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“Como cientifico, sabes que cada nuevo descubrimiento que tengas la
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era correcto y recordarte lo poco que sabes. La ciencia es una continua
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Michael Duff

Universidad de Michigan.
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Resumen

La variacion continua en la concentracién de la glucosa sanguinea, se asocia
con dafo endotelial temprano en los individuos con una historia familiar para la
diabetes mellitus tipo 2 (HFDM2). En este estudio, se propuso que la célula
endotelial (CE) de individuos clinicamente sanos con HFDM2, es mas susceptible
al estrés provocado por la hiperglucemia. Para determinar esto, se evaluo el efecto
gue concentraciones de glucosa >5mM/L, tuvieron sobre las CEs obtenidas de la
vena del cordén umbilical (HUVECS) de 12 nifios con HFDM2 (nifios con al menos
3 familiares en primer grado con la enfermedad) y de 30 nifios sin HFDM2,
incubadas por 24 o 48 h con glucosa. Los resultados obtenidos mostraron una
disminucion en la proliferacién celular del 50%, y de 90% en la actividad
mitocondrial de las HUVECSs de recién nacidos con HFDM2, en presencia de 15 o
30 mM/L de glucosa por 48 h. Asimismo, la concentracion de los metabolitos del
oxido nitrico (ON) en el medio de cultivo de las HUVECs de nifios con HFDM2,
tuvieron una clara disminucion en su concentracion (p<0.05). Al determinar
tamafio y granularidad por citometria de flujo, se identific6 una poblacién celular
Gnica en las HUVECs obtenidas de los nifios con HFDM2, en comparacion las
HUVECSs obtenidas de los nifios sin HFDM2, mostraron dos poblaciones celulares.
La determinacion por citometria de flujo de las especies de oxigeno reactivas
(ROS) y del ON, evidencié un porcentaje menor de células positivas para la
sintesis de ROS y de ON en las HUVECs con HFDM2. En comparacion, el
porcentaje de HUVECSs positivas para la sintesis de ROS y de ON en los nifios
control, mostr6 un aumento significativo (P<0.01). La incubaciéon con
desacopladores mitocondriales (CCCP) o con inhibidores de la captura de glucosa
(citocalasina B) inhibio la sintesis de ROS en ambas poblaciones de HUVEC.
Nuestros resultados también mostraron una disminucion en la expresion de los
transcritos para eNOS y para p53, asociado con una mayor expresion de los
transcritos para GLUT1, en HUVECs obtenidas de nifios con HFDM2. Los
resultados obtenidos de las HUVECs de los nifios control mostraron un aumento
en los transcritos para eNOS, sin cambios observables en la expresion para p53 o
GLUT1. En conclusién, nuestros resultados sugieren una asociaciéon entre la
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HFDM2 con la sintesis alterada de ROS y de ON como consecuencia de

anormalidades en el metabolismo de la glucosa y deficiente actividad mitocondrial.
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Abstract

The continuous variation in serum glucose concentration is associated with a
family history of type 2 diabetes mellitus (FHDM2); the latter is considered a risk
factor to develop diabetes mellitus (DM) and/or endothelial dysfunction. In this
study we propose that endothelial cells from healthy newborns with FHDM2 are
more susceptible to the stress induced by hyperglycemia. We evaluated the effect
of >5 Mm/L glucose concentrations on ROS and NO synthesis in human umbilical
vein endothelial cells (HUVECs), obtained from twelve healthy newborns with
FHDM2 (at least 3 first-degree family members with DM) and 30 without, incubated
for 24 or 48 hrs with 15 or 30 mM/L glucose concentrations. Also, we assessed cell
proliferation, mitochondrial activity and the expression of eNOS, GLUT1 and p53
transcripts. Our results showed a decrease of 50% in cell proliferation and a 90%
reduction in mitochondrial activity in HFDM2 HUVECs incubated with either
glucose concentration for 48 hrs. NO metabolites in the culture media of HFDM2
HUVECs were significantly diminished (p< 0.05). Size and granularity determined
by flow cytometry showed one cell population in HFDM2 HUVECs compared to two
clearly defined populations in control HUVECs. Flow cytometry from HFDM2
HUVECs showed a minor percentage of cells synthesizing ROS and NO in the
presence of high glucose concentrations, whereas control HUVECs showed a
significant increase (p<0.01). The incubation of HUVECs with a mitochondrial
uncoupler (CCCP) or an inhibitor of glucose uptake (cytochalasin B), inhibited the
synthesis of ROS in both HUVECs. Our results also showed a diminished
expression of eNOS and p53 transcripts and an enhanced expression of GLUT1
transcripts in HFDM2 HUVECS, in contrast control HUVECs showed an enhanced
expression of eNOS but no modifications in GLUT1 or p53 transcripts. In
conclusion, our results suggest an association between HFDM2 and a deficient
synthesis of ROS and NO as a consequence of glucose metabolisms impairment
and deficient mitochondrial activity.
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Capitulo I. Introduccién
1.1- DIABETES MELLITUS.

La diabetes mellitus (DM), es un grupo de desordenes metabdlicos
caracterizados por la presencia de hiperglucemia, cuyo inicio se asocia con
factores de origen genético, ambiental y nutricional. Sin embargo, las alteraciones
en la accion o en la estructura de la hormona insulina se consideran como los
puntos de inicio mas importantes (1, 2). La elevacién cronica en la concentracion
de glucosa, tiene como consecuencia el desarrollo de las alteraciones micro- y
macrovasculares, asi como el inicio de las complicaciones agudas (cetoacidosis o
el sindrome hiperosmolar no-cetésico), y de las crénicas (retinopatia, nefropatia,
etc.); caracteristicas del paciente con DM no controlada (3-5).

Aunque la etiologia de la enfermedad es muy variada, de manera general la
enfermedad se divide en: Diabetes mellitus tipo 1 (DM1, dependiente de insulina)

y, Diabetes mellitus tipo 2 (DM2, no dependiente de insulina)

La Diabetes mellitus tipo 1.- Se origina en el 90% de los casos, por la destruccion
de las células beta del pancreas por procesos autoinmunes, mientras que en un
10% su origen es idiopatico (6,7). La DM1 se presenta fundamentalmente en nifios
y adolescentes, y tiene una mayor incidencia en el grupo entre los 10 a los 14
afios de edad, sin embargo, se llega a diagnosticar ocasionalmente en adultos (8).
En este tipo de diabetes la insulina circulante esta virtualmente ausente, el
glucagon del plasma esta elevado (9), y las células B del pancreas son incapaces

de responder ante los estimulos insulinogénicos. Por todo esto, la administraciéon
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de insulina exdgena es necesaria para revertir el estado catabdlico, inhibir la
cetosis, disminuir la hiperglucagonemia, asi como la concentracion de glucosa

circulante (10,11).

Diabetes mellitus tipo 2 (DM2).- Es un grupo heterogéneo de trastornos
caracterizados por grados variables de resistencia a la insulina, y la cual esta
considerada dentro de las 10 principales causas de muerte en México (12,13).
Esta forma de diabetes identificada por la presencia de resistencia a la insulina
(1,14), tiene como efecto un aumento en la concentracibn sanguinea de la
hormona (15). Aunque la DM2 es mas comun en adultos, se le esta
diagnosticando cada vez mas a edades mas tempranas (16,17). Actualmente, se
desconoce el origen de este tipo de diabetes, ya que en contraste a lo observado
en la DM-1, no se observa destruccién de las células beta del pancreas (1), ni se
ha encontrado alguna asociacion clara con agentes infecciosos como virus o
bacterias tal y como se ha descrito en la DM-1. Por otra parte, aunque se han
realizado numerosas investigaciones evaluando a diferentes genes ligados con el
inicio de la enfermedad (18,19), las evidencias aun no son determinantes. El lento
avance de la DM2, tiene como consecuencia su diagnoéstico bastante tiempo
después de originada, y en donde la Unica caracteristica observada es una
elevacion gradual en la concentracion de glucosa en sangre (20, 21).

A pesar de que la DM2 presenta un cuadro clinico menos agresivo en
comparacion con la DM-1, este tipo de enfermos presentan un mayor riesgo de
desarrollar complicaciones micro- y macrovasculares (22, 23). Ya que adn en

concentraciones fisiologicas de insulina en el plasma, la concentracion de glucosa
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circulante esta por encima de la concentracion normal (24, 25). Algunos datos
adicionales relevantes de la DM2, es el aumento en el riesgo de presentar la
enfermedad asociado con el envejecimiento, la obesidad, asi como con la escasa
o nula actividad fisica (13,26). Asimismo, el riesgo de desarrollar DM2 es mayor en
mujeres que fueron diagnosticadas con diabetes gestacional durante su
embarazo, asi como en individuos que presentan hipertension o dislipidemias (27,
28). Algunos estudios epidemiol6gicos, han propuesto la importancia del aspecto
genético en el inicio y evolucion de la DM2, sin embargo, los patrones de herencia
son complejos y estdn aun muy mal definidos (29). Para hacer mas complicada la
probabilidad de poder entender a la DM2, existen variantes adicionales como la
diabetes tipo 2 de inicio temprano (Early-Onset type 2 Diabetes). De acuerdo con
autores como Garcia-Garcia y cols. (30-69), esta deberia considerarse como un
subtipo de la enfermedad, ya que es un padecimiento mas agresivo, el cual
requiere un tratamiento con insulina mas temprano y sufre de complicaciones mas
severas que el paciente con diabetes comun (31-70). Evidencias obtenidas al
evaluar enfermos del pais, indican que la mayoria de los pacientes son delgados
con un promedio de edad de 28 afos, pero ya con requerimientos de insulina. Es
relevante mencionar que en el 73% de los casos, estos pacientes confirmaron la
presencia de familiares en primer grado con DM2 (30-69).

Desde hace tiempo se considera como de gran importancia al patrén genético
en la DM2. Numerosas evidencias muestran la presencia de la enfermedad en
grupos étnicos especificos (32), en gemelos monocigoticos (33), asi como la
existencia de una agregacion familiar (34). Sin embargo, se continda investigando

la manera en que se hereda, asi como el nUumero de genes involucrados con el
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inicio de la enfermedad. En la poblacion mexicana, la diabetes mellitus tipo 2 se
presenta como una enfermedad heterogénea y multifactorial en donde la compleja
interaccion entre factores genéticos y ambientales, hace que hasta el presente sea
sumamente dificil definir al gen o genes implicados en el inicio del padecimiento
(35); razon por la que se considera a la DM2 como una enfermedad poligénica

(36).

Entre los genes que se han asociado con la susceptibilidad a la enfermedad se ha
identificado a los siguientes:

a) El gen de la insulina.- Se han encontrado mutaciones en el gen de la insulina
que afectan la estructura primaria de las cadenas A y B de la insulina, lo cual
disminuye sus efectos biol6gicos (37). También se han descrito mutaciones que
afectan el procesamiento de la proinsulina, lo que provoca una alta concentracién
de la hormona en circulacion; la cual sin embargo, tiene un efecto minimo en la
regulacién de la concentracion de glucosa (38).

b) Transportadores de glucosa (GLUTs).- Se han estudiado los genes de los
transportadores de glucosa 1 (GLUT1) y 4 (GLUT4), y aunque se han encontrado
alteraciones en ambos (39, 40), su importancia esta aun por determinarse.

c) Gen de la glucocinasa (MODY 2).- La glucocinasa se considera como el
modulador de la célula beta ante las variaciones en la concentracion de glucosa,
ya que realiza el primer paso en el metabolismo de ésta. Sin embargo, aunque se
han encontrado alteraciones en este gen en pacientes con diabetes del tipo MODY
(maturity onset diabetes of the young, de aqui las siglas MODY) (41, 42), éstas

son muy raras o estan ausentes en la forma comuan de la enfermedad.
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d) Otros genes evaluados son el del factor de transcripcion NF4a (MODY 1), asi
como el factor de transcripcion HNF1a (MODY 3). Sin embargo, la importancia real
de MODY 1 aun no es clara (43); mientras que para MODY 3 se ha observado su
asociacion solo en un 25% de los casos de DM2 (44).

e) Genes mitocondriales.- La fosforilacion oxidativa esta involucrada en la
produccion de energia, asi como en la sefializacion inicial para la secrecion de
insulina estimulada por la glucosa, en el pancreas. Algunos trabajos recientes,
sefialan la presencia de una mutacion puntual en la posicion 3243 del gen del
ARNt-Leu en pacientes con DM2 (45), lo que afecta la secrecién de insulina. Sin
embargo, esto se ha visto solo en un 2% de los pacientes con diabetes (46, 47).

f) Gen del receptor del glucagon.- En algunos pacientes con DM2, la
concentracion de esta hormona se encuentra elevada o muestra un cambio
mutacion en la posicion Gly40Ser de su receptor, motivo por el cual algunos
autores la han asociado con el desarrollo de la diabetes mellitus tipo 2 (48, 49).

g) El gen de la glucogeno sintasa.- Aunque en poblaciones finlandesas se han
encontrado dos alelos polimorficos, estos resultados no se han podido repetir en
estudios realizados en poblacién japonesa (50,51).

h) También se ha estudiado al gen de la hexocinasa IV, la cual interviene de
manera importante en el metabolismo de la glucosa. Aunque se han identificado
numerosas mutaciones en este y otros genes implicados en el metabolismo
celular, aun no se ha demostrado su importancia para el inicio de la DM2 (52, 53).

i) Gen de la obesidad (ob). Identificado por primera vez en la cepa de ratén

C57BL/6J ob/ob, estudios recientes demuestran su presencia en humanos con o
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sin obesidad (54). Sin embargo, las evidencias encontradas, no han demostrado
su importancia para el desarrollo de la DM2 en humanos (55, 56).

J) Gen del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a).- Al estar asociado con el inicio
de la resistencia a la insulina, el TNF-a es considerado como una de las
principales citocinas involucradas en la evolucion de la DM2 (57);sin embargo,
también esta presente en nifios y adultos obesos sin diabetes (58,59).

Por las evidencias disponibles en la actualidad, la DM2 es una enfermedad con un

origen poligénico, lo cual dificulta el poder determinar el origen de la enfermedad.

1.2.- EPIDEMIOLOGIA DE LA DM2.

Datos e informacion proporcionados por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), y por la Federacion Internacional de Diabetes (IFD), indican que existen en
el mundo alrededor de 346 millones de personas con diabetes, y que para el 2004
se calcularon 3.4 millones de fallecimientos asociados a la enfermedad (60).
Informacién de la misma OMS, destaca que 80% de las muertes se registran en
los paises de ingresos bajos y medios, principalmente en menores de 70 afios;
con un 55% de fallecimientos en mujeres (60), y en donde la tendencia indica un
incremento en el ndmero de enfermos con diabetes en todo el mundo (61).
Aumento que se asocia con: la edad de los individuos, la urbanizacion y los
cambios en el estilo de vida (62).

En un andlisis de tendencias sobre diabetes en mayores de 25 afios de 199
paises, realizada por Danaei G. y colaboradores de la Escuela de Salud Publica

de la Universidad de Harvard en 2008, se estim0 que existian 285 millones de
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personas con diabetes en el mundo, de los cuales un 90% del total eran diabéticos
tipo 2 (63), y los cuales aumentaron a méas del doble en las uUltimas décadas (63).
El analisis de estos datos sugiere que la cantidad de enfermos aumentara hasta
439 millones para el afio 2030; lo cual representara el 7.7% del total de la
poblacion adulta entre los 20 a los 79 afios de edad (64). Es preocupante, por otro
parte, que la DM2 que era relativamente rara hace algunas décadas en los paises
en desarrollo, ahora muestre tasas altas de la enfermedad en sus jévenes o
individuos de edad media (65). Actualmente, se considera que entre los 10 paises
con el mayor nimero de enfermos estan China, India, Pakistan, Indonesia y
Bangladesh (63-65).

En el caso de Norteamérica, se determind que la prevalencia de la DM2 en
adolescentes entre los 10-19 afos de edad en el aflo 2001, era de 42/100 000
adolescentes (66), con una frecuencia mayor en edades entre los 15-19 afios (67).
Este aumento observado, se asocié con la presencia de prediabetes en los
adolescentes. Definiendo prediabetes, como la hiperglicemia que no satisface los
criterios diagnosticos para la diabetes mellitus. De acuerdo con el estudio
NHANES (National Health and Nutrition Examination Survey), se detectdé un
incremento del 7% en 1999-2000, a 13.1% en el 2005-2006, en la prevalencia de
intolerancia a la glucosa en ayuno en edades entre 12 y 19 afios (68).

En México, la prevalencia de la DM2 de acuerdo con la Encuesta Nacional de
Salud (ENSANUT) 2000, fue de 7.5% en los adultos de mas de 20 afios (69); con
una prevalencia de 7.8% en mujeres y de 7.2% en hombres. En el mismo estudio
se menciona la importancia de la edad, y la mayor prevalencia de la DM2 en las

zonas urbanas (8.1%), en comparacion con las rurales (6.5%) (69). Resultados
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obtenidos por Villalpando y cols. (70), después de analizar los resultados de la
ENSANUT 2006, mostraron que la prevalencia de la enfermedad se incremento a
14.4%; la cual estuvo asociada con un mal control metabdlico (definido esto, como
un deficiente control de la concentracion de la glucosa en sangre) en los pacientes
con diabetes. Los autores encontraron que mientras un 5.3% tenia un buen
control, un 38.4% tenian un mal control y un 56.2% del total de los enfermos tenia
un muy mal control de su enfermedad. En la ENSANUT 2012, de los 6.4 millones
de adultos mexicanos que han recibido diagndstico por un médico y reciben
tratamiento, s6lo 25% presentd evidencia de un control metabdlico adecuado
(107).Dichos datos varian si se considera a la diabetes tipo 2 de inicio temprano.
Como ya se menciono estd es mas agresiva, y presenta las complicaciones
agudas y cronicas del paciente con DM2 de manera temprana (30); razén por la
cual es necesario el tratamiento anticipado con insulina (31,72).

A pesar de la gran variabilidad de las poblaciones evaluadas, estas tienen en
comun la presencia de alteraciones en la secrecion y en el efecto de la insulina
(71). En México, un factor de riesgo adicional que se ha determinado para el inicio
de la DM2 es la presencia de obesidad o de sobrepeso, caracteristicas que se han
encontrado en el 30.8% de los adultos enfermos y con edades entre los 20 a los
69 afos de edad (73).

Otra caracteristica importante relacionada con la resistencia a la insulina presente
en el paciente con DM2 (75), es la sintesis alterada de proteinas estructurales de
la mitocondria en las células musculares (74), y en otros tejidos que se ven
afectados en la DM2 (musculo cardiaco, cerebro, higado, y endotelio) (75, 76,

77,78). Es importante recordar que las concentraciones elevadas de glucosa, por
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si solas, son capaces de iniciar el dafio en los tejidos mencionados, pero en
especial en el sistema circulatorio; asocidndose esto con un mayor riesgo de
desarrollar enfermedad cardiovascular (11, 13, 22, 23). En este contexto, el
principal tipo celular afectado es la célula endotelial, la cual es susceptible al dafio

derivado de la hiperglucemia cronica (76).

1.3.- LA CELULA ENDOTELIAL.

Las células endoteliales (CEs) intervienen en el control del tono vasomotor,
circulacién de las células sanguineas, control de la hemostasis, permeabilidad e
intervienen en la inmunidad innata adaptativa (79,80). Las CEs presentan una
gran diversidad de formas (81), y muestran un patrén de alineamiento en la
direccion del flujo sanguineo, el cual puede modificarse en condiciones de estrés
hemodinamico (82). La gran variabilidad en la forma de las CEs, se ha encontrado
en aorta de rata, en donde estan orientadas en la direccion del flujo sanguineo; en
contraste CEs aisladas de la arteria pulmonar presentan una forma triangular
siendo mas anchas y cortas (30 x 14 um) (83). En este mismo modelo
experimental realizado en ratas, las CEs aisladas de la vena pulmonar fueron
grandes y de forma redonda, mientras que las células de la vena cava inferior
fueron largas, estrechas y rectangulares (83). Esta gran variabilidad en forma y
tamafio de la CE, se considera que esta en relacion con la funcion que la célula
endotelial este llevando a cabo. Como ejemplo de lo anterior, se ha sugerido que
la aterosclerosis es resultado de una combinacién entre variaciones en el flujo
vascular con algunos factores de riesgo asociados (concentracion de lipidos, por

ejemplo) (84). Asimismo, se ha observado que la CE tienen la capacidad de variar
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su morfologia, en donde se incluye la formacion de pseuddépodos citoplasmaticos
dentro del lumen capilar, los cuales pueden influir significativamente en la
resistencia hemodinamica al flujo vascular (85).

El endotelio es una estructura semipermeable, lo cual le permite regular el
transporte de fluidos y solutos dentro y fuera de la sangre (86). Para realizar esto,
las células endoteliales poseen dos vias: la transcelular y la paracelular. En la
transcelular participan vesiculas cubiertas de clatrina, cuerpos multivesiculares y
lisosomas, los cuales representan a los componentes de la via endocitica (87). En
la paracelular se controla la estabilidad de las uniones intercelulares. Las CEs
participan activamente en la transcitosis, fenbmeno que interviene en la
transferencia de moléculas a través de la CE, y el cual es mediado por unas
estructuras especializadas conocidas como caveolas (87). Adicional a esto, las
células endoteliales son tan importantes para la funcionalidad vascular y orgéanica,
que se les considera actualmente como un 6rgano (88). Las CEs intervienen en la
angiogenesis, en la regulacion de la permeabilidad vascular, en el trafico de los
leucocitos y en la hemostasis (79-82). Esta diversidad de funciones la llevan a
cabo por las numerosas moléculas que son capaces de sintetizar y de liberar al
medio; de las cuales, se presentan las siguientes:

A) Prostaciclina.- Es el principal producto de la ciclooxigenasa la cual se forma en
las células endoteliales, asi como en la media y en la adventicia (son dos capas
estructurales adicionales que involucran fibroblastos o proteinas como la elastina,
o el colageno que envuelven al endotelio), en respuesta al estrés, hipoxia y por
inductores de la sintesis del 6xido nitrico (ON) (89). Dicha respuesta induce la

relajacion del musculo liso vascular actuando en conjunto con el ON (89).
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B) Factor hiperpolarizante endotelio-dependiente (EDHF).- En estudios realizados
en arterias de diversos organismo se ha demostrado que la acetilcolina y otros
dilatadores dependientes del endotelio causan la hiperpolarizaciéon y relajacion
derivadas del EDHF (89, 90). Para su liberacion, y de manera similar al ON
requiere de un aumento en la concentracion de calcio (89, 90).

C) Factores vasopresores derivados del endotelio (EDCF).- El endotelio es capaz
de liberar sustancias con capacidad vasoconstrictora, como: anion superéxido,
endoperéxidos, tromboxano A2y endotelina-1 (91, 92).

D) Oxido nitrico (ON).- Este es un gas altamente reactivo, producido por casi todos
los tipos celulares en el organismo, el cual juega un papel de gran importancia en
procesos tan diversos como la modulacion del tono vascular, la neurotransmision,
asi como en la regulacion de las células del sistema inmune y la citotoxicidad
mediada por células (93, 94). EI ON es sintetizado por una familia de enzimas
conocidas como oOxido nitrico sintasas (NOS), que estan presentes en tres tipos:
NOS tipo 1 o neuronal (NNOS); NOS tipo 2 o inducible (iNOS) y NOS tipo 3 o
endotelial (eNOS) (95). Estas son oxido-reductasas que contienen flavoproteinas
que convierten al aminoacido arginina y al oxigeno molecular en citrulina y éxido
nitrico (95). Este mediador es muy relevante para el endotelio, debido a que
interviene regulando la proliferacion y la muerte de la célula endotelial (96), y la
modulacion de los procesos vasculares y trombéticos, en los cuales interviene
este tipo celular (97). Cabe destacar que la elevacion en la concentracion de la
glucosa sanguinea puede afectar la sintesis del ON por la célula endotelial. Si bien
la informacion a este respecto sigue siendo contradictoria, las evidencias

disponibles muestran que la sintesis del ON frente a una exposicion aguda a la
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glucosa induce su sintesis; en tanto que la exposicion cronica a este carbohidrato
lleva a la inhibicibn de su sintesis (98), iniciando en consecuencia el dafio

vascular que se encuentra frecuentemente en el paciente diabético.

Por los antecedentes presentados, el estudio de la actividad endotelial previo al
desarrollo de la enfermedad clinica en individuos con HFDM2, es de gran
importancia por las diferentes funciones que cumple la célula endotelial a nivel
vascular y orgénico (99, 100). El conocimiento generado permitird prevenir y tratar
de manera anticipada el dafio vascular derivado de la disfunciébn endotelial
temprana en estos individuos. Aqui cabe destacar que disfuncion endotelial es un
término que se refiere al balance negativo de las sustancias bioactivas que se
producen y se liberan en el endotelio a causa o como consecuencia de la pérdida
de su integridad celular. En consecuencia, este trabajo se enfoco en la evaluacién
de la sintesis asi como en la asociacion existente entre el endotelio-ROS-ON, en
HUVECSs obtenidas de recién nacidos sanos con una fuerte historia familiar de la
enfermedad (definida esta, como la presencia de 3 o mas familiares en primera
linea con DM2). Asimismo, se evalud la sintesis de los transcritos primarios para
la eNOS y de dos elementos asociados con la sintesis del ON, el GLUT1 asi como

p53.
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Capitulo II.
Hipotesis
“La disfuncion endotelial temprana observada en las células endoteliales
(HUVECs) de recién nacidos sanos, pero con una fuerte historia familiar de
diabetes mellitus tipo 2, es consecuencia de una sintesis reducida de las especies
de oxigeno reactivas, asi como del 6xido nitrico, dos de los mediadores mas

importantes para la funcionalidad y viabilidad de la célula endotelial”.

Objetivo general

1.- Determinar la variacién en la sintesis de las especies de oxigeno reactivas
(ROS) y del éxido nitrico (ON) en HUVECs de recién nacidos sanos con y sin
historia familiar de DM2 (HFDM2).

Objetivos Particulares:

1.- Aislar y mantener en cultivo HUVECs obtenidas de cordén umbilical de recién
nacidos sanos con y sin HFDM2.

2.- Evaluar la viabilidad y la actividad mitocondrial en HUVECs de recién nacidos
cony sin HFDM2

3.- Determinar mediante citometria de flujo la sintesis de ROS y de ON en células
endoteliales incubadas en presencia de concentraciones suprafisiologicas de
glucosa (> 5mMI/L) por 24y 48 h.

4.- Determinar la concentracion de metabolitos del ON en el medio de cultivo de
las células incubadas por 24 y 48 h en concentraciones suprafisiolégicas de
glucosa.

5.- Realizar la extraccion del ARNm y evaluar la expresion de la eNOS, del factor
de transcripcion p53 (asociado con la expresion del gen de GLUT1), asi como del

transportador de glucosa GLUT1.
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Capitulo Ill. Resultados.

Los métodos utilizados se describen en las copias de los sobretiros. Los
resultados encontrados en este trabajo se presentan en capitulos, y en la parte
final se muestra una breve discusion con las probables perspectivas derivadas del

mismo.

Las caracteristicas generales de las madres de los nifios con HFDM2 se muestran

a continuacion.

Se encontré6 que ninguna de las madres presentd diabetes gestacional. Las
madres con HFDM2 presentaron un mayor peso, asi como un mayor indice de

masa corporal (IMC).

TABLA 1
Caracteristicas generales de las mujeres embarazadas.

Con HFDM2 Control P
n 12 30
Edad (afios) 21.8+ 3.6 228+1.4 N.S.
Peso (kg) 83.9+7.0 65.1+19 0.003
Altura (m) 1.55+0.28 158+ 0.6 N.S.
IMC (kg/m?) 34.8+4.9 252+1.0 0.02
[rango IMC] [30 -47] [24 - 27]
Glucosa en ayuno 48+0.3 45+0.2 N.S.
(mM/L)
[rango mM/L] [4.1-55] [4.1-4.7]
HbA . (%) 5.6+05 53+04 N.S.
Embarazos 1-2 1-2
Nacimientos 1-2 1-2
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3.1 Andlisis por citometria de flujo

La evaluacion inicial, usando citometria de flujo, reveld diferencias claras de
tamafo (FSC-H) y granularidad (SSC-H) en las HUVECs obtenidas de nifios con y
sin HFDM2, tal y como se ve en la Figura 1. El analisis usando citometria de flujo
reveld lo que podemos considerar como una sola poblacion de HUVECs en las
células endoteliales obtenidas de los recién nacidos sanos con HFDM2 (A); en
contraste, dos poblaciones diferentes fueron observadas en las HUVECs
obtenidas de los recién nacidos sanos sin HFDM2 (B). Estas caracteristicas se
mantuvieron de manera general en todas las células endoteliales evaluadas (n=12
en HUVECs de niflos con HFDM2; y n=30 en HUVECS de nifios sin HFDM2).
Estos datos permitieron suponer la existencia de diferencias asociadas con la

funcionalidad de las células endoteliales, de acuerdo a su origen.
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Figura 1.- Dot-plots de HUVECs obtenidas de recién nacidos sanos con HFDM2
(A) y de recién nacidos sanos sin HFDM2 (B). El porcentaje de HUVECs
encontrado en la region R1 fue de mas del 90% en la figura A. Mientras que en la
figura B, el porcentaje de HUVECs fue de 60% en la region 1 y del 40%
aproximadamente en la region 2. Se muestra una figura representativa.
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Capitulo IV. Articulo: Alvarado-Vasquez N, et al. HUVECs from newborns with
a strong family history of diabetes show diminished ROS synthesis in the
presence of high glucose concentrations. Diabetes Metab Res Rev 2007;
23:71-80.

Introduccion

Se ha observado una alterada funcion endotelial temprana en individuos con
historia familiar de diabetes mellitus tipo 2 (HFDM2), lo cual se ha asociado con el
desarrollo de la enfermedad en la vida adulta. Esta alteracion en la funcionalidad
endotelial, se ha relacionado con el estrés oxidativo cronico en que se encuentra
el paciente diabético. Lo anterior, se basa en el incremento observado en
diferentes marcadores de estrés oxidativo y en el aumento en la generacion de
especies de oxigeno reactivas (ROS) por células mononucleares obtenidas de
pacientes con diabetes. Se ha descrito que las células endoteliales de la vena del
corddon umbilical (HUVECSs) de recién nacidos con madres diabéticas tipo 1 son
menos resistentes al estrés por alteraciones del flujo sanguineo, presentan menos
capacidad de captura de glucosa, asi como alteraciones a nivel de la membrana
plasmatica y en sus mitocondrias. Sin embargo, y a pesar de lo anterior, aln se
desconoce si la HFDM2 aumenta la susceptibilidad de la célula endotelial a las
concentraciones suprafisiologicas de glucosa. Por esta razon, en este trabajo se
decidié evaluar el papel del metabolismo de la glucosa, asi como el papel de la
mitocondria en la generacion de ROS, en HUVECs obtenidas de recién nacidos
sanos pero con una HFDM2.

Resultados
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Se encontro que las HUVECs con HFDM2 incubadas por 24 o 48 h con 15 o 30
mMY/L de glucosa mostraron una disminucion de un 50% en la proliferacion celular.
Por otro lado, se encontré que la incubacién con 15 o 30 mM/L de glucosa tuvo
como efecto una disminucion de un 20-25% en la actividad mitocondrial a las 24 h.
Sin embargo, los resultados obtenidos a las 48 h, revelaron una dréastica
disminucion del 90% en su actividad mitocondrial. La incubaciébn con un
desacoplante mitocondrial (CCCP) o un inhibidor del transporte de glucosa
(citocalasina B) disminuyé la sintesis de ROS principalmente en las HUVECs de
nifios con HFDM2. La incubacion con un inhibidor de la NAD(P)H oxidasa (DPI) no
reveld una inhibicion significativa en la generacién de ROS en las HUVECS, esto
independientemente de su origen.

Discusién

La HFDM2 es reconocida como un factor de riesgo para el inicio de la disfuncion
endotelial. Se ha descrito una funcién vascular alterada en recién nacidos sanos
con madres diabéticas tipo 1 y 2, en donde las alteraciones encontradas incluyen
la disfunciéon endotelial como consecuencia de procesos inflamatorios de bajo
grado, asi como alteraciones de la estructura mitocondrial. En estos individuos el
proceso inflamatorio se ha asociado con el aumento en la generacion de ROS por
las NAD(P)H oxidasas vasculares, o bien por la mitocondria. Sin embargo,
nuestros resultados revelaron que la inhibicion de la NAD(P)H oxidasa por su
inhibidor (DPI) no tuvo mayor efecto en la generaciéon de ROS. Sin embargo, la
utilizacion de un inhibidor del transporte de glucosa (citocalasina B) tuvo como
efecto una drastica disminucion en la generacion de ROS en las HUVECs de nifios

con HFDM2, en contraste con lo observado en las HUVECs de los nifios sin
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HFDM2. Resultados similares se observaron al incubar las HUVECs de recién
nacidos con HFDM2 con el desacoplante mitocondrial CCCP. En conclusion,
nuestros resultados sugieren que las HUVECs con HFDM2 presentan una
deficiente sintesis de ROS, consecuencia de una deficiente respuesta de la
mitocondria de la célula endotelial ante el estrés derivado de la concentracion

suprafisiolégica de glucosa.
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Abstract

Background A family history of type 2 diabetes mellitus (DM) increases
the probability to develop DM and endothelial dysfunction. The probable
mechanism involves augmented reactive oxygen species (ROS) synthesis.
The aim of this study was to evaluate the synthesis of ROS in human
umbilical vein endothelial cells (HUVECs) obtained from healthy newborns
with (experimental) and without (control) a strong family history of type 2
DM, exposed to different glucose concentrations.

Methods HUVECs were exposed to various glucose concentrations for
24 and 48 h periods, before cell proliferation, mitochondrial activity, and
mitochondrial membrane potential were determined. Intracellular ROS
synthesis in the presence or absence of the mitochondrial uncoupler CCCP,
cytochalasin B, or diphenyleneiodonium (DPI) was also evaluated.

Results Asopposed to control HUVECs, we found that experimental HUVECs
exposed to 30 mmol/L glucose showed a 50% decrease in cell proliferation,
a 90% reduction in mitochondrial activity, and a statistically significant
inhibition of ROS synthesis in the presence of CCCP or cytochalasin B; DPI
had no effect.

Conclusions Our results suggest that mitochondria and NAD(P)H-oxidase
from HUVECs obtained from healthy newborns with a family history of DM
have an innate deficient response to high glucose concentrations. Copyright
© 2006 John Wiley & Sons, Ltd.

Keywords endothelium; glucose; type 2 diabetes mellitus; superoxide; reactive
oxygen species; oxidative stress

Introduction

A family history of type 2 diabetes mellitus (DM) is associated with an
impaired vascular function in healthy offspring and adult individuals, and
with the development of DM in the adult life [1-4]. The development of
macro- and microvascular disease in DM is the result of continuous oxidative
stress on endothelial cells [5,6]. Enhanced serum markers of oxidative stress
have been demonstrated in diabetic patients [7]. Also, an increase in reactive
oxygen species (ROS) synthesis has been shown in mononuclear cells isolated
from type 2 diabetic patients stimulated with phorbol myristate acetate [8]
and in young people with type 1 DM [9,10]. Sank et al. [11], and Cester
et al. [12], have shown that human umbilical vein endothelial cells (HUVECs)
isolated from newborns with type 1 diabetic mothers were 20-40% less
resistant to shear stress, took up glucose more slowly, showed alterations
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in the plasma membrane, and had a more active fluid
phase endocytosis and an increase in mitochondrial
area, compared to control HUVECs. An increase in L-
arginine transport and nitric oxide synthesis as well as an
impairment in the action of insulin due to hyperglycaemia
has been shown in HUVECs isolated from newborns to
women with gestational diabetes [13,14]. Although we
have shown the relevance of family history on endothelial
susceptibility, and probably in the development of
vascular damage [15], it is still unknown whether familial
diabetic background augments the susceptibility of the
endothelial cells to high glucose concentrations.

Since the origin of ROS in endothelial cells stimulated
with supraphysiological glucose concentrations has been
related ro NAD(P)H-oxidase, and mitochondrial activity
[16,17], and recent findings suggest that superoxide
generation in the mitochondria is the first step in a
vicious cycle of oxidative stress in DM [18,19], we
decided to evaluate (1) the role of glucose metabolism
and (2) the mitochondrial involvement in ROS synthesis.
To this purpose we performed experiments in the presence
or not of a mitochondrial uncoupler, an inhibitor of
NAD(P)H-oxidase, and a glucose transport inhibitor, in
an endothelial susceptibility model.

Materials and methods

Isolation and culture of human
umbilical vein endothelial cells
(HUVECSs)

Umbilical cords were obtained from six newborn offspring
of young non-diabetic women (18-26-year-old) with a
strong family history of type 2 DM (three or more first
degree relatives with the disease) (experimental HUVECs)
or from 10 pregnant women (20-25 years-old) without a
family history of type 2 diabetes (control HUVECs). None
of the mothers in either groups had gestational diabetes
at the time of delivery (Table 1). All patients signed a
written informed consent.

HUVECs were isolated from each individual cord
using type II collagenase (0.2 mg/mL, GIBCO/BRL). Non-
pooled cells were cultured in T-75 tissue culture flasks
(NUNC) in M-199 medium, whose original formula
contains 5 mmol/L glucose, supplemented with 20%
Fetal Bovine Serum (FBS) (HyClone), 100 IU/mL
penicillin, 100 ug/mL streptomycin, and 37.5 ug/mL of
endothelial cell growth factor (ROCHE), at 37°C in a
humid atmosphere containing 7% COz [15]. In some
experiments the M-199 medium was complemented with
additional glucose in order to reach a final glucose
concentration of 15 or 30 mmol/L. Cells were used within
passages 4—10 and were identified as endothelial by their
morphology and by uniform positive endoglin (CD105)
surface antigen (BD Pharmigen) staining.

Copyright @ 2006 John Wiley & Sons, Ltd.
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Table 1. Characteristics of the Mexican mestizo pregnant women

Diabetic

background Control p
n 6 10
Age (years) 22.8+3.0 223+14 N.S.
Weight (kg) 849+7.0 64119 0.003
Height (m) 1.55+0.06 158 +0.03 N.S.
BMI (kgjmz) 353+49 25610 0.02
Range BMI (kg/m?) (30-47) (24-27)
Fasting glucose (mmol/L) 47+03 44402 N.S.
(Range mmol/L) (4.1-5.5) 4.1-4.7)
HbA; (%) 55+0.5 51+04 N.S.
Pregnancies 1-2 1-2
Births 1-2 1-2
Characteristics of the
newbom infants
n 6 10
Weight (kg) 315+04 31£023
(Range kg) (2.350-3.550)  (2.800-3.600)
Height {m) 0.46 £0.02 0.44 £0.01

Data represent the mean =+ 5.D. N.S., not statistically significant.

Cell proliferation and mitochondrial
activity

HUVECs (5 x 10° cells) were cultured for 24 h in 96-
multiwell tissue culture plates with non-glucose sup-
plemented M-199 culture medium. After this time, the
culture medium was discarded and 100 uL of fresh 15
or 30 mmol/L glucose-complemented medium (without
phenol red) was added to the cultures for a further 24
or 48 h. Plates were washed with Phosphate buffer saline
(PBS) (PBS: 0.01 M NaH3;PO4 ¢ H;0O, 0.01 M NaHPO4,
0.15 M NacCl, pH 7.2) and stained with 100 uL from 0.1%
crystal violet solution (w/v)(Sigma) in 70% ethanol for
20 min, the plates were washed with deionized water,
and air-dried. The bound dye was dissolved with 100 pL
of a 10% acetic acid. Optical density was measured at
595 nm in a 96-multiwell-plate spectrophotometer (BIO-
TEK Instruments, Inc. Highland Park, Winooski, VT, USA).
Crystal violet stain allows the evaluation of cell viability
as well as cellular proliferation in relation to the culture
time [20,21].

Mitochondrial dehydrogenase activity was determined
by the reduction of 3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide (MTT, 5 mg/mL) in sterile
PBS [22]. HUVECs incubated 24 or 48 h with medium
alone or supplemented with either 15 or 30 mmol/L of
glucose were loaded with 20 pL of PBS-MTT for the last
4 h of the culture period. The MTT reduced end-product,
formazan, was dissolved with 100 uL of 0.04 N-HCl
in isopropyl alcohol, and the absorbance was recorded
at 570 nm. In some experiments glucose transport was
blocked with cytochalasin B (50 ng/mL Sigma) simulta-
neously with MTT load for the last 4 h of culture time.

Reactive oxygen species (ROS)
determination

Intracellular ROS formation was determined using the flu-
orescent probe dichlorofluorescein diacetate bis(acetoxy-
methyl) (DCFH-DA) (Molecular Probes, Eugene, OR,

Diabetes Metab Res Rev 2007; 23: 71-80.
DOI: 10.1002/dmrr
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USA). Endothelial cells (2 x 10° cells/well) were seeded
in 6-multiwell tissue culture plates for 24 h. Culture
medium was discarded and fresh 15 or 30 mmol/L
glucose-supplemented culture medium (without phenol
red) was added. The cultures were incubated for a further
24 or 48 h period. At the end, the cell cultures were treated
with trypsin solution (0.05% trypsin/1 mmol EDTA),
centrifuged at 153¢ for 6 min, resuspended in Hank’s Bal-
anced Salt Solution (HBSS: CaCl; e 2H,0O 1.8 mmol/L,
MgS0O, 0.81 mmol/L, KHyPO, 0.44 mmol/L, NayHPO,
0.33 mmol/L, and glucose 5.5 mmol/L) and loaded with
DCFH-DA 10 um for 15min [23]. ROS synthesis by
HUVECs (1 x 104 cells) was analysed by flow cytometry
(Becton Dickinson Facscalibur instrument, San Jose, CA,
USA). Positive controls consisted of HUVECs incubated
with 200 um H;O2. Similar experiments were performed
in the presence of the mitochondrial uncoupler carbonyl
cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP, 50 nM, Molec-
ular Probes), the glucose transport inhibitor cytochalasin
B or the NAD(P)H-oxidase inhibitor diphenyleneiodonium
(DPI, 10 pM, Sigma).

Mitochondrial membrane potential

HUVECs (2 x 105 cells) were cultured on a 6-multiwell
tissue culture plate with 15 or 30 mmol/L glucose-
supplemented M-199 medium for 24 or 48 h; and
in the end the cells were resuspended in 1 mL of
HBSS, and loaded for 15 min with 50 nmol of 3,3'-
dihexyloxacarbocyanine iodide (DiOCg (3)) (Molecular
Probes), in order to determine mitochondrial membrane
potential by flow cytometry in 1 x 10% cells [24].

Statistical analysis

Statistical analysis was performed with the SPSS v 11
software. Variance analysis, followed by Dunnett’s test,
was used. Results were shown as mean + S.D. Statistical
significance was considered as p < 0.05.

Results

Cell proliferation

Experimental HUVECs incubated with 15 or 30 mmol
of glucose for 24 or 48 h showed a 40-50% decrease
in cell proliferation (n = 6; Figure 1(A)). Contrary to
experimental HUVECS, control cells showed a slight and
non-statistically significant increase in cell proliferation
after 24 h of culture time, which reached a 80 or 50%
increase with 15 or 30 mmol/L glucose, respectively, after
48 h (n = 10; Figure 1(B))(*p < 0.05). We observed a
spontaneous cluster formation in all the experimental
endothelial cells (Figure 1(C)), exposed to 15 and
30 mmol/L glucose, in contrast to control HUVECS, which

Copyright © 2006 John Wiley & Sons, Ltd.
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showed a more homogeneous distribution (Figure 1(D))
and no cluster formation.

Mitochondrial activity

A slight decrease (20-25%) of MTT reduction was
observed in experimental HUVECs after 24 h of incu-
bation with 15 or 30 mmol glucose; interestingly, there
was a 90% inhibition in MTT reduction after 48 h of cul-
ture with 15 or 30 mmol glucose (n = 6; Figure 2(A)).
Control HUVECs (n = 10) cultured with supraphysiologi-
cal glucose concentrations, showed a 90-100% increase
in mitochondrial activity after 48 h of culture time
(Figure 2(B))(*p < 0.05).

The excess of glucose in the diabetic state stimulates
the mitochondrial activity, which in turn increases the
synthesis of ROS [25]. Additionally, our results showed
that formazan precipitate, which reflects mitochondrial
activity, in our experimental or control endothelial cells
incubated with culture medium alone was uniformly
distributed around the cell nucleus, in accordance with
the cellular distribution reported for endothelial cell
mitochondrias (data not shown) [26]. Mitochondrial
activity evaluated by MTT reduction, in the presence of an
inhibitor of glucose transport (cytochalasin B, 50 ng/mL),
showed a 95% inhibition in the deposit of formazan
precipitates in experimental and control HUVECs (data
not shown). This effect was independent of the glucose
concentration, time of incubation, or origin of HUVECs.

ROS determination

Figure 3(A) shows the ROS synthesis in negative (HUVECs
without DCFH-DA) and positive controls (HUVECS incu-
bated with H,O, and DCFH-DA). Figure 3(B) shows the
percentage of experimental HUVECs synthesizing ROS,
incubated with the culture medium non-supplemented
with glucose or supplemented with 15 or 30 mmol/L glu-
cose; the percentage of ROS+ cells was not modified after
24 or 48 h of culture time. We observed that a mean
of 98% of ROS+ cells (n = 6) were in the M1 region;
a reduced percentage of ROS+ cells was found in the
M2 region (<1%). An increase in the glucose concen-
tration did not modify the percentage of ROS+ cells in
either region (Figure 3(B)). In contrast, control HUVECs
(n = 10) showed a bimodal response after incubation
with the culture medium alone (M1 = 40.1 + 5.0%,
M2 = 50.7 £ 6.0%) (Figure 3(B)), but when the cells
were exposed to 15 or 30 mmol/L glucose the percentage
of cells in the M1 region diminished to 26.9 & 3.0%, and
30.9 & 4.0%, respectively, while the percentage of cells in
the M2 region increased to 68.3 & 5.0%, and 62.8 & 7.0%,
respectively (Figure 3(C)).
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Figure 1. Cell proliferation in human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) incubated with 5, 15 or 30 mmol/L of glucose for
24 (0J) or 48 (M) h. (A) experimental and (B) control, HUVECs. (C) and (D) show the morphology of experimental and control
HUVECs, respectively. Spontaneous cluster formation was observed in experimental HUVECs (C) with 15 or 30 mmol/L of glucose
concentration. *p < 0.05 was considered statistically significant versus control cells

ROS synthesis in the presence of CCCP
uncoupler

ROS synthesis in experimental HUVECs exposed to either
glucose concentration was drastically reduced in the pres-
ence of the uncoupler (Figure 4(A)). Control HUVECS
lost the bimodal pattern of ROS+ cells which we have
shown in Figure 3(C), but maintained ROS synthesis,
suggesting that ROS synthesis became homogeneous
in all the control endothelial cells (Figure 4(B)). The
synthesis of ROS in control HUVECs incubated with
the uncoupler was not influenced by glucose concen-
tration, although a minimum shift to the left was
observed with 30 mmol glucose concentration (data not
shown).

Copyright © 2006 John Wiley & Sons, Ltd.

ROS synthesis in the presence of
cytochalasine B or DPI

Cytochalasin B inhibited the synthesis of ROS in exper-
imental HUVECs and this inhibition was not modi-
fied by glucose concentration. The mean percentage of
ROS+ cells in the six experimental HUVECs which was
7.7+1.0% in the M1 region of HUVECs exposed to
non-glucose supplemented M-199 medium, diminished
to 4.1+ 1.5 and 4.2 + 1.0% in cultures exposed to 15 or
30 mmol/L glucose concentrations, respectively. The per-
centage of ROS+ cells in the M2 region was not modified
(Figure 5(A)). The bimodal response previously observed
in control HUVECs was modified. The results obtained in
control HUVECs (n = 10) showed an increase in the mean
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Figure 2. Mitochondrial activity determined by 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) reduction.
HUVECs were incubated with 5, 15 or 30 mmol/L of glucose for 24 (CJ) or 48 (M) h. (A) Experimental, and (B) control, HUVECs.

*p < 0.05 was considered statistically significant

percentage of cells in the M1 region and a reduction in the
percentage of cells in the M2 region, independently of the
glucose concentration (non-glucose supplemented, M1 =
88.1+7.0%, M2=10.1+2.0%; 15mmol/L, Ml =
69.2 +£6.0%, M2 =29.3+4.0%; 30mmol/L, Ml=
69.1 + 4.0%, M2 = 28.9 £+ 3.0%) (Figure 5(B)).

The presence of DPI, an inhibitor of the NAD(P)H-
oxidase, had a minor effect upon ROS synthesis in
experimental HUVECs, independently of the glucose
concentration (Figure 5(C)); these results were very
similar to those obtained in the absence of DPI. In contrast,
control HUVECs (Figure 5(D)) showed an increase in
the mean percentage of cells in the M1 region, which
was associated with a decrease in the mean percentage
of cells in the M2 region, independently of the glucose

Copyright © 2006 John Wiley & Sons, Ltd.

concentration (non-glucose supplemented medium, M1 =
63.5 £ 4.0%, M2 = 34.9 4+ 5.0%; 15 mmol, M1 = 70.0 +
6.0%, M2 = 28.5 4+ 3.0%; 30 mmol, M1 = 65.6 + 6.0%,
M2 = 32.9 £ 3.0%).

Determination of mitochondrial
membrane potential

Although some papers have shown that the loss of
the mitochondrial membrane potential in endothelial
cells incubated with high glucose is associated with
apoptosis [27], we could not find significant changes
in mitochondrial membrane potential under all the
different experimental conditions that we used for both
the experimental and control HUVECs (data not shown).
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Figure 3. Reactive oxygen species (ROS) synthesis detected by DCFH-DA (10 pM). Experimental controls are shown in Figure
(A) which illustrates HUVECs without and with DCFH-DA and 200 puM Ha 09, Experimental cells (B) showed a single cell population
(M1 region) that produced ROS versus two cell populations (M1 and M2 regions) in control HUVECs (C). Although ROS synthesis
was uniform in experimental HUVECs, in control HUVECs, there was a decrease in the percentage of ROS+ cells in the M1 region
and an increase in the M2 region as the glucose concentration increased. The figure shows the results of a 48 h representative

experiment

Discussion

ROS which stimulate endothelial cell proliferation
[31,32] are synthetized by the mitochondrial respiratory
chain and wascular NAD(P)H-oxidases, among others

A family history of type 2 DM has been recognized as an  [31], and depend on glucose uptake and metabolism
important risk factor for vascular dysfunction [18,28,29]. [33]. We found an inhibition in cell proliferation and
Impaired vascular function in healthy offspring of moth- repressed ROS synthesis in experimental HUVECs exposed
ers with type 2 DM, has also been described [2,3]. The to high glucose concentrations. The actual status of the
vascular abnormalities in DM range from endothelial dys- mitochondria in experimental HUVECs is unknown, but it
function to low-grade or sub-clinical inflammation [30].  has been shown that the defective energy homeostasis

Copyright © 2006 John Wiley & Sons, Lid.
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Figure 4. ROS synthesis in experimental (A) and control (B) HUVECs incubated with CCCP (50 nm) in the presence of 5, 15, and
30 mmol/L glucose. CCCP inhibited ROS synthesis in experimental HUVECs, whereas in control cells CCCP was associated with a
slight inhibition of ROS+ cells. Bold line shows HUVECs with CCCP, whereas the thin line shows HUVECs without the uncoupler.

The figure shows the results of a 48 h representative experiment

by mitochondria alone induces type 2 DM [34] and
that high glucose concentrations affect the shape and
Cayt homeostasis of mitochondria in endothelial cells
[35]. Interestingly, endothelial cells with type 1 DM
background have a deficient glucose uptake [11] and
probably a low ROS production. In contrast to our
results other authors mention an overproduction of
ROS together with an inhibition in cell proliferation in
endothelial cells withour diabetic background exposed to
high glucose concentrations for periods of time above 48 h
that we evaluated [36,37]. The latter suggests that the
inhibition in cell proliferation by non-diabetic background
endothelial cells is not ROS-dependent, as opposed to our
experimental HUVECs.

We found an inhibition in ROS synthesis in the pres-
ence of CCCP independently of the HUVECs background,
but interestingly the inhibition was more severe in exper-
imental HUVECs. CCCP stimulates oxygen consumption
[38], but in hepatic mitochondrias from diabetic rats
it decreases respiration [39]. Our results suggest that
mitochondrias from HUVEC from newborns with DM
background have a diminished cellular respiratory capac-
ity thus corroborating the results of Nishikawa et al. and
Peterside et al. results [39,40].

Copyright © 2006 John Wiley & Sons, Ltd.

Contrary to the results by Recchioni etal. and
Ido etal. [27,41] we did not find alterations in the
mitochondrial membrane potential probably because we
used shorter experimental times and HUVECs with a
diabetic background (data not shown). NAD(P)H-oxidase
activity has been linked with endothelial cell damage in
DM [42]. We found, contrary to control HUVECs, that
there was no inhibition of ROS synthesis in experimental
HUVECs incubated with DPI (an inhibitor of NAD(P)H-
oxidase), thus suggesting that the activity of NAD(P)H-
oxidase is abolished or has low activity, as a consequence
of an altered utilization of glucose.

HUVECs with diabetic background showed a spon-
taneous cluster formation in the presence of 15 or
30 mmol/L of glucose, whereas control HUVECs had
no changes. Rellier etal. [43], have shown that the
carbohydrate composition of the glycoconjugates that
constitute the glycocalix of microvascular cells, are mod-
ified in the presence of high glucose concentrations,
affecting cell-cell interactions. Likewise, high glucose
concentrations are known to induce changes in the mor-
phology of endothelial cells, via the glucose-mediated
reorganization of F-actin [44] and it also has been shown

Diagbetes Metab Res Rev 2007; 23: 71-80.
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Figure 5. ROS synthesis in HUVECs incubated with cytochalasin (B) or DPI. Experimental HUVECs showed an inhibition in ROS
synthesis (A), whereas the percentage of ROS+ cells in the M2 region of control HUVECs (B) showed a decrease in the presence
of cytochalasin (B). In the presence of DPL, the percentage of ROS+ cells was slightly modified in the experimental HUVECs (C),
whereas in control HUVECs (D) there was a diminution in the percentage of ROS+ cells in the M2 region and an increase in the M1
region. Bold line shows HUVECs with cytochalasin (B) or DPL, and the thin line shows HUVECs without eytochalacin (B) or DPL The

figure shows the results of a 48 h representative experiment

that the endothelial cell function may be modified by gly-
cosylation pattern differences in the extracellular matrix
of endothelial cells with type 1 DM background [11]. This
endothelial damage might also be related to the greater
retraction of fibrin clots, which promote the exposure of
sub-endothelial layers and play a major role in thrombo-
genesis in HUVECs from infants with poorly controlled
insulin dependent diabetic mothers [45].

We must emphasize that our results derive from
individualized non-pooled HUVECs; the use of pooled
HUVEGCs are known to produce important variations in
some assays [46].

Endothelial damage in DM is mediated by ROS [36,47]
although its source is controversial (activated leukocytes
vs endothelial cells) [48]. Qur results seem to confirm
the endothelial cell as the most important ROS source
and show that there is an increase in the susceptibility
to develop metabolic alterations, in the presence of high
glucose concentrations, in endothelial cells with a strong
family diabetes background.

Copyright © 2006 John Wiley & Sons, Ltd.
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Capitulo V. Articulo: Reduced NO synthesis and eNOS mRNA expression in
endothelial cells from newborns with a strong family history of type 2
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Introduccién

La historia familiar de la diabetes tipo (HFDM2) est& asociada con la disfuncion
endotelial temprana, asi como con una funcion vascular alterada en individuos con
estos antecedentes, y en donde la baja disponibilidad del éxido nitrico (ON) parece
jugar un papel preponderante. El incremento en la concentracion fisiolégica de
glucosa tiene efectos negativos sobre la sintesis de ON, lo cual se asocia con la
disfuncién endotelial temprana en individuos con HFDM2, asi como en mujeres
embarazadas con diabetes gestacional. Se ha descrito que las células endoteliales
de la vena del cordon umbilical (HUVECSs) de recién nacidos sanos con madres
diabéticas tipo 1 presentan alteraciones en el metabolismo de la glucosa, en la
estructura de su membrana plasmatica, asi como de sus mitocondrias. Uno de los
principales transportadores de glucosa (GLUTS) en la célula endotelial es GLUT1,
el cual se ha descrito, regula la sintesis de ON en la célula endotelial. En células
endoteliales incubadas en concentraciones suprafisiolégicas de glucosa se
encontré una activacion de p53, el cual esta ligado con el inicio de la apoptosis.
Sin embargo, investigaciones recientes mostraron el papel de p53 en la
respiracion mitocondrial asi como en la expresion de GLUT1. Con estos
antecedentes, consideramos importante determinar la presencia de metabolitos
derivados del ON, la actividad mitocondrial, y la expresion de los transcritos de

eNOS, GLUT1 y de p53 en HUVECSs de recién nacidos sanos con HFDM2.
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Resultados

Después de la incubacion de las células en presencia de glucosa (15mM/L o 30
mM/L), se encontr6 una disminuciéon en el porcentaje de HUVECs con HFDM2
productoras de ON (11% en 5mM a 7.8% en 30 mM/L de glucosa). En contraste,
el porcentaje de las HUVECs productoras de ON de los nifios control aumento del
3% en 5 mM/L hasta el 31% en 30 mM/L de glucosa. Por otra parte, la expresion
de los transcritos de eNOS y de p53 en las HUVECs de recién nacidos con
HFDM2 disminuyo. Por el contrario, la expresion de los transcritos para eNOS fue
mayor, mientras que la del transcrito de p53 no cambio en las HUVECs de los
nifios control incubadas en concentraciones suprafisioldégicas de glucosa. Por otra
parte, la expresion del transcrito de GLUT1 aumento en las HUVECs de nifios con
HFDM2, y no cambio en las HUVECs de los nifilos control incubadas en 15 o 30
mM/L de glucosa.

Discusion

Nuestros resultados revelaron que la sintesis de ON disminuy6 en las HUVECs
con HFDM2 incubadas en concentraciones suprafisiolégicas de glucosa,
disminucion que se asocié con una expresion alterada de los transcritos de la
eNOS, p53 y GLUT1, todos ellos elementos asociados con la expresion del ON.
Evidencias previas sugerian que la disfuncion endotelial en los pacientes con
diabetes era consecuencia de la deficiente sintesis de ON, sin embargo este punto
es aun controversial. Nuestros resultados, revelaron que el porcentaje de HUVECs
positivas a la sintesis de ON fue menor Unicamente en las células obtenidas de los
recién nacidos con una HFDM2. Esta disminucion en la sintesis del ON, estuvo

asociado con una disminucién en la expresion del transcrito de eNOS. Aunque la
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expresion del transcrito de GLUT1, asociado recientemente con la regulacion de la
sintesis del ON aumento su expresion en comparacion con lo observado en las
HUVECSs obtenidas de los nifios control, este incremento puede ser consecuencia
de una mayor degradacion de GLUT1, hecho que se ha observado en células
obtenidas de pacientes con DM2 u obesos. La proteina p53 interviene en el inicio
de la apoptosis y senescencia de la célula endotelial, sin embargo, también regula
la actividad mitocondrial y la expresion de los transportadores GLUT1 y GLUTA4.
Nuestros resultados revelaron que la expresion de p53 disminuy6 en las HUVECs
de nifios con HFDMZ2, lo cual puede asociarse con la menor actividad mitocondrial
observada en este trabajo. En conclusién las evidencias obtenidas mostraron una
disminucion en el niumero de células sintetizando ON, asociado esto con una
disminucién en la expresion del transcrito de la eNOS, de p53 y de GLUT1, en las

células provenientes de recién nacidos sanos con HFDM2.
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Abstract

Background A deficient synthesis of nitric oxide (NO) may play a role in
the early endothelial dysfunction of healthy humans with a strong family
history of type 2 diabetes (DM2). In this study, we evaluate the intracellular
synthesis of NO and the expression of eNOS transcripts in human umbilical
vein endothelial cells (HUVECs), exposed to high glucose concentrations, of
healthy newborns with (experimental) and without (control) a strong family
history of DM2.

Methods HUVECs were incubated in M-199 culture media (containing a
5 mmol/L physiological glucose concentration) or supraphysiological glucose
concentrations (15 or 30 mmol/L), for 48 h. Flow cytometry, reactive of Griess
and RT-PCR were used to determine intracellular NO synthesis, presence of
NO metabolites, and expression of eNOS, GLUT1 or p53 transcripts.

Results NO synthesis in experimental HUVECs showed a progressive
reduction in the presence of increasing glucose concentration (11% for
5 mmol to 8% for 30 mmol; p < 0.01), whereas control HUVECs showed an
increase in NO synthesis (3% for 5 mmol to 31% for 30 mmol; p < 0.001).
In experimental HUVECs, we found a diminished expression of eNOS and
p53, and also an enhanced expression of GLUT1 mRNA transcripts. Control
HUVECs showed an increase in eNOS, and no modifications in p53 or GLUT1
mRNA transcripts.

Conclusions Our results show how HUVECs, isolated from healthy
newborns with a strong family history of DM2, have an abnormal intracellular
synthesis of NO and an impaired expression of eNOS, GLUT1 and p53 genes,
all associated with NO synthesis. Copyright © 2007 John Wiley & Sons, Ltd.

Keywords endothelium; glucose; type 2 diabetes mellitus; nitrie oxide; nitric
oxide synthase; reactive oxygen species

Introduction

A strong family history of type 2 Diabetes Mellitus (DM2) is associated with
endothelial dysfunction and impaired vascular function in healthy offspring
and adult individuals [1,2], probably secondary to a lower availability of
nitric oxide (NO). Glycaemic loads, even in the physiological range and
reduced bioavailability of NO that can contribute to endothelial dysfunc-
tion, have been observed in healthy individuals with a strong family history
of DM2, and in aortic tissue isolated from an animal model of DM2 [3-5].
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A reduction in plasma cyclic-GMP concentration, which
is the signalling pathway to initiate NO synthesis,
has been shown in the plasma of individuals with a
family history of DM2 [6]. Different reports have shown
the presence of endothelial dysfunction in pregnant
women with gestational diabetes [7]. Human umbilical
vein endothelial cells (HUVECs) isolated from healthy
newborns with type 1 diabetic mothers are 20-40% less
resistant to shear stress, take up glucose more slowly,
have alterations in the plasma membrane, and show an
increase in mitochondrial area [8,9], suggesting a wide
range of adaptations.

It has recently been shown that GLUT1-dependent
glucose metabolism regulates the synthesis of NO in
the endothelial cells [10]. Signalling pathways for the
biosynthesis and/or release of NO depend on the energy
derived from the oxidative metabolism of glucose [11]. In
endothelial cells, high glucose concentrations have been
linked with overexpression of p53, and consequently,
apoptosis or senescence [12,13]. Recent research has
also proved that p53 is an important regulator of
mitochondrial respiration in cells strongly dependent on
glucose as its energy source [14].

Based on previously mentioned data, we believe that
the endothelial dysfunction in healthy humans with a
family history of DM2 might originate from an altered
energetic metabolism, which in turn down-regulates the
synthesis of NO, as some of our results suggest [15].
Therefore, the aim of this work was to determine the
intracellular synthesis of NO, the presence of metabolites
derived from NO, the mitochondrial actvity, and the
expression of eNOS, GLUT1 and p53 transcripts, in
HUVECs from healthy newborns with a strong family
history of DM2.

Material and methods

Isolation and culture of human
umbilical vein endothelial cells
[HUVECs]

Umbilical cords were obtained from six newborn offspring
of young non-diabetic women (18-26 years old) with a
strong family history of DM2 (three or more first degree
relatives with the disease) (experimental HUVECs) or
from 10 pregnant women (20-25 years old) without a
family history of DM2 (control HUVECs). None of the
mothers in either group had gestational diabetes at the
time of delivery (Table 1). This study was approved by
the Institutional Review Board and the Ethics committee.
All patients signed a written informed consent. HUVECs
were isolated from each individual cord using type 1I
collagenase (0.2 mg/mL, GIBCO/BRL). Non-pooled cells
were cultured in T-75 tissue culture flasks (NUNC)
in M-199 (Sigma, St Louis) medium, supplemented
as previously reported [15]. M-199 culture medium is
considered as for endothelial cell culture [16,17]. The

Copyright © 2007 John Wiley & Sons, Ltd.
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formulation of the medium contains 5.5 mM D-glucose,
therefore, for practical purposes the results obtained with
HUVEGs incubated in non-modified M-199 medium are
considered basal values. In some experiments, the M-199
medium was complemented with additional glucose in
order to reach a final glucose concentration of 15 or
30 mmol/L. Cells were used within passages 4-6 and
were identified as endothelial by their morphology and by
uniform positive endoglin (CD105) surface antigen (BD
Pharmigen) staining.

Cell proliferation and mitochondrial
activity

HUVECs (5 x 10° cells) were cultured for 24h in
96-multiwell tissue culture plates with 100 uL of non-
glucose supplemented M-199 culture medium (without
phenol red). After this time, the culture medium was
discarded and 100 pL of fresh culture supplemented
with 15 or 30 mmol/L glucose-complemented medium
(without phenol red) was added to the cultures for a
further 48 h. The plates were washed with phosphate
buffer saline (PBS)(PBS: 0.01 M NaH2P04.H20, 0.01 M
NaHPO4, 0.15M NaCl, Ph 7.2) and stained with
100 ul. from 0.1% crystal violet solution (w/Vv)(sigma)
in 70% ethanol for 20 min, after which the plates
were washed with deionised water and air-dried. The
bound dye was dissolved with 100 uL of 10% acetic
acid solution. Optical density was measured at 595 nm
in a 96-multiwell-plate spectrophotometer (BIO-TEK
Instruments, Winooski, USA). Crystal violet stain has
allowed us to evaluate HUVECs cell viability as well as
cellular proliferation in relation to the culture time [14].
Previous experiments with normal HUVECs have shown
that the cell viability, in the absence of glucose in the

Table 1. Characteristics of the pregnant women

Diabetic

background Control P
n 6 10
Age [years] 22.8+3.0 223+14 N.S.
Weight [kg] 849+7.0 64.1+1.9 0.003
Height [m] 1.55+0.06 1.58+0.03 N.S.
BMI [kg/m?] 353+49 256+1.0 0.02
[range BMI] 30-47 24-27 -
Fasting glucose [mmal/L] 47+03 44+02 N.S.
[range mmol/L] [4.1-5.5] [4.1-4.7] -
HbA ¢ [%] 5.5+05 5104 N.S.
Pregnancies 1-2 1-2 -
Births 1-2 1-2
Characteristics of the newborn infants.
n 6 10
Weight [kg] 3.15+04 314023
[range kg] [2.350-3.550] [2.800-3.600] -
Height [m] 0.46 + 0.02 0.44+0.01

Data represent the mean =+ $.D. N.S., not statistically significant.
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M-199 culture medium, diminishes rapidly after 4 h of
culture time. Mitochondrial dehydrogenase actvity was
determined by the reduction of 3-[4,5-dimethylthiazol-2-
vl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT, 5 mg/mL) in
sterile PBS [18]. HUVECs incubated 48 h with medium
alone or supplemented with either 15 or 30 mmol/L
of glucose were loaded with 20 uL of PBS-MTT for
the last 4h of the culture period. The MTT reduced
end-product, formazan, was dissolved with 100 uL of
0.04 N-HCl in isopropyl alcohol, and the absorbance
was recorded at 570 nm. In some experiments, glucose
transport was blocked with cytochalasin B (50 ng/mL,
Sigma) simultaneously with MTT load for the last 4 h of
culture time.

Nitric oxide (NO) determination

Intracellular NO formation was determined using
the fluorescent probe 4-amino-5-methylamino-2',7'-
difluorofluorescein diacetate (Molecular Probes, Eugene,
OR, USA). Endothelial cells (2 x 10° cells/well) were
incubated in 6-multiwell culture dishes (NUNC). Control
cultures were incubated with non-glucose supplemented
medium, (without phenol red) whereas experimental
cultures were exposed to 15 or 30 mmol/L glucose-
supplemented medium for 48 h. In order to maintain
the high glucose concentration and considering that in
our experience HUVECs consume upto 20% of the glu-
cose contained in a normal M199 culture medium, we
renewed the culture medium every 24 h. At the end, the
cell cultures were treated with trypsin solution (0.05%
trypsin/1 mmol EDTA), centrifuged at 900 rpm for 6 min,
resuspended in Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS:
CaCl, e 2H,0 1.8 mmol/L, MgS0, 0.81 mmol/L, KHPO4
0.44 mmol/L, NapHPO4 0.33 mmol/L, and glucose
5.5 mmol/L) and loaded with 4-amino-5-methylamino-
2',7"-difluorofluorescein diacetate 8 uM for 30 min [19].
Intracellular NO synthesis by HUVECs (1 x 10% cells) was
analysed by flow cytometry (Becton Dickinson Facscal-
ibur instrument, San Jose, CA, USA). Positive controls
consisted of HUVECs incubated with 2 mmol of SNAP (S-
nitroso-N-acetylpenicillamine, Molecular Probes), a donor
of nitric oxide. HUVECSs culture medium was first treated
with nitrate reductase before determining the concentra-
ton of nitrites, using the Griess reagent (Sigma). Briefly,
96-multiwell tissue culture plates with 100 pL of the cul-
ture medium obtained from the different experimental
conditions and 100 uL of the reagent were incubated for
15 min, before the absorbance was evaluated at 540 nm
in a 96-multiwell plate spectrophotometer (BIO-TEK).
The concentration of nitrites was obtained by comparison
with a standard curve of sodium nitrite. The results are
expressed as pM per ug of protein, which was determined
by the micro Lowry method.

Copyright © 2007 John Wiley & Sons, Ltd.
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RT-PCR

Total RNA was extracted from 1 x 10 HUVECs cells
incubated for 48 h in the different glucose concentrations
previously mentioned, using 1 mL of Trizol (Molecular
Research Center Inc). The RNA pellet was resuspended in
diethyl pyrocarbonate-treated water and its concentration
was determinate in a Lambda 18 Spectrometer (Perkin
Elmer, Germany) at 260 nm. RNA (1 ng) was mixed with
1 pL of oligo-d[T], 4 puL of 5x reverse transcriptase first-
strand buffer, and 10 uL of diethyl pyrocarbonate-treated
water. Reverse transcription was performed using 20 units
of Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase.
The RT mixture was incubated at 42°C for 50 min
and then at 70°C for 15 min. The resulting cDNA was
amplified by PCR. The primers for eNOS were 5-CCA
GCT AGC CAA AGT CAC CAT-3' (upstream) and 5'-
GTC TCG GAG CCA TAC AGG ATT-3' (downstream),
the amplified product was of 350 pb. Primers for Glutl
were 5-TGT CCT ATC TGA GCA TCG TG-3' (upstream)
and 5'-CTC CTC GGG TGT CTT ATC AC-3' (downstream),
with an amplified product of 353 pb, and the primers for
p53 were 5-ACA TCT GGC CTT GAA ACC-3' (upstream)
and 5-AAC AAA GCG AGA CCC AGT-3' (downstream),
with a amplified product of 351pb [20]. The conditions
for PCR were 94°C for 1 min (denaturation), 55°C for
1 min (annealing), and 72°C for 2 min (extension) in a
Px2 Thermal Cycler (Thermo Electron Corporation, USA).
The primers for p-actin, used as internal control, were 5'-
CGT TCA CCT TGA TGA GCC CAT T-3' (upstream) and
5-TCC AAG GGT CCG CTG CAG GTC-3' (downstream),
with a final amplified product of 230 pb [21]. After 35
cycles, PCR products were detected by electrophoresis on
2% agarose gel and stained with ethidium bromide, each
band was analysed and its optical density was determined
in an UVP image analyser (Ultraviolet Products, CA, USA)
at 255 nm using the Labworks 4.0 image acquisition and
analysis software. The results of eNOS, GLUT1 and p53
mRNA expression derive from the ratio calculated from
their optical density divided by the correspondent optical
density of the g-actin band, x100.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed with the SPSS v
11 software. Variance analysis, followed by Student’s
t-tests and Dunnett’s test, was used. Results are shown

as mean = S.D. Statistical significance was considered as
p < 0.05.

Results

Nitric oxide

Increasing concentrations of glucose reduced the pro-
portion of HUVECs synthesizing intracellular NO, in

Diabetes Metab Res Rev 2007; 23: 559-566.
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the experimental group. The amount of NO positive
cells diminished from a 11.7 +1.4 with 5 mmol glu-
cose to 10.2+ 1.2 with 15 mmol, and 7.8 + 2.0 with
30 mmol (Figure 1(A-C))(n = 6). Contrary to experi-
mental HUVECs control HUVECs showed an increase
from 3.5+ 0.5 with 5mmol glucose, to 8 £1.7 with
15 mmol glucose, and 30.7 + 3.3 with 30 mmol glucose
(Figure 1(D-F)). The intragroup and intergroup differ-
ences reached statistical significance (p < 0.01).

The concentration of nitrites in experimental HUVECs
was 185+ 6.0 pM with 5 mmol glucose, 210 £ 4.0 pm
with 15 mmol, and 2204 8.0 pM with 30 mmol. The
intragroup differences were not statistically significant. In
opposition, control HUVECs (340 + 20 pM, 700 £ 18 pM,
and 490 + 14 pM, respectively) showed a statistically sig-
nificant intragroup difference (p < 0.01). The differences
between both experimental and control HUVECs were
significant for intracellular NO synthesis as well as for
nitrites concentration (p < 0.01) (Figure 2).

Mitochondrial activity

Mitochondrial activity in control HUVECs showed an
increase in the presence of 15 mmol glucose (90 + 7%),
or 30 mmol glucose (80 + 6%). Opposing results were
observed in experimental HUVECs which showed an
85+ 7.0% inhibition after 48h of culture with 15
or 30 mmol glucose (Figure 3(A)) (p < 0.001). The
incubation of HUVECs in the presence of cytochalasin
B (an inhibitor of glucose transport) (Figure 3(B))
generated a 95% inhibition of mitochondrial activity,

N. Alvarado-Vasquez et al.
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Figure 2. Concentration of nitrites in culture medium of control
and experimental HUVECs incubated for 48 h with different
glucose concentrations. The white bar corresponds to results
obtained from cells incubated with M-199 culture medium
(that contains 5 mM D-glucose)(see material and methods).
The grey and black bars correspond to results obtained from
cells incubated with M-199 culture medium supplemented with
D-glucose to a final concentration of 15 mmol/L (grey) or
30 mmol/L (black). Intragroup differences were not statistically
significant in the experimental HUVECs as opposed to control
HUVECs (** p < 0.01). The differences between experimental
and control HUVECs were highly significant for nitrites
concentration (* p < 0.01)

as determined by a reduction of MTT, independently of
glucose concentration or origin of the endothelial cell.

eNOS, GLUT1 and p53 mRNA

eNOS mRNA expression was increased in control HUVECs.
This increase correlated positively with the increase
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Figure 1. Intracellular NO synthesis determined by flow cytometry using 4-amino-5-methylamino-2',7’-difluorofluorescein diacetate,
by experimental [E-] and control [C-] human umbilical vein endothelial cells exposed to 5, 15 and 30 mmol glucose concentration
for 48 h. The figure is representative of all the experiments performed [E, n = 6; C, n = 10] whereas the number inside the lower
right quadrant in each figure represents the mean percentage of positive cells & the standard deviation of the mean
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Figure 3. Mitochondrial activity of HUVECs. The white bar corresponds to results obtained with cells incubated with M-199 culture
medium (that contains 5 mmol/L D-glucose)(see material and methods). The grey and black bars correspond to results obtained
from cells incubated with M-199 culture medium supplemented with D-glucose to a final concentration of 15 mmol/L (grey) or
30 mmol/L (black). Control HUVECs showed a statistical significant increase in mitochondrial activity in the presence of 15 mmol
glucose or 30 mmol glucose (* p < 0.01). Opposing results were observed in experimental HUVECs which showed an 85 & 7.0%
inhibition after 48 h of culture with 15 or 30 mmol glucose (Figure 3(A)). The reduction of MTT in the presence of cytochalasin B
(Figure 3(B)) showed a 95% inhibition of mitochondrial activity in all the HUVECs independently of glucose concentration or origin

of the endothelial cell

in glucose concentration. The opposite was observed
in experimental HUVECs which showed a progressive
decrease in eNOS mRNA expression as the glucose
concentration was being increased (Figure 4(A)) (p <
0.01). The increase in glucose concentration had not effect
in GLUT1 mRNA expression in control HUVECs, whereas
a drastic increase in the ratio of GLUT1 mRNA expression
was observed in experimental HUVECs incubated with
15 or 30 mmol glucose (Figure 4(B), p < 0.01). Non-
significant variations in the expression of p53 mRNA
was observed in control HUVECs, independently of
the glucose concentration. Interestingly, in experimental
HUVECs the increase in glucose concentration induced
a reduction on the p53/p-actin ratio particularly in
endothelial cells incubated with 30 mmol glucose (p <
0.01) (Figure 4(C)).

Discussion

Genetic and metabolic factors have been implicated in the
pathogenesis of micro and macro diabetic angiopathy
[1,2,22]. Although there is evidence suggesting that
vascular dysfunction in diabetic patients originates from
a deficient synthesis of NO, the issue is still controversial.
Our results showed reduced intracellular synthesis of NO
in HUVECs isolated from newborns with a strong family
history of DM2, when exposed to a high concentration of
glucose.

Copyright © 2007 John Wiley & Sons, Ltd.

The number of patients in the experimental group is
small because of the difficulty in finding pregnant women
with a strong DM2 family history; endothelial cell findings
can therefore be attributed mainly to DM. Studies on non-
diabetic adults with a family history of DM have shown
abnormalities in the endothelial function [3]. Because of
the infeasibility in obtaining endothelial cells from normal
and diabetic adults, we cannot prove that our results
with HUVECs can be extrapolated, although it is highly
probable that similar abnormalities might be present.
Initial results with HUVECs obtained from newborns with
a weak family history of DM2 (non-first degree relatives),
have shown that the percentage of cells synthesizing NO
is comparable to the percentage values observed in the
control group (data not shown).

Our results in experimental HUVECs, as opposed to
control HUVECs, showed a significant down-regulation of
NO intracellular synthesis while glucose concentration
was being increased. An abnormal relaxation of the
endothelium following the administration of an NO
inducer, and a low bioavailability of NO, have been
reported in individuals at risk of DM2 [2,3,5].

The expression of eNOS protein in endothelial cells
exposed to high glucose concentrations is time dependent
[23]. The first hours of exposure up-regulate eNOS
and induce a maximal peak of expression that prevents
endothelial cell apoptosis [24]. Longer exposure induces
deregulation of eNOS activity with the consequent
diminution in NO synthesis and increased cell apoptosis

Diabetes Metab Res Rev 2007; 23: 559-566.
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Figure 4. Determination by RT-PCR of eNOS (A), GLUT1 (B) and p53 (C) in control and experimental HUVECs exposed to 5 (white
bar), 15 (grey bar) and 30 (black bar) mmol glucose concentration for 48 h. The results represent the ratio generated by dividing
the values of the above mentioned amplified transcripts and constitutive f-actin determined by optical density. The white bar shows
the results obtained with 5 mmol glucose, grey with 15 mmol, and black with 30 mmol. *p < 0.05 of the experimental HUVECs in

comparison with their respective control HUVECs

[25,26]. The diminished values of intracellular NO
in experimental HUVECs could result from a reduced
expression of eNOS, as our results suggest. Sorrenti et al.
[27] have shown a similar inhibition in the presence
of high glucose concentrations. The basal increase of
NO values in experimental HUVECs could be the result
of long-term exposure to L-arginine, a recognized NO
synthesis substrate [28]. All mothers in this group
had a body mass index greater than 30, which can
be associated with an increase in r-arginine serum
concentration because of overweight [29]. Endothelial NO

Copyright © 2007 John Wiley & Sons, Ltd.

synthesis is a complex phenomena regulated by genomic
and non-genomic pathways that require multi-site eNOS
phosphorylation of four specific serines (inducers of NO
synthesis) and one threonine (inhibitor of NO synthesis)
residue [30]. It has been shown that phosphorylation of
one serine residue is lower in diabetic patients [31].

The decrease of nitrite concentration in control HUVECS
exposed to 15 or 30 mmol glucose, could be the result of
peroxynitrite accumulation [32] which is not detected by
the Griess reagent.
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Control HUVECs exposed to high glucose concen-
trations showed an increase in mitochondrial activity,
whereas in experimental HUVECs such activity was dimin-
ished. The effects of high glucose concentrations were
not the result of prominent osmotic activity because
the inhibition of glucose transport with cytochalasin B
abolished mitochondrial activity. High L-glucose concen-
trations used as control sugar in epithelial cells and
in adipocytes, provoke hyperosmotic shock and glucose
transporter 1 translocation [33], proving L-glucose unreli-
able. High D-mannitol concentrations stimulate endothe-
lial cell apoptosis [34]. Additionally, our results in control
HUVECs did not show an increase in GLUT 1 expression.

Our previous results had shown that mitochondria of
experimental HUVECs had an innate deficient response
to either the presence of high glucose concentrations
or to a mitochondrial respiration stimulator [15]. Other
reports have shown a deficient uptake of glucose and an
increase in the mitochondrial area of HUVECs isolated
from newborns with type 1 diabetic mothers [8,9],
and from normal endothelial cells incubated with high
glucose concentrations for large periods of time [35].
The malfunction of the mitochondria would reduce
the synthesis of energy necessary for cell-signalling
processes and/or biosynthesis and/or release of NO in
the endothelial cell [11].

The regulation of NO synthesis is highly dependent
on the energy derived from GLUT1-dependent glucose
metabolism [10]. We did not observe modifications in
the GLUT1/B-actin ratio in control HUVECs; however,
in experimental HUVECs there was a drastic increase
in the GLUT1/g-actin ratio. The expression of glucose
transporters is a highly regulated process that varies
according to the tissue needs; therefore, the difference
in GLUT 1 expression might be the result of malfunction
in the endothelial signalling pathways that regulate
GLUTs expression in normal endothelial cells [36]. A
primary abnormality in glucose transport and GLUT1 cell-
surface content has been shown in fibroblasts and in cell
membranes from skeletal muscle cells isolated from DM2
and obese individuals [37]. Genetic analysis suggests that
GLUT1 polymorphism may contribute to the development
of DM2, especially in overweight/obese women [38].

p53 intervenes in apoptosis or senescence of the
endothelial cell exposed to high glucose concentrations
[12,13]. However, the importance of p53 in the metabolic
activity of the endothelial cell is unknown. Recent data
has shown the relevance of genetic changes in p53
expression and in mitochondrial respiration regulation,
in cells strongly dependent of glucose as their source
of energy [14]. p53 represses GLUT1 and GLUT4 gene
transcription, diminishing glucose metabolism [39]. Our
results did not show significant changes in the ratio
of p53/p-actin expression in control HUVECs exposed
to high glucose concentrations, while in experimental
HUVECs they showed a glucose-concentration dependent
decrease, which could cause a diminished concentration
of p53 protein. Nevertheless, it has been shown in embryos
that high glucose activates pathways such as hypoxia [40]

Copyright © 2007 John Wiley & Sons, Ltd.
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thus inducing glucose transporter 1 expression through
hypoxia-inducible factor 1alpha [41]. The latter would
explain the increase in GLUT1 mRNA in experimental
HUVECs incubated with 30 mmol glucose.

In conclusion, this study suggests that deficient NO
synthesis, as well as altered expression of eNOS transcripts
in HUVECs obtained from healthy newborns with a family
history of DM2, might be associated with the early
endothelial dysfunction observed in these individuals.
This underlines the relevance of studying the wranscription
and translation of genes involved in the metabolic activity
of endothelial cells. Recent evidence proves that insulin
resistance in pre-diabetes is associated with a reduced
expression of genes encoding key enzymes in the oxidative
metabolism and the mitochondrial function [42,43].
This highlights the importance of oxidative metabolic
pathways in the pathogenesis of DM2.
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Capitulo VI. Discusion.

La importancia de la DM2 como problema de salud a nivel mundial est4 bien
establecida, la gran cantidad de pacientes con diabetes (346 millones) y los
fallecimientos asociados con, o como consecuencia de la enfermedad a nivel
mundial destacan lo anterior. Este panorama se muestra mas desalentador, si
consideramos que un altisimo porcentaje de las muertes suceden en los paises de
ingresos bajos y medios (80%), en donde algunos estudios indican que el nUmero
de enfermos aumentara de manera drastica en los proximos afios (59).

La elevacidbn en la concentracion de glucosa en sangre que identifica a la
enfermedad, se asocia con el desarrollo de las alteraciones micro- y
macrovasculares de la retina, rifion o cerebro del paciente con DM (3-5). En
relacion a esto, se ha demostrado que la historia familiar de la diabetes tipo 2
(HFDM2), es un factor de riesgo importante para el inicio temprano de la
disfuncién vascular. En hijos de madres con DM2, asi como en sujetos en riesgo
de padecer diabetes se ha observado una funcionalidad micro- y macrovascular
alterada. Por esta razén, se comenzd a considerar a la HFDM, como un
determinante importante de la funcion endotelial a futuro en estos individuos. Sin
embargo, a pesar de estas evidencias, se desconoce la manera como la HFDM2
influye en la respuesta endotelial al estrés derivado por la hiperglucemia en los
sujetos con estos antecedentes.

Uno de los primeros resultados observados en este trabajo fue que las HUVECs
de recién nacidos con HFDMZ2 presentaron una agregacion espontanea en
presencia de 15 o 30 mmol de glucosa. Evidencias previas han descrito

modificaciones en los glicoconjugados del glicocélix de las células vasculares en
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presencia de concentraciones elevadas de glucosa. Alteraciones similares en la
morfologia celular en células endoteliales de individuos con antecedentes de DM1
se han reportado, y aunque se ha propuesto que derivan de alteraciones en la
estructura de los glucosaminoglicanos, los mecanismos exactos aun se
desconocen (103). Nuestros resultados por lo tanto, sugieren que las HUVECs con
HFDM2 son més sensibles a la variacién en la concentracién de glucosa.

La célula endotelial interviene en un gran numero de funciones fisioldgicas (79,80),
lo cual tiene consecuencias para la funcionalidad organica en general (78). Su
capacidad de sintetizar compuestos que regulan la funcién de los diferentes tipos
celulares en el organismo, esté relacionada con su capacidad de variar su forma y
tamafio de acuerdo al sitio o funcién que esté realizando (83-85). Los resultados
obtenidos en este trabajo y mostrados en el andlisis inicial por citometria de flujo,
revelan que las HUVECs de recién nacidos con HFDM2 conforman una sola
poblacion de menor tamafio celular. En comparacion con las HUVECs de nifios sin
HFDM2, en donde se pudieron observar dos poblaciones celulares claramente
diferenciables por tamafo y granularidad. Lo encontrado en este trabajo por lo
tanto sugiere, que la variacion en el tamafio y granularidad asociados con la
funcionalidad de la célula endotelial, se encuentra limitada en las HUVECs
provenientes de los nifios con HFDM2. Estos datos podrian por lo tanto ayudar a
explicar la funcion micro- y macrovascular alterada (99-101), observada en los
pacientes con HFDM2. Sin embargo, los mecanismos exactos que asocian
morfologia y funcionalidad, aun se desconocen.

De acuerdo con algunos autores el desarrollo de las alteraciones micro- y

macrovasculares, derivan del estrés oxidativo, asi como de una alterada sintesis
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de ON en el paciente con diabetes. Sin embargo, sabemos asimismo, que los
ROS y el ON intervienen regulando la viabilidad, proliferacion y funcionalidad de la
célula endotelial, asi que: ¢en qué momento pasan los ROS a ser agentes dafiinos
para el endotelio?, o bien, ¢en qué momento se observa una disminucion en la
sintesis de ON?, se desconoce con exactitud. Asi como desconociamos, si la
sintesis de estos dos importantes agentes para la célula endotelial, podian verse
afectados en las células de individuos con una HFDM2. Nuestros resultados
revelaron que las diferencias en la morfologia endotelial se asocié con cambios en
la sintesis de ROS. Las HUVECs provenientes de nifios con HFDM2 tuvieron un
menor porcentaje de células sintetizando ROS, en comparacion con las células
provenientes de nifios sin HFDM2 después de mantenerlas en cultivo en
concentraciones suprafisiolégicas de glucosa. Asimismo, nuestros resultados
revelaron a una Unica poblacion positiva a la sintesis de ROS, en contraste con
las HUVECSs de nifilos sin HFDM2 en donde se pudo observar a dos poblaciones
con diferente nivel de sintesis de estos radicales. Resultados similares se
obtuvieron al evaluar la sintesis del ON. Se encontré que las HUVECs con HFDM2
incubadas en concentraciones suprafisioldgicas de glucosa, tuvieron un menor
porcentaje de células sintetizando ON. En comparacion, el porcentaje de HUVECs
sin HFDM2 sintetizando ON aumento de manera significativa en presencia de
concentraciones elevadas de glucosa. Nosotros encontramos que al comparar
estos resultados con los obtenidos después de evaluar la proliferacion y la
actividad mitocondrial, las células endoteliales obtenidas de niflos con HFDM2
presentaron una menor sintesis de ROS y ON, asociado con una menor

proliferacion y actividad mitocondrial. Nuestros resultados sugieren por lo tanto,
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que las variaciones en la actividad vascular pueden estar asociadas con cambios
ligados con la sintesis de ROS y de ON, los cuales son importantes reguladores
de la funcionalidad, proliferacion y muerte de la célula endotelial (91, 102). Por
esto, el riesgo para el inicio de la enfermedad cardiovascular en el individuo con
HFDM2, puede estar asociado con la deficiente sintesis de mediadores ligados
con la funcionalidad de la célula endotelial. Resultados encontrados en otros
estudios, consideran que los ROS son sintetizados principalmente por la NAD(P)H
oxidasa o por la cadena respiratoria mitocondrial de la célula endotelial, lo cual
depende del metabolismo de la glucosa. En relacién a esto, se ha visto que el
transporte de glucosa a través de GLUTL1 se asocia con la sintesis de ROS vy del
ON, por esta razén consideramos adecuado evaluar la expresion de los transcritos
de este transportador en las HUVECs con y sin HFDM2. Nuestros resultados
mostraron que las HUVECs de nifios con o sin HFDM2 incubadas con un inhibidor
de la NADPH oxidasa, tuvieron un efecto minimo. En el caso de las HUVECs de
nifios sin HFMD2, solo una de las dos poblaciones positivas a la sintesis de ROS
fue afectada por la presencia del inhibidor. No se observo lo mismo al incubar las
HUVECs con un inhibidor del transporte de glucosa, o bien con un desacoplante
mitocondrial, estos inhibieron de manera drastica la sintesis de ROS en las
HUVECs de nifios con HFDM2, mientras que en las células endoteliales de nifios
sin HFDM2, una de las dos poblaciones celulares productoras de ROS fue
nuevamente la afectada. Estos resultados indican por la tanto que aunque la
NAD(P)H oxidasa produce ROS en la célula endotelial, es la mitocondria el
principal generador de ROS en este tipo celular. Asimismo, nuestros resultados

mostraron que la generacion de ROS estuvo asociada con el transporte de
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glucosa. En este punto es importante mencionar, que las células endoteliales de
individuos con antecedentes de diabetes mellitus tipo 1, o HUVECs de recién
nacidos con madres diabéticas tipo 1 presentan una deficiente captura de glucosa,
fueron menos resistentes al estrés por friccion, presentaron alteraciones a nivel de
la membrana celular, asi como una estructura mitocondrial alterada. Estas
evidencias y nuestros resultados sugieren por lo tanto, que el inadecuado
transporte de glucosa esté ligado con la deficiente sintesis de ROS observada en
la HUVECSs de nifios con HFDM2.

En relacion al ON, existe evidencia que sugiere que la disfuncionalidad endotelial
proviene de la deficiente sintesis de ON, sin embargo, el tema audn es
controversial. Es importante mencionar que los resultados acerca de la expresion
de la eNOS, asi como de la sintesis del ON obtenidos en otros trabajos no son
concluyentes. De acuerdo con algunos autores la expresiéon del transcrito de la
eNOS o de la sintesis del ON depende del tiempo de exposicion a la glucosa. Sin
embargo, también se ha encontrado que la exposicion aguda a las
concentraciones suprafisiolégicas de glucosa inhibe la sintesis del ON. Para hacer
aun mas complejo el panorama, el andlisis de datos ya publicados indica que los
tiempos en los cuales los autores encuentran variaciones en la sintesis del ON son
muy variables. Nuestros resultados, revelaron que la sintesis del ON en las
HUVECs de niflos con HFDM2 se inhibi0 claramente en presencia de
concentraciones suprafisiologicas de glucosa a las 48 horas, en comparacion un
incremento en la sintesis del ON en las HUVECs de los nifios sin HFDM2
incubadas con las mismas concentraciones de glucosa fue observada. En este

punto es importante mencionar, que aungue algunos autores han encontrado que
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las células endoteliales incubadas en concentraciones mayores a 5mM/L de
glucosa, muestran una deficiente sintesis de ON, estos autores nunca
consideraron a la HFDM2 como un elemento importante a considerar en sus
trabajos, lo cual podria explicar los resultados encontrados por ellos. Por otra
parte, existen evidencias que muestran un efecto minimo de un inductor del ON,
asi como una baja disponibilidad de esta molécula en las células endoteliales de
individuos en riesgo de presentar DM2, evidencias que sugieren reconsiderar la
importancia de la HFDM2.

Como ya se menciono, la sintesis del ON depende del transporte de la glucosa
por el transportador GLUT1. Asimismo, se ha detallado el papel de p53 con la
proliferacion y la apoptosis de la célula endotelial, pero ademéas, como regulador
de la respiracion mitocondrial y de la expresion de GLUT1 en presencia de
concentraciones elevadas de glucosa. Es relevante mencionar, que se ha
demostrado que p53 es ademas un regulador de la expresion de los
transportadores de glucosa GLUT1 y GLUT4 en otros tipos celulares. Por estas
razones en este trabajo consideramos importante evaluar la expresion de los
transcritos para eNOS, GLUTL1 y p53. Los resultados de este trabajo, muestran
una mayor expresion del transcrito de eNOS en las células de los nifios control, lo
cual estuvo asociado con una mayor concentracion de metabolitos derivados del
ON en el medio de cultivo. En contraste en las HUVECs de los niflos con HFDM2
una expresion disminuida de este transcrito estuvo asociada con una menor
concentracion de metabolitos del ON en el medio de cultivo. En relacion a la
expresion del transcrito de GLUT1 no encontramos cambios en su expresion en

las HUVECs de los nifios control, pero se observdé una mayor expresion en las

59



células de los nifios con HFDM2. En cuanto a p53 encontramos que su expresion
no presento cambios en las HUVECs de los nifios control pero nuevamente
observamos una disminucién en las HUVECSs de los nifios con HFDM2.

Los diferentes niveles de expresion de eNOS, GLUT1 y p53 observados sugieren
varias cosas: 1) que estos tres elementos estan asociados con el inicio de la
disfuncién endotelial, al estar ligados con una mayor susceptibilidad de las
HUVECs de nifios con HFDM2 al estrés derivado de la elevacion en la
concentracion de glucosa; 2) Que esta susceptibilidad es consecuencia de un
metabolismo alterado de la glucosa y de la actividad mitocondrial; 3) que estos 3
elementos podrian funcionar como marcadores tempranos de la disfuncionalidad
endotelial en las HUVECs de recién nacidos con HFDM2.

Es importante recordar que los resultados obtenidos en trabajos previos al nuestro
acerca de la sintesis de ROS, expresion de la eNOS, asi como de la sintesis del
ON, muestran variaciones acerca del tiempo de exposicién, asi como de la
concentracion de glucosa utilizada. Acerca de esto, es importante mencionar que
en ninguno de estos trabajos, fue un factor a considerar la HFDM2. Asimismo, en
muchos de estos trabajos se utilizaron “pools” de HUVECs obtenidas de distintos
cordones umbilicales. De acuerdo con resultados obtenidos previamente en
nuestro laboratorio, asi como de otros autores, este tipo de cultivo empleando
células endoteliales de diferentes origenes, induce por si mismo la sintesis de ON,
razon por la cual nosotros descartamos su utilizacion. Por esta razon, podemos
sugerir que esto explica las diferencias encontradas al comparar otros trabajos con

el nuestro.
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Nuestro trabajo presenta algunas limitaciones como lo es, el nimero de muestras
evaluadas, esto fue consecuencia de:

1) De la dificultad para encontrar mujeres embarazadas con las caracteristicas
necesarias; 2) de la dificultad para que las HUVECs provenientes de recién
nacidos con HFDM2 crecieran en cultivo, ya que una caracteristica de estas
células es la lentitud de su proliferacion; 3) de la dificultad para poder lograr tener
el nimero de células necesarios para realizar las repeticiones de los experimentos
y 4) la presencia de obesidad solo en las madres de los nifios con HFDM2
evaluados en nuestro trabajo.

Sin embargo, a pesar de estas dificultades, consideramos que la utilizacion de
cultivos procedentes de un solo cordon umbilical nos permite soportar la validez de
nuestros resultados y sugerir que la HFDM2 esta asociada con alteraciones en el
metabolismo de la glucosa, asi como con una deficiente actividad de sus
mitocondrias, lo cual limita la sintesis de dos importantes reguladores de la célula
endotelial. En relacién a la presencia de obesidad como un factor adicional de
riesgo para el recién nacido, se ha reportado que esta es considerada como un
factor de riesgo para presentar preclampsia (104), dafio vascular en la madre
(105), asi como estar en un estado de inflamacion subclinico (106). Sin embargo,
consideramos que la ausencia de datos que indicaran la presencia de diabetes
gestacional, preclampsia o el nacimiento de productos macrosomicos disminuye el
riesgo de que nuestros resultados deriven de la exposicion de la célula endotelial
durante la gestacion a la elevacion de citocinas o de la concentracion de glucosa.
Asimismo, es importante recordar que nuestros resultados fueron obtenidos

después de mantener en cultivo por varios pases a las células endoteliales
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obtenidas de los nifios con y sin HFMD2, antes de incubarlas en concentraciones
suprafisiolégicas de glucosa. Esto consideramos reduce el riesgo de que su
exposicidén previa a algun agente capaz de alterar su funcionalidad este asociada
con el efecto observado.

En conclusién, nuestros resultados nos permiten sugerir que el origen de la
disfuncién endotelial temprana que se ha observado en los individuos con HFDM2,

es consecuencia de la disminuida sintesis de ROS y de ON.
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Capitulo VII. Conclusiones

1.- La sintesis de ROS y de ON disminuy6 en HUVECs de recién nacidos
sanos pero con HFDM2.

2.- La actividad mitocondrial disminuy6 en las HUVECs obtenidas de recién
nacidos sanos pero con HFDM2, incubadas en concentraciones
suprafisiolégicas de glucosa (>5mMI/L).

3.- La sintesis de ROS en las HUVECs es principalmente mitocondrial y esté
asociada de manera muy importante con el metabolismo de la glucosa.

4.- La sintesis disminuida de ON se explica por la disminucion en la
expresion del transcrito de eNOS en condiciones de estrés derivados de la
concentracion suprafisiolégica de glucosa

5.- Nuestros resultados sugieren que la HFDM2 se puede asociar con la

disfuncion endotelial temprana por la deficiente sintesis de ROS y de ON.
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Capitulo VIII. Perspectivas

1.- Corroborar la asociacion encontrada (eNOS, GLUT1 y p53) en este trabajo, en
un mayor numero de HUVECs obtenidas de nifios clinicamente sanos con y sin
HFDM2

2.- Evaluar la posible utilidad de estos marcadores (eNOS, GLUT1 y p53), en
células de facil obtencioén (linfocitos, por ejemplo), de individuos con y sin HFDM2.

3.- Derivado del papel importante que juega p53, en diferentes vias del
metabolismo celular (descrito esto recientemente), evaluar su utilidad como un
posible marcador temprano de la enfermedad.

4.- Determinar el papel del ON sintetizado en mitocondria, como un evento
temprano en la disfuncionalidad endotelial.

5.- Evaluar indirectamente la actividad de la célula endotelial, comparando los
niveles de glucosa y la presencia de metabolitos derivados del ON o marcadores
de la presencia de ROS (malondialdehido por ejemplo), en el plasma de individuos

con HFDM2.
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Anexo B

Cuestionario aplicado a cada una de las madres evaluadas

Fecha (mes/dia/afio)

Nombre:

Domicilio:

Fecha de nacimiento: Edad:

Escolaridad:

¢Actualmente se encuentra sana?: Si No

¢ El médico le ha diagnosticado alguna enfermedad?: Si No
En caso de ser positiva la RESPUESTA ANTERIOR especifique la enfermedad:

Antecedentes familiares

¢, Sus dos padres viven?: Si No

En caso de que la respuesta anterior sea no:

¢ Quién falleci6? y de que causa

¢ En su familia alguien murié, enfermd o se encuentra enfermo? (Anotar el nUmero

de la enfermedad(es) correspondientes al familiar afectado).

1- Presion arterial alta Papa:

2- Embolia cerebral Mama:

3- Ataque cardiaco Abuelo Paterno:

4- Obesidad Abuela Paterna:

5- Diabetes Abuelo Materno:

6- Colesterol alto Abuela Materna:

7- Acido urico Tios Paternos:

8- Enfermedad del rifion Tios Maternos:

9- Cancer Especifique en donde:
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¢Las enfermedades fueron diagnosticadas por un meédico? Si
No
Antecedentes personales patoldgicos

¢,Ha padecido alguna de las siguientes enfermedades?

1- Presion alta Si No
2- Azucar en la sangre Si No
3- Ataque cardiaco Si No
4- Enfermedades del rifidén Si No
5- Gota Si No

6- Otra (especifiqué)

¢ El padecimiento o padecimientos fueron diagnésticados por un médico?
Si No

Consumo de medicamentos

1- ¢ Actualmente toma algun medicamento? Si No

2- Menciones cual(es) son:

3- ¢ El medicamento lo toma como se lo indico el médico?

Si No

4- ¢ Cuéanto tiempo lleva tomandolo?

Menos de 6 meses De 6 meses a 1 afio De 1 a 3 afos

De 3 a 5 afios Mas de 5 afios

Sintomatologia cardiovascular

1- Falta de aire Si No
2- ¢ Se le hinchan las piernas, manos o cara? Si No
3- Palpitaciones Si No
4- Dolor en el corazén Si No
5- Dolor de cabeza Si No
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6- Ve luces (fosfenos) Si No
7- Zumbido de oidos Si No
8- Mareos o vahidos Si No
9- Dificultad para caminar (claudicacién)  Si No
10- Varices Si No
11- Otro

Exploracion fisica
Peso: kg
Talla: cm
Perimetro de cintura:
Perimetro de cadera:
Tension arterial:

Datos del recién nacido:

Peso: kg
Talla: cm
Tiempo de gestacion: semanas
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