osmética debido a que las células
humanas no presentan transportador para el mismo. La urea es una sustancia
nitrogenada producto de la degradacién de aminoacidos en mamiferos, siendo
permeable a la mayor parte de las células por lo que su presencia en el espacio
extracelular no genera cambios de volumen celular (Burg, M.B. y col 2007).

Todos los compuestos osmoéticamente activos utilizados indujeron un efecto
similar al observado con la HG. Aumentaron ligeramente la osmolaridad del medio
celular y produjeron un aumento en la actividad B-galactosidasa asociada a
senescencia y una activacién de las vias de senescencia p53-p21 y p16™2. Por lo
tanto, la explicacién a este hecho la podriamos encontrar en que ligeros aumentos en
la osmolaridad plasmatica mantenidos durante mas de 24 horas inducen senescencia
de las células en cultivo. Una de las respuestas fisioldgicas a los cambios de
osmolaridad del medio extracelular es el cambio de volumen celular. Posiblemente, los
pequenos cambios en la osmolaridad del medio extracelular provocados por la HG y el
manitol, estén dando lugar a una respuesta a estrés osmoético acompafiada por un
incremento del volumen celular y a la activacion de diversos mecanismos involucrados
en la respuesta al incremento en el volumen. En diversos organismos vivos adaptados
a hipertonicidad como bacterias, plantas o animales marinos, asi como en la médula
renal en mamiferos, existen mecanismos de defensa frente a alteraciones en la
osmolaridad del medio extracelular. La acumulacién de osmolitos organicos
compatibles han sido bien estudiados en la médula renal, sin embargo el resto de
células del organismo no se conoce si presentan los mismos mecanismos (Alfieri, R.R.
y Petronini, P.G. 2007).
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Por otra parte, se ha descrito un aumento en la actividad del sistema de
transporte A de aminodcidos cuando se sometieron células mesangiales de rata a un
estrés osmotico agudo de 500mOsm/kg con NaCl (Yamauchi, A. y col 1994) asi como
un aumento en el cotransportador Na*/myo-inositol (Miyai, A. y col 1995) y la actividad
aldosa reductasa y la consecuente acumulacién de sorbitol (Kaneko, M. y col 1990).
Esto indica que la célula mesangial también presenta un sistema de defensa frente a
estrés osmotico. La célula mesangial es capaz de aumentar el contenido intracelular
de myo-inositol, sorbitol y GPC (glicerofosfocolina) cuando esta expuesta a un estrés
osmotico, siendo el mas abundante el myo-inositol. La betaina, por el contrario, no

parece estar implicada en la respuesta a estrés osmotico (Miyai, A y col 1995).

En el caso de la célula mesangial se ha descrito que aumenta la expresion del
cotransportador Na+/myo-inositol también en presencia de HG, sugiriendo que la HG
pudiera inducir este aumento por un mecanismo de hiperosmolaridad (Miyai, A. y col
1995). El myo-inositol es un osmolito compatible sintetizado por las células renales, y
en presencia de un medio hipertdnico, la célula puede aumentar la expresién del
cotransportador Na+/myo-inositol para favorecer la captacion de myo-inositol del
medio extracelular (Burg. M.B. y col 2007). En este sentido, para demostrar que el
aumento en la expresion de factores asociados a senescencia en células mesangiales
fue, en efecto, debido a cambios en la osmolaridad, se trataron CMH con myo-inositol.
Los resultados mostraron que este compuesto previno la senescencia celular y el
incremento en p53 y p16™"*2. Esto podria indicar que la senescencia celular inducida
por HG y manitol podria ser dependiente de cambios de volumen celular. Por otro
lado, diversos estudios han demostrado la disminucién en la acumulacién de myo-
inositol en el rindn de pacientes diabéticos (Raccah, D y col 1998) lo que podria indicar
que en la diabetes las células pueden ser mas susceptibles a estrés osmético. Estas
evidencias junto con nuestros resultados podrian sugerir un efecto protector del myo-

inositol frente a la HG.

Con el fin de dilucidar los mecanismos intracelulares implicados en la
senescencia celular provocada por la hiperosmolaridad, se estudié la implicacion de
los ROS. Se ha descrito que la alta glucosa induce la produccién de especies reactivas
de oxigeno en células mesangiales (Ha, H. y Lee, H.B. 2000) y que los ROS pueden
ser uno de los posibles responsables de las complicaciones que aparecen en
pacientes diabéticos (Baynes, J.W. 1991; Salahudeen, A.K. y col 1997; Ha H y Kim,
K.H. 1999). Sin embargo, también niveles elevados de NaCl o de Urea provocan dafo
oxidativo (Zhang, Z. y col 1999; Zou, A.P. y col 2001; Zhang, Z. y col 2004; Yang, T. y
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col 2005; Zhou, X. y col 2006; Burg, M.B. y col 2007). Por lo tanto, los mecanismos
por los que la HG y la hiperosmolaridad promueven la produccién de ROS podrian ser
comunes. Hemos comprobado que tanto la HG como el manitol pueden producir un
aumento en la sintesis de ROS. Ademas, cuando se previno el aumento en ROS
anadiendo un antioxidante, la N-acetil-cisteina (NAC) no se observé un aumento en la
senescencia celular ni en p53 ni p16™“2. NAC es un precursor del aminoacido L-
cisteina que combina con glutamato y glicina, siendo todos ellos precursores de la
produccion de glutation, uno de los principales antioxidantes celulares (Sansone, R.A.
y Sansone, L.A. 2011). Nuestros resultados indican que la produccion de ROS es
responsable tanto de la senescencia celular como del incremento en p53 y p16™<*2,

En cuanto a otro de los posibles factores involucrados en este hecho, estudios
previos han observado la activaciéon rapida de Ras en presencia de HG y AGEs en
células mesangiales (Lin, C.L., y col 2006). La activacion constitutiva del oncogen Ras
es un mecanismo conocido de induccién de senescencia celular prematura (Serrano,
M. y col 1997) y que se ha relacionado con la alteraciéon de los niveles intracelulares
de ROS (Lee, A.C. y col 1999). En nuestros experimentos, se observd una activacién
constitutiva de Ras en CMH tratadas con HG y manitol. Como se sabe, Ras es una
proteina que para ser susceptible de activacion debe estar localizada en la membrana
celular. Para que esto ocurra es necesaria una modificacion lipidica mediante la
incorporacién de un grupo prenil, farnesil o geranilgeranil en el extremo C-terminal
(Hancock, J.F. 2003). Por tanto, la inhibicién farmacolégica de estas modificaciones
post-traduccionales es una estrategia para evitar la activacién de Ras. En nuestros
experimentos prevenimos la activacién de Ras con un inhibidor farmacolégico que
impide este tipo de modificaciones, no observandose el incremento en p53 ni p16™“2,
ni en la actividad SA-B-gal tras el tratamiento con HG y manitol.

En cuanto a las posibles vias que Ras pudiera estar activando, se estudio la
implicacién de la MAPK Erk1/2. Lin, C.L. y col. también observaron una activacion
rapida de la MAPK Erk1/2 en presencia de HG y AGEs. Ademas la HG induce
hipertrofia en células mesangiales mediante la activacién de Erk1/2 (Wolf, G. y col
2003). En nuestros experimentos hemos demostrado una activacion constitutiva de
esta quinasa en presencia de HG y manitol. Ademas, la inhibicién farmacoldgica de
MEK, quinasa responsable de la activaciéon de Erk1/2, previno el aumento en p53 y
p16™K*2 Por otro lado, se sabe que la via MAPK p38 se encuentra activada en células
mesangiales humanas tras una exposiciéon cronica con alta glucosa y en diferentes

situaciones de estrés celular como el estrés osmotico (Wilmer, W.A. y col 2001). En
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nuestros experimentos observamos una activacion constitutiva de esta quinasa en
presencia de HG y manitol. Sin embargo, cuando inhibimos la activacion de p38 con
un inhibidor de la union a ATP de esta proteina, sblo se revierte el aumento en
p16™K*2 sugiriendo que la activacién de p38 es responsable de la activacion de la via

INK4
6 a

de p1 pero no de p53. Cuando se trataron CMH con myo-inositol, junto con HG y
manitol, no se observaron cambios en la activacién de Ras-GTP y Erk1/2, indicando

que la activacion de ambas es dependiente de cambios de volumen celular.

Para completar los estudios in vitro se procedio a estudiar los efectos de la alta
glucosa y el estrés osmotico en un modelo animal en ratas wistar. Con el fin de
observar los efectos de la HG, elegimos un modelo animal de diabetes mediante
inyeccién con estreptozotocina. Esta provoca la destrucciéon de las células B del
pancreas, encargadas de la secrecién de insulina, de tal modo que estos animales al
carecer de la produccién de insulina no son capaces de regular la glucosa sanguinea
ni de favorecer su captacion por parte las células, presentando hiperglucemia. Cuando
se analiz6 la osmolaridad plasmatica de estos animales, se observd un aumento del
orden de 40-50 mOsm/kg con respecto al grupo control. En paralelo, a otro grupo de
animales se les administr6 manitol via intraperitoneal durante varios dias, para inducir
un aumento en la osmolaridad plasmatica. La osmolaridad plasmatica de estos
animales aument6 en torno a 30 mOsm/kg. Por tanto, la inyeccién de manitol produjo
el efecto esperado sobre la osmolaridad plasmatica. El aumento es menor que en las
ratas diabéticas aunque posiblemente si se hubiera prolongado el tratamiento con

manitol se podria haber alcanzado niveles de osmolaridad similares.

En nuestros resultados no se observaron cambios significativos en la funcion
renal de estos animales, en ninguno de los grupos con tratamiento, aunque si se
aprecié una disminucién en las proteinas en orina en el ratas diabéticas. Una rata
diabética con alteraciones en la funcién renal deberia presentar un aumento en las
proteinas en orina, reflejo de una disminucioén en la capacidad de filtracién glomerular.
Sin embargo esto no ha ocurrido en nuestro modelo. Por otro lado, se observa un
aumento pero no significativo del aclaramiento de creatinina en los animales
diabéticos. Este dato se correlaciona con un aumento de la filtracién glomerular,
caracteristica presente en estadios tempranos de la nefropatia diabética (Wolf, G.
2000; Kanwar, Y. S. y col 2008). Estos resultados apuntan a que en ninguno de los
modelos animales empleados se ha dado un dano renal. Posiblemente una
prolongacién del tratamiento pudiera haber dado lugar a la instauracién del mismo.
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Cuando se analizé la senescencia celular en la corteza renal de estos animales

6N en ratas

se observé un aumento significativo en la expresion de p53 y p1
diabéticas con respecto al control. Esto podria indicar que la senescencia celular
instaurada en la corteza renal de estos animales fuera previa a la insuficiencia renal,
de tal modo que posiblemente la senescencia celular puede tener una implicacién

importante en la nefropatia diabética.

En los animales tratados con manitol, no se apreciaron diferencias significativas

en la expresion de p53 y p16™“a

con respecto al grupo control, cuando se analizaron
los lisados totales de corteza renal mediante western-blot, sin embargo se observa un
aumento mediante técnicas de inmunohistoquimica. Esto puede ser debido a que la
senescencia inducida por el manitol no se ha producido del mismo modo en todas las
células de la corteza renal. Es de destacar que la expresién de p16™<*® se encuentra

localizada en los glomérulos.

En general, se observé un efecto mas débil en las ratas inyectadas con manitol
que en los animales diabéticos. Esto puede deberse a que en la diabetes existen
multiples factores que pudieran estar implicados en la senescencia celular, no sélo los
pequefos aumentos en la osmolaridad plasmatica. Un ejemplo es la formacién de
AGEs que como se ha mostrado en este trabajo, también es capaz de inducir
senescencia celular en células mesangiales.

A modo de resumen, podemos decir que tanto la HG como las sustancias
osméticamente activas, como el manitol, pueden inducir senescencia celular a nivel
renal a través de unos mecanismos intracelulares similares. Esto puede indicar que
parte de los efectos de la HG sobre la célula mesangial pueden deberse a pequefos
cambios en la osmolaridad del medio extracelular, siendo la primera vez que se asocia
este fendbmeno a los efectos negativos de la HG sobre la senescencia celular y el dafio
renal. Si bien hay que tener en cuenta que la glucosa es una sustancia que las células
son capaces de captar mediante la expresion de transportadores de membrana y
metabolizar, por lo que parte de sus efectos también podrian deberse a acciones
intracelulares. Por ejemplo, la HG puede inducir la activacién de la enzima aldosa
reductasa que transforma la HG en sorbitol. Para que se dé esta reaccién es necesario
el consumo de poder reductor en la célula, contribuyendo también al aumento en ROS,
lo que también podria contribuir a la senescencia celular inducida por HG (Arner, R.J.
y col 2006).
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2. LA ALBUMINA GLICOSILADA PROMUEVE SENESCENCIA CELULAR EN
CELULAS MESANGIALES HUMANAS A TRAVES DE UN DESCENSO EN
CATALASA

Las concentraciones altas de glucosa en sangre pueden dar lugar a la
formacién de productos de glicosilacion avanzada. Los AGEs estan asociados con el
envejecimiento, apareciendo aumentados en sangre en pacientes con diferentes
patologias relacionadas con la edad. Ademas, se ha demostrado que la presencia de
inhibidores de AGEs ralentiza el deterioro en la funcién renal asociado con la edad
(Semba, R.D. y col 2010). De tal modo que la presencia de AGEs en la diabetes
podria ser uno de los factores principales en el envejecimiento renal prematuro

asociado con esta enfermedad.

El rindn es el mayor regulador del recambio de AGEs pero también es un
6rgano diana de toxicidad de los mismos y casi todas las estructuras son susceptibles
a ellos, incluyendo las membranas basales, el mesangio y las células endoteliales,
podocitos, y tubulos (Glugliucci, A. y Bendayan, M. 1995). Los AGEs estan implicados
en la patogénesis de la nefropatia diabética y sus complicaciones en pacientes con
enfermedad renal avanzada. Concretamente, se ha detectado una fuerte acumulacion
de productos glicosilados en el glomérulo de pacientes diabéticos por técnicas de
inmunohistoquimica (Horie, K. y col 1997). La exposicién de las células mesangiales a
AGEs da lugar a diversos cambios fenotipicos que contribuyen a la progresion de la
glomeruloesclerosis (Fioretto, P. y col 1995). Favorecen la sintesis de fibronectina,
laminina y colageno tipo IV en el rindn promoviendo glomeruloesclerosis, fibrosis
intersticial e hipertrofia. (Semba, R.D. y col 2010). Las células mesangiales expresan
receptores para AGEs y la interaccion AGE-RAGE parece estan implicada en la
elevada produccién de citoquinas, factores de crecimiento y matriz extracelular
inducida por AGEs (Bohlender, J.M. y col 2005).

Los AGEs son capaces de inducir muerte celular por apoptosis y aumentar la
expresion de VEGF en célula mesangial humana en cultivo pudiendo contribuir, en
parte, a una hiperfiltracion glomerular y una disfuncién renal temprana (Yamagishi, S. y
col 2011). Otros estudios han demostrado la parada de ciclo celular a través de p21 en
células mesangiales tras el tratamiento con AGEs, mediante la activacion del receptor
TGF-B y expresion de STAT5 (Brizzi, M.F. y col 2004). Por otro lado, también los
AGEs pueden estimular la expresién de MCP-1. Un incremento en esta proteina esta
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asociado con la infiltracién de monocitos en el mesangio, como se ha observado en

fases tempranas de nefropatia diabética (Yamagishi, S. y col 2002).

Los AGEs también estimulan la liberacion de IGF-1, IGF-2, FDGF y TGF-( en
células mesangiales, que dan lugar a la produccién de colageno IV, laminina y
fibronectina. Inducen la produccion de TGF-B en podocitos y células de tdbulo
proximal. Se ha visto que la produccion de TGF-B tiene un papel importante en la
patogénesis de la glomeruloesclerosis y fibrosis tubulointersticial (Yamagishi S. y col
2011). In vivo, la administracion de AGEs a ratones sanos durante 4 semanas indujo
hipertrofia glomerular con un aumento en la expresién de colageno IV, laminina B1 y
TGF-B (Yang, C.W. y col 1994).

El objetivo de nuestro trabajo fue explorar la posibilidad de que los AGEs
pudieran inducir parte de su dafo a través de mecanismos relacionados con la
senescencia celular. Los experimentos se realizaron con albumina glicosilada humana,

una de las proteinas glicosiladas mas abundantes en el organismo.

Nuestros resultados mostraron un aumento en la actividad p-galactosidasa y en
la expresién de p53 y p21 pero no de p16™ *? tras el tratamiento con AG, indicando
que la senescencia celular inducida por AG fue dependiente Unicamente de la via de
senescencia p53-p21. Estudios previos han demostrado que el colageno glicosilado
puede inducir senescencia de células endoteliales humanas de vena de cordén
umbilical (HUVEC; del inglés human umbilical vein endotelial cells), sin embargo, los
mecanismos involucrados podrian ser diferentes debido a que en este caso tanto p21
como p16™¥*2 se encuentran incrementados (Chen, J. y col 2002; Chen, J. y col 2006).

La mayor parte de los efectos de los AGEs estan mediados por la interaccién
con su receptor especifico RAGE. Para comprobar si el efecto sobre la senescencia
celular fue debido a esta interaccion, se bloqueéd la interacciéon AG-RAGE mediante
dos métodos. El primero de ellos, fue utilizar un anticuerpo bloqueante anti-RAGE que
compite con AG al interaccionar especificamente con RAGE. El segundo fue mediante
el uso de la técnica de ARN de interferencia. La interferencia de ARN (ARNi) es un
fenémeno provocado por la capacidad del ARN de doble cadena (ARNds) de suprimir
la expresién de una proteina determinada estimulando la degradacion especifica de
sus ARN diana (Parrish, S. y col 2000). De tal modo que el uso de un ARNi especifico
contra RAGE, disminuird de manera significativa la disponibilidad de RAGE en la
membrana impidiendo, por tanto, que la AG se una a él y ejerza su efecto sobre la
célula. El bloqueo de la interaccion AG-RAGE mediante estos métodos previno el
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aumento en p53 lo que indica que la senescencia celular inducida por AG en CMH, fue
dependiente de su uniéon a RAGE.

Con el fin de conocer los mecanismos intracelulares que pudieran estar
provocando el aumento en p53 inducido por los AGEs, se estudi6 el posible papel de
los ROS. Los AGEs aumentan la expresion de la NADPH oxidasa y dana la actividad
de las enzimas de la cadena respiratoria mitocondrial (Shen, G.X. 2010). Los ROS
estdn estrechamente relacionados con el desarrollo de senescencia celular y
envejecimiento (Colavitti, R. y Finkel, T. 2005; Oliveira, B.F. y col 2010). Ademas del
aumento en la produccion de ROS, la AG disminuyé el contenido celular de catalasa
inhibiendo la respuesta antioxidante frente a ROS, lo que podria contribuir al aumento
de los niveles de ROS celulares. No existen datos previos que hayan indicado un
efecto directo de los AGEs sobre los niveles de catalasa celular y por esta razén se
profundizé en los mecanismos involucrados. Primero testamos y confirmamos que la
AG tenia un efecto en la disminucion de catalasa a través de su interaccién con
RAGE.

La expresion de catalasa se redujo en algunas condiciones experimentales
involucrando a la activacion del receptor IGF-1 y a la inactivacién de la familia de
factores de transcripcion FoxO (Kwon, E.S. y col 2010; Storz, P. 2011). Por otra parte,
la via IGF-1-FoxO fue la primera en relacionarse con el envejecimiento (Kenyon, C.
2005). La activacion de la cascada de senalizacion de IGF-1 se ha descrito en células
mesangiales tratadas con alta glucosa, dando lugar al aumento en la produccion de
TGF-B e hipertrofia en ratas a las que se indujo una diabetes experimental (Pugliese,
G. y col 1996; Levin-laina, N. y col 2011). También se ha visto que la AG induce la
liberacion de factores inflamatorios e IGF-1 en células mesangiales (Pugliese, G. y col
1997). Bajo nuestras condiciones experimentales, la AG indujo la liberaciéon de IGF-1 y
la activacion su receptor, IGF-1R. IGF-1R tras la unién de su ligando es susceptible de
autofosforilaciéon en diversos residuos de tirosina de su subunidad B. Estos residuos,
pueden ser reconocidos por diversas moléculas de transduccién celular activando
multiples cascadas de sefalizacion (Avogaro, A. y col 2010). Nosotros hemos
demostrado que la inhibiciéon farmacolégica de la autofosforilacion de IGF-1R previene
el aumento en p53 y el descenso en catalasa y que klotho, un inhibidor enddgeno de la
senalizacion de IGF-1, tiene el mismo efecto.

Klotho se ha descrito como un gen anti-envejecimiento, y una mutacion del

mismo produce un fenotipo similar al envejecimiento en ratén (Kuro-o, M. y col 1997).
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El gen klotho codifica para una proteina transmembrana que puede sufrir una ruptura
proteolitica y liberarse al medio extracelular para actuar como un factor humoral que
inhibe la senalizacién de insulina/IGF-1, siendo esta funcion propuesta como parte de
sus propiedades anti-envejecimiento (Wolf, |. y col 2008). Ademas, la proteina klotho
recombinante reduce la senescencia dependiente de p53 en HuVEC, pero los
mecanismos involucrados aun estan por describir (lkushima, M. y col 2006). Como las
células mesangiales no expresan klotho de manera endégena, se forzé su expresion
mediante la transfeccién estable de un plasmido que contiene la isoforma de
membrana de klotho. La expresion de klotho en CMH previno la senescencia, el
aumento en p53 y el descenso en catalasa inducido por AG. La expresidn ectdpica de
klotho por transfeccién génica in vivo (Mitani, H. y col 2002) o adiciéon de proteina
recombinante de klotho (Doi, S. y col 2011) ha sido utilizado para prevenir el dafo
renal inducido por angiotensina Il y los procesos fibréticos en ratdn, respectivamente.
Estos resultados, junto con los nuestros, identifican a la proteina klotho recombinante
como un potencial agente terapéutico para dafio renal.

Para identificar las vias intracelulares que median el efecto de la AG sobre la
catalasa y p53, se exploraron las vias PI3K/Akt y la de Ras/Raf/MAPK, las cuales
estan reguladas por la activacion del IGF-1R. La adicién de AG a CMH inhibié la
fosforilacion de Akt y FoxO1, sugiriendo un incremento en la translocaciéon nuclear y
activacién de FoxO1. La reduccién en la fosforilacién de Akt inducida por AGEs ha
sido también descrita en células endoteliales progenitoras (Liang, C. y col 2009). p53
podria inhibir la via PIBK-Akt a través de la activacion de PTEN (Feng, Z. y col 2007).
Recientemente ha sido descrito un aumento de FoxO4 por AGEs (An, X.F. y col 2011)
y la actividad transcripcional de FoxO1/3, que aumentan la expresién de p53
(Furukawa-Hibi, Y. y col 2005). FoxO es susceptible de regulacién no sélo por Akt sino
también por estrés oxidativo a través de otras moléculas de senalizacion como la
deacetilasa Sirt1. Ademas Sirt1 es capaz de regular la actividad transcripcional de p53
favoreciendo la expresién del inhibidor de ciclo celular p21 (Yi, J. y Luo, J. 2010).
Estos resultados indican la posibilidad de que FoxO1 pudiera mediar el proceso de
senescencia inducido por AG a través del aumento en la expresion de p53, aunque

seran necesarios experimentos adicionales para aclarar este punto.

Por otro lado, la otra posible via susceptible de activaciéon por IGF-1R es Ras-
Raf-Erk1/2. Hemos observado una activacion de esta via de forma prolongada durante
méas de 48h tras la administracion de AG. La activacién oncogénica de Ras y la
cascada de las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK) podrian ser un
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mecanismo subyacente de la parada de ciclo celular que depende de p53 (Smicht,
AM. y col 1999; Goldin, A. y col 2006). En nuestras manos, la activacion de Ras fue
inhibida por la transfeccion de klotho, y la inhibicion de la actividad de Ras y MEK
previno la reduccion de catalasa y el aumento en la expresién de p53, confirmando el
papel de esta via en la senescencia celular inducida por AG. El papel de las proteinas
Ras en la induccién de senescencia mediante la alteracién de los niveles intracelulares
de ROS han sido anteriormente descritos (Lee, A.C. y col 1999), pero es la primera
vez que se relaciona la activacion constitutiva de Ras y Erk 1/2 con el descenso en el
contenido de catalasa. La expresién de Ras en fibroblastos humanos da lugar a un
incremento en los niveles intracelulares de peroxido de hidrégeno (Lee, A.C. y col
1999). Este aumento en los niveles de H,O, podria deberse al descenso en catalasa
que hemos observado en nuestros experimentos, sin embargo los mecanismos

subyacentes en este efecto estarian todavia por determinar en futuros experimentos.

Por lo tanto, a la vista de los resultados obtenidos, se puede concluir que la AG
induce senescencia en células mesangiales humanas, disminuyendo el contenido en
catalasa, e incrementando los niveles de ROS intracelulares a través de la activacion
del receptor de IGF-1 y la via de Ras/Raf/Erk1/2.

Los resultados del presente trabajo han permitido dilucidar parte de los
mecanismos intracelulares implicados en el desarrollo de senescencia celular
prematura en células mesangiales humanas en la diabetes y el envejecimiento. Un
moderado estrés osmoético provocado por las altas concentraciones de glucosa
sanguineas y los productos de glicosilacion avanzada, como la albamina glicosilada,
contribuyen al desarrollo de la senescencia celular prematura en células mesangiales
humanas pudiendo ser responsables, en parte, del envejecimiento renal.
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CONCLUSIONES

La exposicion prolongada a altas concentraciones de glucosa y productos de
glicosilacién avanzada, dos compuestos que pueden estar presentes en
pacientes diabéticos, inducen senescencia en células mesangiales humanas

mediante mecanismos intracelulares diferentes.

Las altas concentraciones de glucosa promueven un leve aumento en la
osmolaridad del medio extracelular. Este cambio en la osmolaridad es el
causante de la senescencia celular inducida por HG, a través de la produccién
de ROS vy la activacion constitutiva del oncogén Ras y las quinasas activadas
por mitégenos Erk1/2 y p38.

La albumina glicosilada induce senescencia en células mesangiales humanas a
través de la activacion de la via de IGF-1 y un descenso en la expresion de la
enzima antioxidante catalasa. El efecto se previene induciendo la expresién del
gen anti-envejecimiento Klotho, lo que pude abrir camino a una posible diana
terapéutica para frenar la progresion de la enfermedad renal en la diabetes y

en el envejecimiento.
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