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RESUMEN




Resumen

La obesidad y la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), designadas como diabesidad cuando ambas
enfermedades coexisten, han alcanzado una prevalencia con dimensiones epidémicas a nivel
global. La diabesidad se considera una condicién progérica de acuerdo a los indicadores de
envejecimiento  vascular prematuro observados en estos pacientes, que ven
significativamente deteriorada su funcion vascular. El envejecimiento vascular es un proceso
complejo y multifactorial, caracterizado por modificaciones estructurales de los vasos
sanguineos como el desarrollo temprano de aterosclerosis, un estado de inflamacién crénica
de bajo grado y la acumulacién andémala de células senescentes, que finalmente
comprometen la funcién endotelial. Por todo ello, se requiere identificar nuevas estrategias
farmacoldgicas que frenen el avance del envejecimiento vascular acelerado en la diabesidad
y asi reducir la incidencia de los eventos cardiovasculares, principal causa de mortalidad en

estos pacientes.

Una de las caracteristicas principales de la diabesidad es la hipertrofia del tejido adiposo,
reconocido como érgano endocrino que libera gran cantidad de sustancias activas
denominadas adipoquinas. El desequilibrio en la produccién de adipoquinas dafiinas en
detrimento de las beneficiosas afecta directamente a la funcién vascular, debido a la estrecha
conexion estructural y funcional establecida entre el tejido adiposo y la vasculatura. La
adipoquina dipeptidil peptidasa 4 (sDPP4) ha sido identificada recientemente como uno de
los mediadores liberados por el tejido adiposo y cuyos niveles sistémicos estdn aumentados
en los pacientes obesos y diabéticos. Ademas, estudios previos de nuestro grupo han
demostrado que sDPP4 puede ejercer efectos deletéreos sobre la pared vascular, aunque su
implicacién en el proceso de envejecimiento vascular acelerado no ha sido explorada hasta
la fecha. Asi, el objetivo principal de la presente tesis doctoral fue determinar el posible papel
desempefiado por la adipoquina sDPP4 en el envejecimiento vascular prematuro que se
observa en el contexto patoldgico de la diabesidad, analizando su capacidad para inducir
senescencia y disfuncion endotelial /n vitro, asi como su implicacion en la funcién vascular de
una cohorte de pacientes obesos. Adicionalmente, se ha estudiado el posible beneficio de

los inhibidores de DPP4 (gliptinas) en el bloqueo de estos efectos.

En este estudio se ha demostrado que sDPP4 induce senescencia en células endoteliales
humanas en cultivo, determinada por el aumento de la actividad B-galactosidasa asociada a
senescencia, el dafio en el ADN y la expresidn de mediadores pro-senescentes de parada del

ciclo celular. Siguiendo un mecanismo molecular comun, también se ha observado que
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Resumen

sDPP4 deteriora la relajacion dependiente de endotelio de arterias de resistencia humanas.
En el endotelio, DPP4 activa el receptor metabotrépico PAR2, la actividad ciclooxigenasa 2
(COX-2) y la produccion de TXAz actuando sobre el receptor TP (eje PAR2-COX-2-TP), que
convergen en la activacién del inflamasoma NLRP3 y la produccién de IL-1B. En los pacientes
obesos, que presentaban hiperglucemia e hipertension, se observd ademéas una funcion
endotelial deteriorada en comparacién con el grupo de pacientes control. Se ha determinado
que la disfuncion endotelial en los pacientes obesos correlaciona positivamente con el indice
de masa corporal y con la expresidon aumentada de DPP4 y de marcadores pro-senescentes
y proinflamatorios en el tejido adiposo visceral que rodea a las arterias de resistencia. Cuando
se bloque6 farmacolégicamente la actividad enzimatica de DPP4 o el mecanismo pro-
senescente que induce DPP4 /n vitro, la disfuncion endotelial de los pacientes obesos fue
revertida hasta niveles observados en pacientes sanos. En conjunto, estos resultados
presentan a DPP4 como un mediador relevante del envejecimiento vascular prematuro en el
contexto de la obesidad humana. La hipdtesis que se plantea es que DPP4 es un nuevo factor

que conectaria la respuesta senescente desde la grasa al deterioro de la pared vascular.

El interés en DPP4 como diana farmacoldgica se inicié con el uso clinico de las gliptinas
en el control de la glucemia en pacientes con DMT2. A la luz de los resultados de esta tesis
doctoral, sDPP4 surge como un inductor de la senescencia de las células endoteliales
humanas y la disfuncién endotelial asociadas a la diabesidad. Asi, el espectro de aplicacion
terapéutica de las gliptinas podria ampliarse a la preservacion de la funcién endotelial y el
retraso del envejecimiento vascular prematuro en el contexto de las enfermedades

cardiometabdlicas.
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Abstract

Obesity and type 2 diabetes mellitus (T2DM), which are referred to as “diabesity” when both
coexist, have reached epidemic proportions globally. Diabesity is considered a progeric
condition according to the accelerated vascular aging displayed by these patients, whose
vascular function is significantly impaired. Vascular aging is a complex and multifaceted
process, characterized by a plethora of structural modifications in blood vessels that accounts
for early atherosclerosis, low-grade chronic inflammation state and abnormal accumulation
of senescent cells leading a compromised vascular function. In this context, new
pharmacological strategies are required to delay early vascular aging in diabesity and so

reduce the incidence of cardiovascular events, main cause of mortality in these patients.

One of the main characteristics of diabesity is the enlargement of the adipose tissue,
acknowledged as a true endocrine organ that secretes a vast amount of active substances
called adipokines. The imbalanced production of detrimental adipokines above beneficial
ones directly affects vascular functionality, due to the close structural and functional
connexion established between the adipose tissue and the vessel wall. The adipokine
dipeptidyl peptidase a (sDPP4) has been recently identified as one of the mediators released
by the adipose tissue, whose plasmatic levels are enhanced in obesity and T2DM patients.
Furthermore, former studies done in our laboratory demonstrated that sDPP4 can exert
harmful effects in the vasculature, albeit its role in accelerated vascular aging has not been
explored. The main objective in this thesis was to determine the function of sDPP4 in the
diabesity-associated early vascular aging, analysing whether it can induce endothelial
senescence and dysfunction, and to what extent sDPP4 is involved in the vascular function of
a cohort of obese patients. Additionally, the possible benefit of DPP4 inhibitors (gliptins)

blocking such effects has been explored.

In this study, we have demonstrated that sDPP4 triggers senescence in cultured human
endothelial cells, ascertained by an increased senescence-associated f-galactosidase activity,
DNA damage and overexpression of pro-senescent markers related to cell cycle arrest.
Through a common molecular mechanism, it has been also observed that sDPP4 impairs the
endothelium-dependent relaxation of human resistance arteries. In the endothelium, DPP4
activates the metabotropic receptor PAR2, the activity of cyclooxygenase 2 (COX-2) and the
production of TXAz acting over TP receptors (PAR2-COX-2-TP axis), leading to the activation
of NLRP3 inflammasome and IL-1B production. In obese patients exhibiting hyperglycaemia

and hypertension, we also showed an impaired microarterial functionality in comparison to
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Abstract

control non-obese counterparts. Importantly, we observed that endothelial dysfunction in
obese patients was positively associated with the body mass index and a greater expression
of DPP4 and pro-senescent and pro-inflammatory markers in the visceral adipose tissue
nearby the resistance arteries. When DPP4 enzymatic activity or sDPP4-induced pro-
senescent mechanism was pharmacologically inhibited, endothelial dysfunction of obese
patients was restored back to levels of healthy subjects. Together, these results reveals DPP4
as a relevant mediator in the early vascular aging in the context of human obesity. Our
hypothesis is that DPP4 is a new factor connecting the senescent response from the adipose

tissue to the vascular wall.

The interest on DPP4 as a pharmacological target began with the clinical use of gliptins in
the glycaemic control of T2DM patients. In light of our results, sDPP4 arises as relevant
mediator promoting human endothelial cell senescence and endothelial dysfunction
associated with diabesity. Thus, the spectrum of therapeutic application of gliptins could be
broaden to the preservation of endothelial function and delay of early vascular aging in the

cardiometabolic diseases.
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ABREVIATURAS




AA: aminoacidos
ADA: adenosina deaminasa

ADCP2: proteina acomplejante de la
adenosina deaminasa 2

ASC: proteina formadora de specks
asociada a apoptosis con dominio CARD

ATP: adenosin trifosfato

BCA: método del acido bicinconinico
BK: bradiquinina

BNP: péptido natriurético cerebral
BSA: albumina sérica bovina

CARD: dominio de reclutamiento de
caspasa

Cav-1: caveolina-1

CCL5: ligando 5 de quimioquinas
CD26: cluster de diferenciacion 26
CDK: quinasa dependiente de ciclinas
CLR: receptor de lectina tipo C

CMLVH: células de musculo liso vascular
humano

COX: ciclooxigenasa

DALYs: afios de vida ajustados por

discapacidad  (disability-adjusted  life

years)

DAMP: patrén molecular asociado a daiio
DAPI: 4'-6'-diamidino-2-fenilindol

DDR: respuesta al dafio en el ADN

DMEM: medio Eagle modificado por
Dulbecco

DMT2: diabetes mellitus tipo 2

Abreviaturas

DPP4: dipeptidil peptidasa 4

ECGS: factor de crecimiento endotelial
EDTA: acido etilendiamino tetraacético
EGTA: acido etilenglicol tretraacético

ELISA: ensayo por inmunoabsorcion
ligado a enzimas

eNOS: sintasa de 6xido nitrico endotelial
ET-1: endotelina 1
FCS: suero fetal bovino

GBD: informe de carga global de
enfermedades (Global Burden of Disease
Repor?)

GHED: base de datos sobre el gasto global
en salud (Global Health Expenditure
Database)

GSDMD: gasdermina D
HbA1c: hemoglobina glicosilada
HRP: peroxidasa de rabano

hsCRP: proteina C reactiva de alta
sensibilidad

HUVEC: células endoteliales de vena de
cordén umbilical humano

IAP-1: inhibidor del activador del
plasminégeno 1

IAPP: polipéptido amiloide de los islotes
pancreaticos

ICAM-1:
intercelular

molécula de adhesion

IL: interleuquina
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Abreviaturas

IMC: indice de masa corporal
INF-vy: interferobn gamma

KH: solucién Krebs-Henseleit

LDL: lipoproteina de baja densidad
LPS: lipopolisacarido

LRR: dominio rico en repeticiones de
leucina

MG6PR: receptor de manosa-6-fosfato
MAPK: quinasas activadas por mitdgenos

MCP-1: proteina quimioatrayente de
monocitos 1

MMP: metaloproteinasa
NEFA: acido graso no esterificado

NF-xB: factor nuclear potenciador de las
cadenas ligeras kappa de las células B
activadas

NO: 6xido nitrico

NOD: dominio de oligomerizacién de
nucleotidos

NLR: receptores similares al dominio de
oligomerizacién y unién a nucleétidos

NLRP3: receptor de tipo NOD asociado a
criopirina 3

NOS: 6xido nitrico sintasa

02" superoxido

ODS: objetivos de desarrollo sostenible
ONOO": peroxinitrito

PA: presion arterial

PAMP: patrén molecular asociado a
patdgenos
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PAR2: receptor activado por proteinasas 2

pPEC50: logaritmo de la concentracién
media efectiva

PMSEF: fluoruro de fenilmetilsulfato
PBS: tampon fosfato salino

PRR: receptor de reconocimiento de
patrones

PVDF: fluoruro de polinilideno
PYD: dominio pirina

ROS: especies reactivas de oxigeno
RT: retrotranscripcion

SASP: fenotipo secretor asociado a
senescencia

SDF1-a: factor derivado de células
estromales 1 alpha

sDPP4: dipeptidil peptidasa 4 soluble
SDS: dodecilsulfato sédico

SIRT: sirtuina

SNP: nitroprusiato sodico

TIFs: foc/ de disfuncidn telomérica

TLR: receptor de tipo tol/

TMB: 3,3,5,5'-tetrametilbenzidina
TNF-a: factor de necrosis tumoral alpha

TRF-1: factor de unién a repeticiones
teloméricas

TXA:2: tromboxano A2

VCAM-1: molécula de adhesion celular
vascular

X-gal: 5-bromo-4-cloro-indolil-B-D-
galactopiranésido



INTRODUCCION




Introduccion

1. El avance hacia una sociedad envejecida

1.1. La década del envejecimiento saludable

La poblacién mundial esta envejeciendo a un ritmo acelerado, con un aumento de la
esperanza de vida de hasta 5,5 afios de media para ambos sexos desde el afio 2000
(Organizacion Mundial de la Salud, 2019). Esto implica que, a dia de hoy, hay mas de 1000
millones de personas en todo el mundo que tienen 60 afios 0 mas, y se espera que para 2050
la poblacion mundial de personas mayores se duplique (Organizacion Mundial de la Salud,
2020) (Figura 1). El aumento de la esperanza de vida es un gran logro a nivel colectivo, que
evidencia los avances conseguidos en el ambito de la salud, el desarrollo social y econémico.
Sin embargo, hay pocas pruebas que indiquen que una vida mas longeva signifique
necesariamente poseer una mejor salud y aprovechar plenamente la Ultima etapa de la vida
(Organizacion Mundial de la Salud, 2015). Como resultado, los afios de vida adicionales en
esta generacion estan asociados con una peor salud, que se traduce en el aislamiento social
y la dependencia de cuidados de estas personas (Organizacién Mundial de la Salud, 2015).
Ante esta situaciéon, la Organizacién Mundial de la Salud inici6 el aflo pasado la nueva
estrategia de “La Década del Envejecimiento Saludable (2020-2030)", entendido como todo
un proceso para desarrollar y mantener a edades avanzadas una capacidad funcional
suficiente que asegure el bienestar de los mas mayores (Organizacién Mundial de la Salud,

2020).

Esta estrategia mundial se apoya en la Agenda 2030 de las Naciones Unidas y sus
Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS), y busca la aplicacion de medidas desde diversos
sectores (gubernamental, social, académico, sector privado) para introducir el envejecimiento
saludable como un objetivo claro en el funcionamiento de la sociedad. Esto implica un
abordaje que va mas alld de una estrategia social o antropoldgica, y que requiere de una
base cientifica por la que poder comprender los principios fisiopatoldgicos del

envejecimiento y disefiar asi intervenciones, también farmacoldgicas.
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Introduccion

1.2. Enfermedades cronicas asociadas al envejecimiento

El envejecimiento es un proceso complejo y multifactorial en el que la homeostasis
corporal se ve deteriorada hacia un desequilibrio de los mecanismos compensatorios que
aseguraban la funcionalidad motora, inmunolégica, metabdlica e intelectual del individuo
que, por ende, es mas vulnerable a las enfermedades y la muerte (Campisi et al., 2019;
Kirkwood, 2005). La consecuencia principal desde el punto de vista sanitario es que en una
poblacién envejecida hay un cambio radical en las causas mas comunes de enfermedad y
muerte. En este escenario, las enfermedades crénicas y degenerativas adelantan a las
enfermedades infecciosas y agudas (Organizacion Mundial de la Salud, 2019). Los datos
epidemioldégicos muestran que las enfermedades mas prevalentes entre la poblacién de
avanzada edad son las demencias y enfermedades neurodegenerativas, la osteoartritis, el
cancer, la enfermedad pulmonar obstructiva cronica, la degeneracion macular, las
enfermedades cardiometabdlicas y las complicaciones y eventos cardiovasculares (Franceschi

et al,, 2018), por lo que se han denominado enfermedades asociadas a la edad.

Por otro lado, se ha determinado que algunas de las enfermedades mas prevalentes entre
la poblacién de mayor edad contribuyen y aceleran el envejecimiento por diferentes causas.
Ademas, si se trata de enfermedades con una prevalencia alta no solo en las etapas tardias,
sino durante toda la vida de una persona, se presentan como candidatas fundamentales
sobre las que dirigir el estudio del envejecimiento. La obesidad y la diabetes son
enfermedades crdnicas cuya gestion y tratamiento se han convertido en problemas globales
de salud (Ng et al, 2014). Mdltiples evidencias han demostrado que estas y otras
enfermedades crénicas comparten mecanismos comunes con el envejecimiento (Franceschi
et al.,, 2018), y comprenderlos sera fundamental para preservar la integridad durante todas

las etapas de la vida y asi alcanzar un envejecimiento saludable (Figura 1).
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Introduccion

POBLACION ENVEJECIDA

5% 10% 15% 20% 25% >30%
e —————

A Envejecimiento
acelerado

Envejecimiento
saludable
Aparicion de
enfermedad(es)
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Figura 1. El avance hacia una poblacién envejecida y la apuesta por el envejecimiento saludable. En el
mapa se muestran los datos de 2015 de acuerdo al porcentaje de personas mayores de 60 afios a nivel
global. En los paises desarrollados, mas del 20% de la poblacién se encuentra en esta franja de edad, que
previsiblemente se duplicara en 2050. En la parte inferior se muestra la discordancia entre el envejecimiento
cronolégico y el envejecimiento biolégico dependiendo del momento de aparicién de ciertas enfermedades
croénicas a lo largo de la vida de una persona. La aparicion temprana de enfermedades crénicas acelera el
envejecimiento, en cambio, la ralentizacion en la aparicion de estas permitira alcanzar la edad anciana de
forma saludable. Los datos demograficos han sido extraidos de Global AgeWax Index 2015, desde la pagina
web: https://www.helpage.org/global-agewatch/ . Figura disefiada con Biorender.
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2. La diabesidad como condicion progérica

2.1. Prevalencia e implicaciones socioecondmicas de la diabesidad

La obesidad es una enfermedad caracterizada por la acumulacién anormal o excesiva de
grasa corporal producida por diversas causas, incluyendo desbalance energético, patologias
genéticas, estado de salud mental y efectos derivados de farmacos (World Obesity
Federation., 2020). La obesidad es un problema de salud publica de méxima actualidad, con
mas de 650 millones de personas obesas (indice de masa corporal, IMC > 30 kg/m?) en todo
el mundo, y casi dos de cada cinco adultos mayores de 18 afios con sobrepeso (IMC > 25

kg/m?) (Organizacién Mundial de la Salud, 2021b).

El nimero de personas que fallecen por causa directa o indirecta de la obesidad alcanza
los 2,5 millones anuales en los paises desarrollados (The European Association for the Study
of Obesity, 2021). Ademas, la obesidad se encuentra muy a menudo ligada a otras
comorbilidades asociadas al envejecimiento, que promueven la fragilidad de los pacientes en
todas las etapas de la vida. Entre las enfermedades asociadas se identifican enfermedades
respiratorias, osteomusculares, oncolégicas, psicologicas, cardiovasculares o metabdlicas
(Qiang et al., 2020; Frasca et al., 2017; Villringer, 2014; de Santos Machado et al., 2013).
Respecto a estas Ultimas, la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), que afecta a mas de 400 millones
de personas en todo el mundo (Organizacion Mundial de la Salud, 2021a), destaca sobre las
demas. De hecho, la obesidad y la DMT2 aparecen tan frecuentemente relacionadas que se
ha empleado el término diabesidad para designar la coexistencia de ambas enfermedades
(Zimmet, 2017) (Figura 2). Ademas, aparecen asociadas a otros factores de riesgo,
especialmente cardiometabdlicos, como la hipertension y la hiperlipidemia en personas que

padecen el denominado sindrome metabdlico (Day, 2007).

La obesidad y la DMT2 se consideran las Unicas enfermedades no infecciosas con una
incidencia que ha alcanzado proporciones epidémicas a nivel global (Figura 2). La base de
datos sobre el gasto global en salud (GHED, Global Health Expenditure Database) y el Atlas
de Diabetes de la Federacion Internacional de Diabetes estimaron un gasto de 760 mil
millones de dodlares invertidos en la gestion de la diabetes en 2019 (Williams et al., 2020) y
hasta 990 mil millones de ddlares para la obesidad (Organizacion Mundial de la Salud, 2019).
El informe de carga global de enfermedades (GBD, Global Burden of Disease report) indic

que en 2019 la obesidad fue la quinta causa de muerte a nivel global, y que la diabetes y sus
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complicaciones asociadas fueron responsables de hasta el 60% de todas las muertes que
ocurrieron en los paises desarrollados (Ammirati et al., 2020). Esto ha evidenciado y
potenciado durante la Ultima década las politicas para la prevencion de la obesidad en
particular, asi como la necesidad de abordar la epidemia actual de la diabesidad en general,
desde un punto de vista nutricional, psicologico, quirirgico y farmacologico. La presente tesis
doctoral se ha enfocado en abordar este ultimo aspecto, manteniendo la idea de que
preservar la salud durante todas las etapas de la vida hard mas sencilla la transicién hacia un

envejecimiento saludable.

DIABESIDAD

760 mil 40-60% muertes > 400 mill. > 650 mill. 50 causa de 990 mil
en paises

desarrollados

millones de $§ de personas de personas muerte global millones de $§

2% 4% 6% B% 10% 12% 175% 20% >25% 5% 10% 15%  20%  25% 30%  35%  >40%
S e B ]

Figura 2. Distribucién, epidemiologia e impacto socioeconémico de la diabesidad. En los mapas se
muestra la distribucion geografica de la prevalencia de la diabetes y la obesidad segun el porcentaje de
personas entre 20-79 afios con obesidad o diabetes (sin hacer distincion entre diabetes tipo 1y diabetes
tipo 2). Datos extraidos del Informe de Estadisticas en materia de Salud 2016 (WHO), el Atlas de Diabetes de
la Federacién Internacional de Diabetes y de la pagina web ourworldindata.org. Figura disefiada con
Biorender.
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3. Aspectos comunes entre la diabesidad y el envejecimiento

La pérdida de integridad fisiolégica durante el envejecimiento subyace también a la
diabesidad. Esto no quiere decir simplemente que la diabesidad sea mas prevalente en la
poblacién mayor (Fadini et al., 2011), sino que padecer obesidad o diabetes hacen al paciente
alcanzar mas rapidamente un estado de deterioro propio de una persona anciana. Asi, se ha
determinado que la diabesidad acelera el envejecimiento debido al empeoramiento de la
calidad de vida de los pacientes. Esto se ha registrado por un lado en el aumento del nimero
de afos de vida ajustados por discapacidad o DALYs (disability-adjusted life years) calculado
para estas enfermedades (Kotwas et al.,, 2021; Yu et al., 2021) y, por otro, en la reduccion de
la esperanza de vida de los pacientes hasta de 6 afios en el caso de padecer DMT2 (Sattar et

al, 2019) y hasta 4,5 afios en el caso de tener obesidad (Bhaskaran et al., 2018).

Los modelos animales, asi como los pacientes con obesidad y diabetes, presentan un
despliegue de alteraciones que estan directamente asociadas con el envejecimiento, como
son deterioro cognitivo (Ide et al., 2020; Mclean et al., 2018), mayor riesgo de infeccién por
decadencia del sistema inmune (Yi et al.,, 2019; Carey et al.,, 2018; Hernandez et al., 2013), un
ambiente inflamatorio cronico (Pérez et al., 2016) y un mayor riesgo cardiovascular

acompafado de calcificacion, fragilidad vascular y rigidez arterial (Burton y Faragher, 2018).

La obesidad y la diabetes afectan a los procesos celulares y moleculares de una manera
gue se asemeja al envejecimiento (Salvestrini et al., 2019; Pérez et al., 2016). Tomando como
referencia los nueve indicadores del envejecimiento consensuados por Lopez-Otin y
colaboradores (Lépez-Otin et al,, 2013), se ha podido determinar cémo la diabesidad afecta
a todos y cada uno de ellos: alteracion en la sensibilidad a los nutrientes, desgaste telomérico,
inestabilidad gendémica, senescencia celular, comunicacién intercelular alterada, agotamiento
del reservorio de células madre, pérdida de la proteostasis, disfuncién mitocondrial y
acumulacién de alteraciones epigenéticas. Por esa razén, la diabesidad puede considerarse
una condicion progérica en el sentido etiolégico de la palabra, ya que promueve el
envejecimiento. En la Tabla 1 se muestran las principales evidencias que indican los puntos
comunes entre diabesidad y envejecimiento, a los cuales se ird haciendo referencia durante

la tesis doctoral.
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Todo ello pone de manifiesto el interés de la comunidad médica y cientifica en determinar
cuales son los factores que contribuyen al deterioro y envejecimiento en el contexto de las
enfermedades cardiometabdlicas como la diabesidad. En este trabajo, concretamente, se ha
estudiado en qué medida puede frenarse el envejecimiento del sistema cardiovascular, cuyo
abordaje se propone como una estrategia clinicamente relevante para retrasar lo maximo
posible el desarrollo de enfermedades vasculares en estos pacientes y alcanzar el

envejecimiento saludable.

Tabla 1. Resumen de las evidencias en la literatura sobre la influencia de la diabetes y/o la obesidad
en los consensuados nueve indicadores del envejecimiento. Uno de los criterios tomados por Lopez-Otin
y colaboradores (Lopez-Otin et al.,, 2013) para definir estos indicadores fue determinar que el agravamiento
de cualquiera de ellos debia acelerar el envejecimiento. La literatura ha evidenciado que la obesidad y la
diabetes afectan, alteran o agravan situaciones relacionadas con los nueve indicadores, y por lo tanto pueden
ratificarse como condiciones progéricas que aceleran el envejecimiento de quien las padece.

Indicadores de
Envejecimiento Diabesidad

" The 9 hallmarks of aging”

Alteracion en la sensibilidad a | Resistencia a la insulina e insensibilidad a la glucosa en los tejidos
nutrientes | insulinodependientes (Salvestrini et al., 2019)

Desgaste telomérico | Asociacion inversa entre la longitud de los teloméros, el IMC, la
adiposidad, la resistencia a la insulina y la alteracion en la tolerancia a la
glucosa (Gielen et al,, 2018; Adaikalakoteswari et al., 2006; Obana et al.,
2003)

Inestabilidad genémica | Acumulacion de dafios en el ADN debido al estrés oxidativo y la

inflamacion crénica de bajo grado subyacente a la diabesidad (Jurk et al,,
2014)

Menor capacidad para reparar los dafios en el ADN en personas obesas
(Ungvari et al., 2018)

Senescencia celular | Acumulacion de células senescentes en el tejido adiposo y la pared

vascular de pacientes obesos y diabéticos (Villaret et al., 2010; Voghel et
al,, 2007)

Asociacion entre una mayor incidencia de las complicaciones vasculares y
el desarrollo de senescencia endotelial (Dungan et al,, 2020; Frasca et al.,
2017)

Alteracién de la comunicacion | Alteracion en el perfil de mediadores que contribuyen a la inflamacién

intercelular | crénica de bajo grado a nivel local y sistémico (Krintus et al., 2014; Danesh
et al., 2004)

Efectos paracrinos del secretoma senescente (van Deursen, 2014)
Redistribucién de depositos de tejido adiposo que altera y desregula su
perfil secretor y sus efectos paracrinos y endocrinos (Reyes-Farias et al.,
2021)

Agotamiento del reservorio de | Reduccién de la poblacion circulante de células endoteliales progenitoras

células madre | que reparan las zonas vasculares dafiadas mediante mecanismos

compensatorios de angiogénesis (Werner y Nickenig, 2006)
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Pérdida de la proteostasis | Acumulaciéon de agregados de proteinas mal plegadas en los tejidos de
personas obesas y diabéticas (Ungvari et al., 2018)

Disfuncién mitocondrial | Desacoplamiento de la cadena de electrones y estrés oxidativo como
consecuencia de las alteraciones metabdlicas en la diabesidad (Liesa y
Shirihai, 2013)

Reduccion de la biogénesis mitocondrial en la obesidad (Heinonen et al.,
2015)

Alteraciones epigenéticas | Menor actividad desacetilasa por las enzimas sirtuinas (SIRT), que
aumenta el estado inflamatorio del tejido adiposo (Gillum et al., 2011)

Cambio en el patrén de metilacion del ADN en la obesidad (Niculescu y
Lupu, 2011)

4. Diabesidad, aterosclerosis y riesgo cardiovascular

La obesidad y la DMT2 son factores independientes de riesgo cardiovascular (Kalra, 2013)
y, cuando ambas patologias coexisten, el resultado es que la diabesidad constituye un riesgo
cardiovascular superior al asociado a cada una de las enfermedades por separado (Chadt et
al, 2018). Por un lado, la vasculopatia diabética es la mayor causa de morbilidad en la
diabetes. Incluye complicaciones microvasculares que afectan a los vasos sanguineos de
pequeiio calibre y a los capilares, como en el caso de la retinopatia diabética o la enfermedad
renal cronica; asi como la aterosclerosis que induce complicaciones macrovasculares en las
grandes arterias (Cooper et al, 2001). Los eventos cardiovasculares como la enfermedad
coronaria, los accidentes cerebrovasculares y la enfermedad arterial periférica, son causa del
80% de las muertes en los pacientes con DMT2 (Strain y Paldanius, 2018). Por su parte, el
deposito excesivo del tejido adiposo influye en cambios hemodinamicos que afectan a la
funcion cardiaca, como son un mayor volumen de sangre y rendimiento cardiaco, y la
reduccion de la resistencia sistémica vascular (Poirier et al., 2006). Asi, dos tercios de las
muertes asociadas con la obesidad estan causadas por enfermedades cardiovasculares como
infarto agudo de miocardio, arritmias, fibrilaciéon adrtica, ictus o tromboembolismo venoso
(Powell-Wiley et al., 2021). La obesidad también se asocia con alteraciones microvasculares

que implican el remodelado vascular de los pequefios vasos (Schindler et al., 2006).

Las complicaciones vasculares que mas muertes causan en la diabesidad subyacen a una
alteracion patoldgica mayor: la aterosclerosis. Esta enfermedad esta definida como el proceso
de estrechamiento del calibre arterial por la formacién de placas lipidicas o de ateroma

debido al efecto secuencial de inflamacién, fibrosis, calcificacién y necrosis de la pared
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vascular (Figura 3) (Bentzon et al., 2014; Wang, C. et al,, 2016). La aterosclerosis se inicia
debido al depoésito en la capa intima arterial de ésteres de colesterol contenidos en
lipoproteinas de baja densidad (LDL). La agregacién y modificacion de las LDL provoca la
inflamacién de las capas endotelial y de musculo liso vascular, que liberan toda una bateria
de mediadores tréficos para las células del sistema inmune. Los monocitos reclutados a la
pared vascular, mas tarde diferenciados a macréfagos, fagocitan y almacenan el colesterol y
otros lipidos, transformandose en células espumosas que amplifican ain mas la respuesta
inflamatoria. A su vez, las células de musculo liso proliferan, migran hacia la intima donde
favorecen el engrosamiento de la pared arterial, y contribuyen a su lesion favoreciendo la
calcificacion y rigidez de la placa (Low Wang et al., 2016). La obesidad, la DMT2 y otros
factores de riesgo aceleran estos primeros cambios en el proceso de aterosclerosis, asi como
situaciones avanzadas de estenosis, rotura y embolismo de la placa de ateroma debido a
mecanismos que incluyen la resistencia a la insulina, el estrés oxidativo y la inflamacion

cronica (Kalyani et al.,, 2017; McGill et al., 2002).

4.1. Disfuncidn endotelial

A pesar de que la manifestacion clinica de la aterosclerosis debuta en estados avanzados
de la enfermedad, las alteraciones funcionales y estructurales de las arterias pueden ser
detectadas muy temprano. Se han observado evidencias de aterosclerosis incluso en nifios
con obesidad que manifiestan signos de reactividad vascular deteriorada, aumento del
grosor intima-media y reduccién de la distensibilidad arterial (Meyer et al., 2006). La
disfuncién endotelial es fundamental para el progreso del estrechamiento y endurecimiento
de las arterias y, de hecho, se presenta como uno de los indicadores tempranos de la

aterosclerosis (Avogaro et al., 2011).

El endotelio consiste en una Unica capa de células que rodea el lumen de los vasos
sanguineos y esta en contacto directo con la sangre. Las células endoteliales juegan un papel
fundamental en el mantenimiento de la homeostasis y el correcto funcionamiento de la
vasculatura. Ademas de formar una barrera mecanica entre la sangre y las otras células de la
pared vascular, libera mediadores autocrinos y paracrinos en un perfecto equilibrio que

controlan la relajacién-contraccion y el mantenimiento del tono vascular, la coagulacion-
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fibrindlisis y la adhesiéon plaquetaria; asi como la inflamacion y el reclutamiento de células del

sistema inmune (Deanfield et al., 2007).

Cuando se altera la produccién de mediadores homeostaticos comienza un estado
patolégico de disfuncion endotelial. El dxido nitrico (NO) es el mayor responsable en el
mantenimiento basal de la homeostasis endotelial. Su papel vasculoprotector se basa en sus
acciones como potente vasorelajador sobre la capa de musculo liso vascular, como inhibidor
de la adhesion y agregaciéon plaquetaria y como regulador de la activacién endotelial en
general (Virdis et al., 2010). Por tanto, la reduccién en la biodisponibilidad de NO marca el
inicio de la disfuncion endotelial (Incalza et al., 2017). Por un lado, la sintesis de NO por las
enzimas oxido nitrico sintasas (NOS) aparece disminuida en las células endoteliales activadas.
Por otro lado, el estrés oxidativo, y concretamente los aniones superdxido (Oz2), pueden
reaccionar con el NO y degradarlo para formar peroxinitrito (ONOO"), que promueve la
nitracion de proteinas y contribuye a la disfuncion y muerte de las células endoteliales (Pacher
et al,, 2005). Ademas, cuando el endotelio se activa, aumenta la produccién de mediadores
vasoconstrictores como endotelina 1 (ET-1) y tromboxano A2 (TXA2); prooxidantes como
especies reactivas de oxigeno (ROS); procoagulantes como el factor de coagulacién von
Willebrand (factor VIII) o el inhibidor del activador del plasminégeno 1 (IAP-1), y
proinflamatorias como las moléculas de adhesion vascular e intercelular (VCAM-1, ICAM-1)
y el factor quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1) (Figura 3) (Avogaro et al.,, 2011). La
disfuncién endotelial supone la activacién del endotelio y la pérdida del tono vascular, y
favorece el desarrollo de trombosis, la proliferacion de las células vasculares, la inflamacion
y la ruptura de las placas de ateroma. Por todo ello, se ha determinado una asociacién clara
entre la disfuncion endotelial y el desarrollo de eventos cardiovasculares, haciendo al
endotelio una diana para las estrategias de prevencidén y deteccién de la enfermedad

cardiovascular temprana.
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Figura 3. Progresion de la aterosclerosis y alteraciones de la pared vascular. La aterosclerosis avanza con
el progresivo estrechamiento del calibre arterial. (1) Se inicia con la formacién de la placa de ateroma debido
a la acumulacién y oxidacién de LDL en la capa media vascular. (2) El endotelio activado expresa proteinas
de adhesion y libera mediadores troficos para las células del sistema inmune, que se extravasan a la capa
media. (3) Los macréfagos fagocitan el colesterol y otros lipidos, se diferencian a células espumosas y
amplifican la sefial inflamatoria. (4) En una etapa mas avanzada, las células de musculo liso alteran la matriz
extracelular y la lamina media, proliferan y migran hacia la capa media, donde contribuyen a la inflamacion
y calcificacion de la placa de ateroma. (5) La placa llega a romperse, formandose un coagulo de plaquetas y
material fibroso que bloquea el torrente sanguineo, causando isquemia local o en otra zona del arbol
vascular en caso de ser arrastrado y embolizado. Figura disefiada con Biorender.
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5. Enfermedades cardiovasculares y envejecimiento vascular
prematuro

5.1. Aspectos estructurales y funcionales del envejecimiento vascular

El envejecimiento esta asociado con cambios estructurales, moleculares y funcionales en
la pared vascular, incluso de forma independiente a la existencia de otros factores de riesgo
cardiovascular como la hipertension, la aterosclerosis o la diabesidad (Costantino et al., 2016;
Kotsis et al., 2011). Se ha considerado que el envejecimiento vascular es un proceso inevitable
que afecta a la salud de la poblacion mayor. Sin embargo, cada vez esta mas aceptada la
importancia de desarrollar estrategias que mejoren y protejan la funcién vascular en todas
las etapas de la vida y, especialmente, en aquellas personas que padecen enfermedades que
aceleran el envejecimiento vascular. La identificacion de los mecanismos y los mediadores
que influyen en el envejecimiento vascular prematuro podra mejorar la funcion

cardiovascular en la poblacion afectada.

El médico inglés del siglo XVII Thomas Sydenham ya establecia que “un hombre es tan
viejo como lo son sus arterias”. Asi, el envejecimiento vascular acelerado supone la aparicién
gradual de alteraciones en la vasculatura de una forma similar a la que ocurre durante las
etapas tardias de la vida, pero en personas no necesariamente ancianas (Nilsson, 2008). Esta
disociacion entre el envejecimiento cronoldgico y el envejecimiento bioldgico a nivel vascular
se atribuye a factores genéticos, a la acumulacion de factores de riesgo o a la exposiciéon de
los vasos sanguineos a estimulos dafinos de cualquier indole (Cunha et al., 2017). Se han
establecido tres mecanismos mayoritarios que influencian el avance del envejecimiento
vascular acelerado: i) el estrés causado por variaciones en el ciclo cardiaco, ii) el deterioro de
los mecanismos de reparacién en la pared arterial en respuesta a los dafos y iii) el
desequilibrio en los mediadores que afectan a la pared arterial y estdn asociados a

enfermedades como la hipertensién, la dislipidemia, la diabetes o la obesidad, entre otras.

Las principales manifestaciones del envejecimiento vascular acelerado incluyen el
aumento de la rigidez arterial, la dilatacion de las arterias centrales elasticas, el
empeoramiento de la funcion endotelial y un estado de vasodilatacion generalizado.
Precisamente es en la base de estos cambios estructurales y funcionales donde se encuentran
los mecanismos promotores de envejecimiento que se han descrito anteriormente. Por

ejemplo, la alteracion en la comunicacién intracelular debida a la modificacion de la matriz
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extracelular en la capa media arterial tiene como consecuencia directa el remodelado
vascular, la reduccién de la distensibilidad arterial y de la capacidad de los vasos sanguineos
para adaptarse a los cambios en la presidén arterial (Kotsis et al., 2011). Por su parte, el
desgaste telomérico, la inestabilidad gendmica y la acumulacion de células endoteliales
senescentes contribuyen al deterioro de la vasodilatacién dependiente de endotelio,
indicador temprano de un envejecimiento vascular prematuro (Nilsson, 2008). Es en estos
dos Ultimos aspectos, la senescencia y la disfuncién endotelial, en los que se ha centrado la

presente tesis doctoral.

5.2. Senescencia endotelial y funcion vascular
5.2.1.  Senescencia replicativa y senescencia inducida por estrés

La senescencia celular es un mecanismo fisiopatoldgico en el que las células se mantienen
en un estado permanente de parada del ciclo celular. La senescencia esta asociada a una serie
de perturbaciones morfoldgicas y estructurales que producen la pérdida de la homeostasis
celular (Erusalimsky, 2009). Las células senescentes no mueren y son metabdlicamente
activas, pero adquieren una serie de caracteristicas que comprometen sus funciones
normales y su papel dentro del tejido (Campisi y d'Adda Fagagna, 2007). Por esta razén, la
senescencia que afecta a las células endoteliales es uno de los principales determinantes del

envejecimiento vascular.

La senescencia celular cumple un papel protector desde el punto de vista fisioldgico, ya
gue, en respuesta a cambios potencialmente dafiinos, evita que las mutaciones puedan
transmitirse a las consiguientes generaciones celulares. La senescencia es fundamental en el
proceso de desarrollo embrionario o en la formacién de tejido cicatricial, y ademas evita la
progresion de tumores (Kuilman et al.,, 2010; Herranz y Gil, 2018). Sin embargo, en situaciones
patolégicas, fuentes de estrés puntuales pueden desencadenar una respuesta senescente
aguda que afecta al tejido pasajeramente hasta que se recupera la homeostasis tisular. Por
ejemplo, se ha observado que las células senescentes por activacion de oncogenes pueden
ser rapidamente reconocidas y eliminadas por el sistema inmune (Kang et al., 2011). Por otro
lado, el proceso de senescencia puede desarrollarse en respuesta a diversas fuentes de estrés
intracelular o extracelular, incluyendo estrés oxidativo o genémico, disfuncion mitocondrial,

irradiacion o agentes quimioterapéuticos (Herranz y Gil, 2018). La respuesta senescente
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puede ser crénica cuando las sefales pro-senescentes son continuadas, como en el caso del

envejecimiento o en la diabesidad.

Desde que Hayflick y Moorhead definieron el término senescencia en 1961 y después se
estableciera el “limite Hayflick” como el niumero finito de veces que las células pueden
dividirse en un cultivo (Hayflick, 1965), se ha determinado este limite maximo de replicacion
para diferentes tipos celulares /n vitro. Este tipo de senescencia por agotamiento de la
capacidad proliferativa se denomina senescencia replicativa y es consecuencia directa de la
sucesion de divisiones. También se ha demostrado que este fendmeno ocurre /n vivo. Las
personas de avanzada edad acumulan células senescentes en sus tejidos y oOrganos
(Erusalimsky y Kurz, 2005), pero ademas se han observado células senescentes en los tejidos
de personas jovenes que padecen aterosclerosis (Minamino et al., 2002), obesidad (Dungan
et al., 2020; Frasca et al., 2017; Villaret et al., 2010) o DMT2 (Voghel et al., 2007). De hecho,
las areas que aparecen mas frecuentemente cubiertas por células senescentes son aquellas
con una mayor tasa de recambio, como es la capa de células endoteliales y, mas
concretamente, las situadas en aquellas areas vasculares méas propensas al desarrollo de

placas de ateroma como las bifurcaciones y ramificaciones arteriales (Brodsky et al., 2004).

5.2.2. Mecanismos y fenotipo de la respuesta senescente

Desde un punto de vista molecular, la senescencia replicativa se debe al acortamiento
progresivo y la disfuncion de los telémeros, que actian como extremos protectores del ADN
(Kuilman et al., 2010; Erusalimsky y Kurz, 2005). Sin embargo, la senescencia inducida por
estrés estd desencadenada por eventos independientes que inducen dafio en el ADN en
zonas teloméricas y no teloméricas, o incluso que inducen dafio celular de otro tipo

(Toussaint et al., 2000).

El dafio de la doble cadena de ADN es el estimulo mayoritario que activa las sefiales de
alarma que desencadenan la respuesta senescente. La histona H2AX constituye una
proporcidn significativa de las histonas de la familia H2A en los nucleosomas de organizacion
de la cromatina (Fragkos et al., 2009). La histona H2AX se diferencia de otras de la misma
familia porque posee un motivo carboxilo terminal cuyo residuo serina 139 se fosforila
rapidamente (yH2AX) cuando se introducen dafios de doble cadena en el ADN y comienza
la respuesta de reparacion de este dafio (DDR, DNA damage response) (Rogakou et al., 2000).

Asi, YH2AX se ha validado como un marcador de senescencia en la literatura (Figura 4)
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(Donato et al, 2015; Villalobos et al, 2014). En el contexto de las enfermedades
cardiovasculares, se ha observado que las células endoteliales poseen unos mecanismos de
reparacion del ADN menos eficientes que otros tipos celulares, y las alteraciones en la
expresion geénica las hacen mas resistentes a la apoptosis (Ungvari et al.,, 2018). Las células
endoteliales que mueren se desprenden de la pared vascular y se ha determinado que los
niveles circulantes de células o componentes endoteliales encapsulados estan aumentados
en pacientes con DMT2 (McClung et al., 2005). Como consecuencia, la acumulacion de células
endoteliales senescentes intensifica el estado proinflamatorio de la vasculatura y contribuye

al daflo del tejido, que ademas pierde su capacidad regenerativa (Erusalimsky y Kurz, 2005).

Mitdgenos, citoquinas proinflamatorias y agentes prooxidantes son algunos de los
mediadores que pueden desencadenar la respuesta senescente. Estas sefiales tienen como
efectores finales las vias moleculares de parada del ciclo celular, que involucran a las redes
de los efectores supresores de tumores p53/p21 o retinoblastoma/p16™*4 (en adelante p16)
(Donato et al., 2015). En ambos casos, la activacion de p21y p16 inhibe la actividad de las
quinasas dependientes de ciclinas (CDK)-2, CDK-4 o CDK-6, teniendo como resultado el
bloqueo de los puntos de control y la parada permanente del ciclo celular (Figura 4) (Yoshida

y Miki, 2010).

Las células endoteliales senescentes en cultivo muestran cambios morfoldgicos
caracteristicos como un aumento de tamafo, la presencia de nucleos polimérficos, un
aspecto alargado y aplanado y una intensa vacuolizacion (Herranz y Gil, 2018). También se
caracterizan por cambios en su expresion génica que les hacen adquirir un fenotipo secretor
con caracteristicas proinflamatorias, prooxidativas y protrombéticas (Figura 4) (Coppé et al,,
2010). El fenotipo secretor asociado a senescencia (senescence-associated secretory
phenotype, SASP) implica una mayor produccion de factores de crecimiento, proteasas de la
matriz extracelular, y citoquinas como la interleuquina (IL)-6, IL-8, el factor de necrosis
tumoral (TNF)-a o MCP-1, entre otros mediadores (Herranz y Gil, 2018; Erusalimsky y Kurz,
2005). El efecto paracrino del SASP permite a las células senescentes propagar su fenotipo y
empeorar la funcién del tejido (Acosta et al, 2013; Tasdemir y Lowe, 2013). Ademas, las
células endoteliales senescentes presentan altos niveles de ROS y menor biodisponibilidad
de NO debido también a alteraciones en la actividad de la NOS endotelial (eNOS) (Wu et al.,
2020). Tanto es asi que se ha observado una relacién directa entre la senescencia y la

disfuncién endotelial (Carracedo et al., 2018). De hecho, los modelos animales de
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envejecimiento acelerado (Novella et al.,, 2013), como la poblacién mayor (El Assar et al., 2012;

Rodriguez-Manas et al., 2009) presentan una funcién endotelial comprometida.

Otra caracteristica comun del fenotipo senescente es el aumento de la actividad
enzimatica B-galactosidasa y la tincién positiva para la actividad -galactosidasa asociada a
senescencia (senescence-associated-f-galactosidase, SA-p-gal) (Figura 4), que se considera
una manifestacion del aumento del componente lisosomal en las células senescentes (Kurz
et al, 2000). A pesar de que no se conoce exactamente qué origina esta actividad, una
posibilidad es que se debe a la acumulacién de vacuolas autofagicas con restos de células
dafadas, organulos y macromoléculas que no pueden degradarse (Itahana et al., 2007; Dimri
et al., 1995). También hay evidencias de la liberacién del contenido vacuolar pudiera
contribuir al SASP (Erusalimsky, 2009). En cualquier caso, la tincidn para SA-B-gal se considera
un método fiable y de primera linea para detectar células senescentes en cultivo de forma
especifica, diferencidandolas de las células quiescentes (Dimri et al., 1995). Sin embargo, no
existen técnicas no invasivas que permitan evaluar la senescencia endotelial /n vivo. Por esa
razon, cada vez es mas importante determinar marcadores e inductores de senescencia

endotelial como nuevas dianas farmacoldgicas.
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Figura 4. Caracteristicas del fenotipo senescente. En respuesta a sefiales pro-senescentes, el dafio en el
ADN vy la activacion de la maquinaria que induce el arresto del ciclo celular desencadenan la respuesta
senescente. Le siguen cambios morfologicos y de expresién génica, que contribuyen a la liberacion del
intenso SASP con propiedades proinflamatorias, protromboticas y prooxidantes donde también contribuyen
las ROS a consecuencia de la disfuncién mitocondrial. El compartimento lisosomal crece y aumenta la
actividad SA-B-gal y la aparicién de vacuolas en el citoplasma celular. Figura disefiada con Biorender.
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6. Envejecimiento vascular e inflamacion: inflammaging
6.1. Inflamacion crénica de bajo grado

Las enfermedades asociadas al envejecimiento comparten un estado crénico de
inflamacién de bajo grado que se ha denominado en inglés “inflammaging’ (Franceschi et
al., 2000). El inflammaging o envejecimiento inflamatorio contribuye a la acumulacién
excesiva del tejido adiposo, la descompensacion del metabolismo, la resistencia a la insulina
y la fragilidad vascular en la poblacion mayor (Franceschi et al., 2018); que ademas son
aspectos determinantes en las comorbilidades asociadas a la diabesidad. De hecho, las
evidencias mas recientes han identificado una conexién directa entre el envejecimiento
inflamatorio, la disfuncion metabdlica y la expansién de la respuesta senescente en los tejidos
y érganos de estos pacientes, con especial hincapié en la pared vascular (Lee et al., 2021). Por
tanto, al igual que la senescencia endotelial, este envejecimiento inflamatorio se presenta
como otro de los mecanismos fisiopatoldgicos que contribuyen al avance del envejecimiento

vascular acelerado.

La diabesidad cursa con elevados niveles plasmaticos de mediadores proinflamatorios,
como proteinas inflamatorias de fase aguda que incluyen la proteina C reactiva de alta
sensibilidad (hsCRP) o el fibrindgeno, y citoquinas proinflamatorias como IL-6, TNF-a o IL-1p.
De hecho, estos mediadores se consideran marcadores subrogados (Krintus et al., 2014;
Danesh et al., 2004) y predictores de riesgo cardiovascular en hombres y mujeres (Ridker,
2016). Por otro lado, se ha observado que los farmacos que se han empleado cominmente
para el tratamiento de las enfermedades cardiovasculares, como las estatinas, precisamente
previenen los eventos cardiovasculares a través de sus efectos antiinflamatorios
(Antonopoulos et al, 2012). Ademas, estudios recientes han demostrado que las
intervenciones farmacologicas que bloquean directamente a los mediadores
proinflamatorios son beneficiosas para el tratamiento de la aterosclerosis y la resistencia a la
insulina (Ridker et al., 2017; Burska et al., 2015). Incluso en el caso de la diabetes, el control
estricto de los niveles de glucosa en sangre no es suficiente para paliar las comorbilidades
asociadas, y se propone cada vez mas el abordaje de la inflamacién como un enfoque

terapéutico (Prattichizzo et al., 2018).
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La acumulacién de células senescentes, a través del SASP, contribuye al estado de
inflamacién crénica de bajo grado (van Deursen, 2014). Desde un punto de vista molecular,
los factores liberados en el SASP estan regulados en gran medida por el factor nuclear
potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (nuclear factor- kB, NF-
kB), el factor de transcripcidn inflamatorio por excelencia (Chien, Y. et al., 2011). En esta linea,
la inmunosenescencia, entendida como el deterioro del propio sistema inmune, también
agrava e intensifica la respuesta inflamatoria (Franceschi et al., 2000), no tanto porque las
células inmunes adquieran las caracteristicas de una célula senescente, sino porque en el
contexto de las enfermedades crdnicas, se ha observado un funcionamiento inadecuado en
las respuestas de defensa. La inmunosenescencia se ve representada con una menor
capacidad fagocitica de los leucocitos y un perfil hiperinflamatorio generalizado, que
suponen alteraciones en la coordinacién tanto de la respuesta inmune innata como

adaptativa (Youm et al.,, 2012), como se desarrolla a continuacion.

6.2. El inflamasoma NLRP3
6.2.1. NLRP3:inmunidad innata y enfermedad cronica

El sistema inmune innato es la primera, mas conservada evolutivamente y rapida linea de
proteccidn que posee el organismo para defenderse frente a la infeccion por patdgenos, el
dano y el estrés celular (Li y Wu, 2021). La respuesta inmune innata se inicia con el
reconocimiento de patrones conservados en los patdbgenos o PAMPs (patogen-associated
molecular patterns) o en las células enddégenas que han sufrido un dafio (DAMPS, damage-
associated molecular patterns). Los receptores del reconocimiento de patrones (PRR, pattern
recognition receptors) se dividen en diversas familias, entre las que destacan los receptores
de tipo “tol/’ (TLR), los receptores de lectina tipo C (CLRs) o los receptores similares al dominio
de oligomerizacién y unién a nucleétidos (NLR) (Li y Wu, 2021). Estos ultimos conforman la
familia mas extensa y diversa de todos los PRR. Todos ellos comparten una estructura similar
con un dominio efector amino terminal de tipo pirina (PYD), un dominio central de unién a
nucleétidos (NOD/NATCH) y un extremo carboxilo terminal rico en repeticiones de leucina
(LRR) (Swanson et al., 2019). La respuesta desencadenada por la activacién de los NLR induce
una potente sefal proinflamatoria que regula procesos bioldgicos como la respuesta

transcripcional que controla la via NF-xB y de las quinasas activadas por mitégenos (MAPK),
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la autofagia, la presentacién de antigenos, la muerte celular y la formacién de un complejo o
inflamasoma que amplifica ain mas la sefal inflamatoria mediante el procesamiento y

liberacién de las citoquinas IL-1B e IL-18 (Wang, L. y Hauenstein, 2020).

Los inflamasomas son complejos multiproteicos citoplasmaticos formados por la union
de un receptor de tipo NLR, una proteina adaptadora estructural y una proteina efectora. El
inflamasoma que porta el receptor NLR que contienen el dominio pirina 3 (NLRP3) es el mas
ampliamente estudiado desde su descubrimiento en 2002 (Martinon y Tschopp, 2002). La
activacion canonica del inflamasoma NLRP3 es un proceso secuencial en dos etapas: una
primera fase de cebado y una segunda fase de activacion (Figura 5). Un primer estimulo
desencadena la fase de cebado, que implica la activacién de NF-xB y el aumento en la
expresion de NLRP3, de la proteina estructural formadora de “specks” asociada a apoptosis
con dominio CARD (ASC) y de la forma inmadura de IL-1pB e IL-18 (pro-IL-1pB, pro-IL-18), que
serviran como sustratos para la caspasa-1, que actia como proteina efectora. En la primera
fase también ocurren toda una serie de modificaciones postraduccionales en NLRP3 que
favorecen su cambio conformacional y oligomerizacion, haciendo posible la union a ASC para
formar el complejo inflamasoma. Una segunda sefial desencadena la fase de activacion. Esta
supone el autoprocesamiento de la caspasa-1 dentro del complejo para mediar la escision
de pro-IL-1B y pro-IL-18 a sus formas maduras, y la liberacion de estas al medio extracelular.
Ademas, la activacion del inflamasoma NLRP3 da lugar a la muerte celular programada por
piroptosis, mediante la formacion de poros de gasdermina D (GSDMD) en la membrana

celular, que facilitan la liberacion de IL-1p e IL-18 (Swanson et al., 2019).

El inicio de la cascada molecular que activa el inflamasoma NLRP3 generalmente depende
de la estimulacién de receptores en la superficie celular como los TLR o el receptor
purinérgico P2X7 (Wang, L. y Hauenstein, 2020). También es sensible a las corrientes de iones
de potasio (K*), cloro (Cl) o calcio (Ca®), la modificacion del compartimento lisosomal y el
estrés mitocondrial. Entre las moléculas activadoras se han identificado el lipopolisacarido
bacteriano (LPS), algunas toxinas microbianas que forman poros en la membrana, citoquinas
como TNF-a o IL-1B, nigericina y adenosin trifosfato extracelular (ATP) (Figura 5) (Wang, L.y
Hauenstein, 2020). Sin embargo, la activacion de NLRP3 puede ocurrir también en ausencia
de una infeccién. En condiciones fisiopatologicas determinadas esto tiene como resultado la
activacion descontrolada del inflamasoma NLRP3, por lo que se ha implicado como elemento

de unidn entre el sistema inmune y algunas enfermedades crénicas. Se ha identificado que

49



Introduccion

NLRP3 puede actuar también como un sensor de dafio o pérdida de homeostasis sistémica.
El complejo seria capaz de integrar diversas sefiales y funcionar como un amplificador. Por
ejemplo, también son activadores del inflamasoma NLRP3 los cristales de colesterol, los
acidos grasos libres no esterificados (NEFA), las moléculas de LDL oxidado y el polipéptido
amiloide de los islotes pancreaticos (IAPP), los cuales aparecen descompensados en el
contexto de la aterosclerosis, la resistencia a la insulina y la diabesidad (Gritsenko et al., 2020;
Haneklaus y ONeill, 2015). De hecho, se ha determinado que la activacion descontrolada del
inflamasoma NLRP3 contribuye directamente a la respuesta inflamatoria de bajo grado

subyacente a las enfermedades metabdlicas y al envejecimiento (Figura 5) (De Nardo, 2011).

6.2.2. Elinflamasoma NLRP3 y el envejecimiento vascular

Como se ha mencionado anteriormente, el deterioro del sistema inmune y la sobre-
activacion del inflamasoma NLRP3 se consideran motores que impulsan el /inflammagingy la
disfuncion metabdlica en las enfermedades cardiovasculares. El inflamasoma NLRP3 es un
punto central que conecta la inflamacion crénica y metabdlica con la senescencia celulary la
disfuncion tisular (Lee et al., 2021). Los animales deficientes en NLRP3 o IL-1f han
demostrado ser resistentes a la obesidad inducida por dieta alta en grasa (Rheinheimer et al.,
2017; Vandanmagsar et al., 2011), con un mejor perfil metabdlico, tolerancia a la glucosa y
sensibilidad a la insulina. Ademas, son mas longevos y presentan menores signos de

envejecimiento en comparacién con ratones salvajes (Youm et al., 2012).

Se ha propuesto que algunos de los cambios bioldgicos asociados al /inflammaging
podrian potenciar la respuesta desencadenada por el inflamasoma NLRP3. La inestabilidad
gendmica, el acortamiento telomérico, el estrés oxidativo y el propio SASP liberado por las
células senescentes inducen la activacion del inflamasoma NLRP3 y, a su vez, estan
controlados por su actividad en un ciclo de retroalimentacién positiva (Romero et al., 2021;
Acosta et al., 2013). Se ha demostrado que el bloqueo del inflamasoma NLRP3 previene la
senescencia en cardiomiocitos (Huang et al., 2020), asi como la disfuncién endotelial en
ratones obesos (Zhang et al., 2017). Por tanto, se ha propuesto que el inflamasoma NLRP3
puede ser una diana para el abordaje de la senescencia endotelial (Yin et al., 2017), aunque
la evidencia de su implicacion en el avance del envejecimiento vascular acelerado es todavia

escasa.

50



Introduccion

PAMPs Enfermedad cardiometabélica
DAMPs y envejecimiento
Sefial 1 Sefal 2 LDL oxidado
cristales de colesterol
s TNFa K NEFA
toxinas . |APP
TLR4 TNFR poracién
\‘ l o~ COMPLEJO INFLAMASOMA
ROS -“@,\\; : ASC speck
@) B |
.NF'KB disfuncién alteracion &
3 mitocondrial compartimento \ i’
'/ \ lisosomal !
degradacién
' E o
: NLRP3 @-cmms-000000000 |
s =S . 00~ o
CASPASA-1 B-GEED ! PROAL-1B IL-1g
: ! PRO-L-18 IL18
NLRP3 '
caspasa-1 :

Fase I: cebado Oligomerizacién y Fase Il: activacion
ensamblaje

Figura 5. El complejo inflamasoma NLRP3 integra sefiales y actiia como punto de unién entre el sistema
inmune y el metabolismo. El inflamasoma NLRP3 es un componente esencial en la respuesta inmune innata.
Su activacion esta regulada en un proceso bifasico. En la fase de cebado, una sefial dafiina (PAMP o DAMP)
a través de PRR (TLR4, TNFR) induce la activacion de NF-xB y el consiguiente aumento en la expresién de
NLRP3, ASC y caspasa-1. Una segunda sefal, que abarca corrientes idnicas, disfuncién mitocondrial, estrés
oxidativo o alteracién del compartimento lisosomal, induce el ensamblaje de los componentes del
inflamasoma y su activacion. La caspasa-1 se activa y procesa pro-IL-1B y pro-IL-18 a sus formas maduras,
que son liberadas a través de los poros de GSDMD formados en la membrana celular, que también puede
desencadenar la muerte celular inducida por piroptosis. Sin embargo, el inflamasoma NLRP3 puede
responder a sefiales no infecciosas, como son ciertos mediadores de enfermedades cardiometabdlicas o
asociados al envejecimiento (oxLDL, colesterol, IAPP, NEFA), actuando como un amplificador de la sefal
inflamatoria subyacente a estas patologias. Figura disefiada con Biorender.
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7. El eje adiposo-vascular
7.1. El tejido adiposo como érgano endocrino

El tejido adiposo ha dejado de considerarse un tejido relacionado Unicamente con la
termorregulacion y el almacenaje energético en forma de acidos grasos, para ser considerado
el mayor 6rgano endocrino del organismo. El tejido adiposo libera gran cantidad de
sustancias activas denominadas adipoquinas que controlan el metabolismo energético, la
respuesta inmune y la homeostasis cardiovascular, entre otros efectos (Gu y Xu, 2013). A
través de las adipoquinas, el tejido adiposo interactia y modula el funcionamiento de otros
organos y tejidos como el musculo, el higado, el tejido nervioso y la vasculatura.
Especialmente se ha considerado que las adipoquinas median la conexién bidireccional entre
el tejido adiposo y la pared vascular (Romacho et al, 2014), constituyendo el sistema

estructural y funcional denominado eje adiposo-vascular (Figura 6).

En condiciones fisioldgicas, es bien conocida la relacidén anatémica y funcional estrecha
que unen al tejido adiposo y la vasculatura. Por un lado, el tejido adiposo estd muy
vascularizado y el mantenimiento de un flujo sanguineo adecuado es esencial para abastecer
al tejido y regular la funcion metabdlica, la adipogénesis y el remodelado del tejido adiposo
(Ye, 2011). Por otro lado, practicamente todos los vasos sanguineos estan rodeados de tejido
adiposo que produce gran cantidad de moléculas con actividad vasocrina (Chang et al., 2020).
Ademas, se conoce la conexién estrecha que existe entre el crecimiento del tejido adiposo y

el desarrollo del arbol vascular intratisular (Ye, 2011).

La distribucion del tejido adiposo tiene un efecto directo en el estado metabdlico del
organismo. Por un lado, se ha determinado que el envejecimiento del tejido adiposo y la
alteracion de su perfil secretor, contribuyen a la progresion de las enfermedades metabolicas
en la poblacion mayor (Reyes-Farias et al., 2021). De hecho, desde hace afios se ha reconocido
que las intervenciones farmacoldgicas y conductuales que conllevan restriccion calérica y
pérdida de peso se asocian con un aumento de la esperanza de vida (Madeo et al., 2019;
McClay et al, 1939). Por otro lado, en el contexto de la obesidad, el tejido adiposo se
distribuye fundamentalmente en la regién visceral y experimenta cambios desde el punto de
vista metabolico, inmunolégico y endocrino. La acumulacién excesiva de grasa visceral esta
asociada con un mayor riesgo para el desarrollo de comorbilidades como el sindrome

metabdlico, la enfermedad cardiovascular y la aterosclerosis (Gruzdeva et al., 2018). Ademas,
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se ha determinado que, en condiciones patoldgicas, la reduccion de la angiogénesis en el
tejido adiposo tiene un papel muy importante en el desarrollo de la inflamacion crénica, la
resistencia a la insulina y la enfermedad metabdlica en la obesidad (Corvera y Gealekman,
2014). Cuando la densidad capilar en el tejido adiposo es insuficiente para abastecer la
demanda de su crecimiento, se produce un estado de hipoxia local que termina por deteriorar

también la microvasculatura cercana e incluso la de dentro del tejido.

Por tanto, se ha establecido que la hiperplasia del tejido adiposo y la hipertrofia de los
adipocitos contribuyen a un estado de hipoxia que desencadena la inflamacién del tejido y
la consiguiente infiltracion de células inmunes (Hagita et al., 2011). Los macréfagos infiltrados
son responsables del aumento en la expresién local de mediadores inflamatorios como TNF-
a, MCP-1, IL-6 o interferon (INF)-y (Hagita et al.,, 2011). La inflamacion es también causa y
consecuencia de la alteracion en el perfil de expresion de las adipoquinas. En la obesidad, se
ha determinado un aumento significativo en la produccion de adipoquinas, que ademas
presentan mayoritariamente un perfil proaterogénico y proinflamatorio (Figura 6) (Romacho
et al., 2014; Ouchi et al., 2011). Ademas, se ha propuesto que la desregulacion en la
produccién de adipoquinas puede representar la unidn entre las enfermedades metabdlicas
y sus complicaciones vasculares asociadas (Taube et al., 2012). Las adipoquinas alcanzan la
pared vascular a través de la circulacién, donde actian de forma endocrina y paracrina para
modular la regeneracion endotelial, el tono vascular, la contractilidad cardiaca y ejercer
efectos deletéreos. Por todo ello, el eje adiposo-vascular es un microambiente critico en el
que poder identificar mediadores producidos por el tejido adiposo disfuncional que

contribuyan al envejecimiento vascular acelerado en la diabesidad.
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Figura 6. Funcion fisiopatolégica del eje adiposo-vascular. En condiciones fisiologicas existe una conexién
anatémica y funcional muy estrecha entre el tejido adiposo y la vasculatura, que se comunican
bidireccionalmente. El tejido adiposo estd muy vascularizado y se abastece de todo el arbol vascular
intratisular, pero, ademas, ejerce un efecto endocrino a nivel sistémico a través de la liberacién de
adipoquinas al torrente sanguineo. En condiciones patoldgicas, el perfil secretor del tejido adiposo esta
desequilibrado, con una liberacion mas intensa de adipoquinas con un perfil proinflamatorio y
proaterogénico, que pueden alterar el funcionamiento vascular a nivel local y sistémico, e incluso promover
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el avance del envejecimiento vascular acelerado. Figura disefiada con Biorender.
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7.2. Adipoquinas, senescencia y disfuncion endotelial

Las adipoquinas contribuyen a la organizacion estructural y funcional del tejido adiposo,
y ademas pueden ejercer efectos beneficiosos y deletéreos en la pared vascular y el endotelio
en particular segun el contexto fisiopatolégico (Ouchi et al,, 2011). Las adipoquinas estan
implicadas en el metabolismo de la glucosa (adiponectina, resistina), la inflamacion (TNF-q,
IL-6), la coagulacién (PAI-1), la presion arterial (angiotensindgeno, angiotensinaIl) o el estado
de saciedad (leptina) (Maresca et al., 2015). Como se ha mencionado anteriormente, en la
diabesidad se experimenta un aumento de los niveles plasmaticos de adipoquinas dafinas
en detrimento de las protectoras, que contribuyen al dafio vascular observado en estos
pacientes. Por un lado, se ha identificado una produccion disminuida de adiponectina, que
tiene propiedades vasoprotectoras y antiaterogénicas (Han et al, 2007). En contraste, la
produccién aumentada de TNF-a, IL-6 y otras adipocitoquinas pueden activar vias de
sefalizacion proinflamatorias en las células vasculares, y se han asociado con un mayor nivel
de mediadores proinflamatorios a nivel sistémico como hsCRP (Ouchi et al., 2011). Ademas,
se ha demostrado que adipoquinas como visfatina (Villalobos et al., 2014), angiotensina Il e
IL-1B (Romero et al., 2019) pueden desencadenar directamente la respuesta senescente de
células endoteliales humanas y comprometer la funcién vascular de arterias mesentéricas
murinas y humanas (Vallejo et al., 2011). Sin embargo, la evidencia acerca de la contribucién

de otras adipoquinas al proceso de envejecimiento vascular sigue siendo muy escasa.
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8. La adipoquina dipeptidil peptidasa-4 (DPP4)

DPP4 (también denominada proteina acomplejante de la adenosina deaminasa 2, ADCP2,
o "cluster” de diferenciacion (CD)26), ha sido recientemente identificada como uno de los
mediadores liberados por el tejido adiposo, y cuyos niveles plasmaticos se encuentran
elevados en el contexto patoldgico de la obesidad y la DMT2 (Sell et al., 2013; Lamers et al,,
2011). El interés en DPP4 como diana farmacoldgica radica en que los inhibidores de DPP4
(gliptinas) constituyen un grupo de farmacos empleados en el control de la glucemia en
pacientes con DMT2. DPP4 inactiva las hormonas incretinas producidas a nivel intestinal,
responsables mayoritarios de la liberacién de insulina tras la ingesta. De esta forma, la
inhibicién de DPP4 permite prolongar el efecto insulinotropico de las incretinas y la reduccion
de los niveles de glucosa en sangre (Ussher y Drucker, 2012). A pesar de que las gliptinas se
sintetizaron con el objetivo de prolongar la vida media de las incretinas y su beneficio en la
homeostasis metabdlica, hoy en dia se ha reconocido que estas hormonas son una de las

muchas dianas de DPP4, evidenciando que la funcionalidad de DPP4 es mas compleja.

Se ha observado ademas que DPP4 ejerce efectos pleiotropicos de forma independiente
al catabolismo de las incretinas, incluidos efectos deletéreos sobre las células de la pared
vascular (Réhrborn et al.,, 2015). Sin embargo, hasta la fecha no se tiene constancia de
estudios que hayan demostrado que DPP4 pueda contribuir directamente al desarrollo del
envejecimiento vascular. De identificarse, este seria un nuevo mecanismo que contribuiria al
envejecimiento acelerado y que podria abordarse farmacoldégicamente gracias a la
aprobacion y uso clinico actual de hasta nueve gliptinas diferentes, seis de las cuales han sido
aprobadas por la Agencia Europea del Medicamento (sitagliptina, saxagliptina, linagliptina,

alogiptina y vildagliptina) (Deacon, 2011).

8.1. Biosintesis y estructura de DPP4

DPP4 es una glicoproteina transmembrana de 766 aminoacidos y 110 kDa que se expresa
de manera ubicua en el organismo. La estructura monomeérica de DPP4 cuenta con una corta
porcion citoplasmatica aminoterminal, un Unico dominio transmembrana de 22 aminoacidos
y un dominio extracelular organizado, por un lado, en una region altamente glicosilada
seguida una zona rica en cisteina, y por otro, en su principal dominio catalitico a/B-hidrolasa
(Figura 7) (Klemann et al, 2016). DPP4 existe como mondémero, homodimero u

homotetramero en la superficie celular (Zhong et al., 2013). Su actividad peptidasa permite
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hidrolizar dipéptidos con prolina, alanina o serina como penultimo residuo en el extremo
amino terminal de una amplia variedad de sustratos, como péptidos, citoquinas,

interleuquinas y hormonas (Figura 7).

La actividad dipeptidil peptidasa también puede ser detectada en plasma, debido a la
existencia de una forma soluble de DPP4 (sDPP4), la cual carece de las regiones
citoplasmatica e intracelular de la proteina, aunque mantiene su centro activo intacto
(Klemann et al., 2016). El mecanismo de liberacién de sDPP4 no se comprende en su totalidad.
Se ha determinado que la liberacién de sDPP4 no sigue un mecanismo clasico de secrecion,
sino que la proteina seria liberada desde la membrana plasmatica en un proceso de escision.
Las enzimas metaloproteinasas (MMP)-4, KLK5 o ADAM-17 mediarian su liberacion desde la
membrana plasmatica, de una forma especifica segun el tipo celular (R6hrborn et al., 2014;

Nargis et al., 2017).

En el contexto de la diabesidad, tanto el tejido adiposo (Romacho, Sell et al., 2020; Sell et
al., 2013; Lamers et al., 2011) como el higado (Ghorpade et al., 2018; Baumeier et al., 2017)
han sido propuestos como fuentes relevantes de la porcion de sDPP4 circulante en estos
pacientes. Respecto al tejido adiposo, se ha identificado que sDPP4 es liberado
principalmente desde el depodsito visceral en comparacién con el tejido adiposo subcutaneo
en pacientes obesos o con evidencia clinica de insulino-resistencia. Ademas, los niveles
plasmaticos de sDPP4 correlacionan con el IMC, el tamafio de los adipocitos y los niveles de
marcadores proinflamatorios entre los que destaca la hemoglobina glicosilada (HbA1c) (Sell

et al,, 2013; Lamers et al., 2011).
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Figura 7. Estructura molecular de DPP4. DPP4 se ancla a la membrana plasmatica a través de un Unico
dominio transmembrana, diferenciando una corta porcién citoplasmatica aminoterminal, y una region
extracelular carboxilo terminal dividida en: dominio catalitico (aminoacidos, aa 506-766), dominio rico en
cisteinas (aa 55-100, 351-497) y dominio de glicosilaciéon (aa 101-350). EI dominio catalitico media su
actividad serin-proteasa, por la cual libera dipéptidos de sustratos que portan prolina, alanina o serina en su
penultima posicion. Por su parte, el dominio rico en cisteina media la unién de DPP4 a otros factores y
receptores. La forma soluble (sDPP4) abarca practicamente toda la estructura de la forma anclada, a
excepcion de la region intracelular y transmembrana. sDPP4 puede ser escindida de la membrana plasmatica
por las enzimas MMP4, KLK-5 o ADAM-17. Figura disefiada con Biorender.

8.2. Funciones de DPP4

La principal funcion conocida de DPP4 es su papel como regulador de los niveles de
glucosa postprandial mediante la degradacion de las hormonas incretinas intestinales
denominadas péptido similar al glucagon tipo 1 (GLP-1) y péptido inhibidor gastrico (GIP)
(Ussher y Drucker, 2012). GLP-1 y GIP son liberados por las células L y K intestinales y
estimulan la secrecion de insulina, ralentizan la motilidad y el vaciado gastrico y reducen el
apetito. Las incretinas son responsables de hasta el 60% de la liberacién de insulina tras la
ingesta, ademas GLP-1 suprime la produccion de glucagdn (Rohrborn et al., 2015) y, por ello,
contribuyen al control de la glicemia. Sin embargo, la vida media de GLP-1y GIP es de apenas
dos o siete minutos respectivamente, dado que la porcién gastrica de DPP4 las cataboliza e

inactiva rapidamente.
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Los ratones deficientes en el gen de DPP4 son resistentes al desarrollo de obesidad e
hiperinsulinemia y demuestran un estricto control de la liberacién de glucosa tras la ingesta
(Marguet et al., 2000). Tanto la delecion genética completa de DPP4 como el tratamiento con
inhibidores de su actividad enzimatica han demostrado el aumento sistémico de los niveles
de GLP-1 y GIP (Rohrborn et al, 2015). Por su parte, los ratones deficientes en DPP4
exclusivamente a nivel del tejido adiposo visceral, no experimentaron cambios significativos
en los niveles de incretinas, aunque si una mejora en la sensbilidad a la insulina y el
metabolismo hepatico al ser alimentados con dieta alta en grasa (Romacho, Sell et al., 2020).
Por tanto, se ha determinado que el aumento del nivel de incretinas no puede explicar por si
solo el impacto positivo de las gliptinas en el sistema cardiovascular, la inflamacion crénica
o el funcionamiento hepatico, por lo que se ha determinado que los efectos directos de DPP4

cumplen un papel relevante en este contexto.

Mas alla de sus efectos dependientes de incretinas, la funcionalidad de DPP4 es compleja.
A través de su actividad enzimatica, metaboliza y trunca la actividad de gran variedad de
sustratos. Ademas, sin participacion de su actividad proteasa, sirve de molécula de uniény
sefializacion junto a otros marcadores de superficie. Por otro lado, la forma soluble mantiene
su actividad enzimatica y dominios de union intactos, ademas de activar otros receptores de
superficie (Figura 8). Algunos de los sustratos de la actividad enzimatica de DPP4 son el
factor derivado de células estromales (SDF1-a), el neuropéptido NPY, el ligando 5 de
quimioquinas (CCL5/RANTES), o el péptido natruirético cerebral (BNP), moléculas con
capacidad quimiotactica para las células del sistema inmune (Klemann et al., 2016) o con
impacto directo en el sistema cardiovascular (Brandt et al., 2006). El producto de la protedlisis
por DPP4 de estos mediadores suele ser un factor truncado que tiene menos afinidad que la
forma completa por su receptor o, incluso, que se une a nuevos receptores por los cuales
ejerce una nueva accién (Zhong et al,, 2013). Esto implica que DPP4 inhibe la actividad
inmunomoduladora de estos factores y puede activar ciertas vias proinflamatorias y
angiogénicas (Klemann et al, 2016) o alterar la regulacién del tono vascular y el trabajo

cardiaco (Figura 8) (Brandt et al., 2006).

DPP4 presenta funciones no enzimaticas en las que actia como proteina de sefializacién
e interaccion intermolecular como CD26, expresado en las células mieloides del sistema
inmune. La expresion de CD26 se incrementa de acuerdo al estado madurativo y activado de

los monocitos a células dendriticas y macréfagos, donde estimula la expresién de CD86 y su
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accion como células presentadoras de antigenos (Klemann et al., 2016). La union de CD26 a
otras moléculas también desencadena la activacion, proliferacion y sefalizacion
proinflamatoria de los linfocitos T. En este escenario, CD26 actia tanto de forma
independiente o mediante la interaccion con otras moléculas inmunomoduladoras situadas
en las células presentadoras de antigenos como son CD45, caveolina-1 (Cav-1), el receptor
de manosa-6-fosfato (M6PR) o la adenosina deaminasa (ADA) (Figura 8) (Zhong et al., 2013).
Por otro lado, también hay estudios que han evidenciado la capacidad de DPP4 para
interaccionar a través de su dominio rico en cisteina con proteinas de la matriz extracelular
como colageno, fibronectina, plasmindégeno y estreptoquinasa (Klemann et al, 2016),

desencadenando fendbmenos de migracion celular y remodelado tisular (Figura 8).
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Figura 8. Esquema sobre las funciones fisiologicas de DPP4. DPP4 presenta funciones pleiotrépicas en el
organismo dependiendo de los sustratos que proteoliza (funciones cataliticas) o las moléculas con las que
interacciona (funciones no cataliticas). En la figura se muestran las principales funciones y efectos potenciales
tanto de DPP4 como de su forma soluble (sDPP4), en diferentes sistemas y 6rganos. Figura disefiada con
Biorender.
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8.3. sDPP4y la pared vascular

La mayoria de las acciones atribuidas a DPP4 sobre la pared vascular se han determinado
en funcion de los efectos beneficiosos de sus inhibidores tanto /n vivo como in vitro. Mientras
que el tratamiento con gliptinas disminuye la aterosclerosis en ratones diabéticos mediante
sus efectos antioxidantes (Duan et al., 2017), se ha observado un rapido aumento en la
produccién de NO en células endoteliales expuestas a gliptinas (Deacon et al., 2006). Ademas,
la inhibicién de DPP4 mejoré la reactividad vascular de segmentos adrticos de forma

independiente al efecto de las incretinas (Zhong et al., 2015).

Nuestro grupo de investigacién y colaboradores ha sido pionero en demostrar que sDPP4
ejerce acciones deletéreas directas sobre la pared vascular. Se ha propuesto que sDPP4
contribuye de manera directa al desarrollo de la aterosclerosis, ya que es capaz de inducir la
proliferacion de células de musculo liso vascular /n vitroy estimular la secrecién de citoquinas
proinflamatorias (Wronkowitz et al., 2014). Por otro lado, se ha demostrado que sDPP4
empeora la relajacion dependiente de endotelio de arterias mesentéricas murinas,
estimulando la produccion de agentes protrombdéticos por el endotelio (Romacho et al,

2016).

A pesar de que la naturaleza del receptor por el que sDPP4 ejerce su accion se mantiene
bajo discusion, debido a la gran variedad de sustratos y proteinas de superficie a las que
potencialmente podria unirse, el andlisis estructural de DPP4 ha sugerido que, al menos en
adipocitos y células vasculares, puede actuar como agonista del receptor de tipo
metabotropico activado por proteinasas 2 (PAR2, proteinase activated receptor 2)
(Wronkowitz et al., 2014). Precisamente, este receptor con siete dominios transmembrana ha
sido implicado anteriormente como mediador de la disfuncién metabdlica y la inflamacion
cronica en la obesidad (Lim et al., 2013). Cabe destacar que DPP4 activa a PAR2 de forma
independiente a su actividad proteasa (Wronkowitz et al., 2014). Mientras que la protedlisis
de una regién especifica de los receptores PAR puede descubrir un ligando oculto (tethered
ligand) que activa al receptor, también cabe la posibilidad de que un péptido que porte la
misma secuencia que la del ligando active al receptor directamente (Kagota et al,, 2016). Se
ha determinado que la secuencia de DPP4 tiene un alto grado de homologia con los primeros
aminoacidos (secuencia SLIG) del ligando activador de PAR2, y esta seria su forma de

interaccion con el receptor (Figura 9) (Wronkowitz et al., 2014).
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Figura 9. Activacion del receptor PAR2 por sDPP4. sDPP4 presenta una alta homologia con la secuencia
de aminodcidos SLIG del ligando oculto (tethered ligand) del receptor PAR2. La actividad proteolitica de
tripsina y otras proteasas puede modificar la estructura del receptor y liberar este ligando oculto, que se une
al segundo bucle extracelular de PAR2 para activarlo. Sin embargo, se ha establecido que, al igual que
algunos péptidos sintéticos que portan la secuencia SLIG pueden activar directamente a PAR2 sin necesidad
de protedlisis, SDPP4 podria unirse al receptor y activarlo sin necesidad de emplear su actividad enziméatica.
Figura disefiada con Biorender.

DPP4 se expresa en las células endoteliales y de musculo liso vascular tanto /n vitro como
in vivo (Réhrborn et al.,, 2015). Se ha observado que las condiciones hipdxicas y algunos
estimulos pro-senescentes aumentan la expresion de DPP4 en la superficie celular, donde se
ha determinado que sirve como sefal para la eliminacion de estas células por el sistema
inmune (Kim et al.,, 2017; Rohrborn et al,, 2014). Sin embargo, a pesar de la importancia de la
adipoquina DPP4 en algunas alteraciones metabdlicas y vasculares asociadas a la diabesidad,
no hay evidencias que hayan estudiado el papel directo de DPP4 en la senescencia endotelial

en particular y el envejecimiento vascular en general.

62



OBJETIVOS E HIPOTESIS




Objetivos e Hipdtesis

Las enfermedades vasculares son la mayor causa de morbimortalidad en la diabesidad,
condicién que constituye un problema actual de salud global. Los pacientes obesos y
diabéticos presentan alteraciones estructurales y funcionales en la pared de los vasos
sanguineos que se asemejan a los cambios asociados al envejecimiento. Por ello, ambas
enfermedades se han considerado condiciones progéricas que aceleran el envejecimiento
vascular. En busca de nuevas dianas terapéuticas sobre las que dirigir estrategias
farmacoldgicas para prevenir y ralentizar el envejecimiento vascular prematuro en la
diabesidad, las adipoquinas se presentan como un candidato interesante. Nuestro grupo de
investigacion y colaboradores ha identificado precisamente a la adipoquina sDPP4 como uno
de los factores cuyos niveles aparecen descompensados en los pacientes obesos y diabéticos,
y que puede ejercer efectos deletéreos directos sobre la pared vascular. Sin embargo, si
sDPP4 participa en el contexto del envejecimiento vascular y de qué manera podrian estos
efectos bloquearse farmacolégicamente, son cuestiones que no han sido analizadas hasta la
fecha. En este trabajo, se ha estudiado la implicacion de DPP4 en las alteraciones
fisiopatoldgicas del envejecimiento vascular que afectan al endotelio, como son la
senescencia y la disfuncién endotelial. Nuestra hipotesis es que la adipoquina sDPP4 es un
nuevo efector del envejecimiento vascular acelerado, que podria abordarse
farmacoldgicamente. Los inhibidores de DPP4 (gliptinas) se emplean actualmente en clinica
para el control de la glucemia en pacientes con DMT2, y los resultados de este trabajo
podrian ampliar el enfoque terapéutico de estos farmacos, que ya han demostrado otros

efectos protectores en el sistema cardiovascular.

El objetivo general de la presente tesis doctoral ha sido determinar el posible papel
desempefiado por la adipoquina sDPP4 en el envejecimiento vascular prematuro que se
observa en el contexto patologico de la diabesidad. Para ello, se han definido los siguientes

objetivos especificos:

1. Determinar si sDPP4 puede inducir una respuesta senescente en células endoteliales
humanas, explorando los mecanismos intracelulares subyacentes y, especialmente, el
papel del inflamasoma NLRP3.

2. Evaluar el efecto del bloqueo farmacoldgico de la actividad enzimatica de DPP4 y de

sus mecanismos activados, sobre el efecto pro-senescente inducido por sDPP4.
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Explorar el efecto de sDPP4 en la disfuncion endotelial ex vivo de arterias de
resistencia humanas.

Analizar el efecto del bloqueo farmacologico de la actividad enzimatica de DPP4 o de
los mediadores de su efecto pro-senescente en la funcién vascular de arterias de
resistencia humanas.

Estudiar, en el contexto patoldgico de la obesidad humana, la funcién vascular de las
arterias mesentéricas derivadas de biopsias de tejido adiposo visceral de una cohorte
de pacientes obesos, en comparacién con pacientes control.

Analizar en biopsias de grasa visceral humana de sujetos obesos la posible expresion
de DPP4 y marcadores de senescencia, en comparacion con las de pacientes control.
Determinar la implicacion de DPP4 en la disfuncion endotelial observada en la
obesidad humana, analizando si el bloqueo farmacolégico de DPP4 o de sus
mecanismos pro-senescentes puede tener un efecto beneficioso sobre la funcion

vascular.
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Materiales y Métodos

1. Aislamiento y cultivo de células endoteliales de vena de cordon
umbilical humano (HUVEC)

Las células endoteliales humanas empleadas en esta tesis fueron aisladas a partir de
cordones umbilicales de madres donantes con una cesarea programada en el Hospital
Universitario La Paz de Madrid (Espafa). Fueron excluidas del estudio aquellas madres con
antecedentes médicos o evidencia clinica de enfermedades cardiovasculares, diabetes tipo 1
o tipo 2 u obesidad. El procedimiento de recogida y aislamiento descrito a continuacion ha
sido revisado y aprobado por los correspondientes comités éticos del Hospital Universitario

La Paz y la Universidad Autbnoma de Madrid.

Posteriormente a la firma del pertinente consentimiento informado por parte de las
madres donantes, el personal sanitario recogié un fragmento de unos 15-20 cm de longitud
de cordén umbilical durante la cesarea. El tejido se mantuvo en frascos estériles con medio
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Biological Industries, Gotinga, Alemania),
suplementado con 0,1% de albdmina sérica bovina (BSA), 0,05% de heparina sédica, 2 mmol/I
de L-glutamina (ambos de Sigma, Missouri, EE.UU.), penicilina 100 u/ml (Penilevel
laboratorios ERN S.A., Barcelona, Espafia), estreptomicina 100 ug/ml (Laboratorios Reig-Jofré,

Barcelona, Espafia) y anfotericina 2,5 pg/ml (Sigma), hasta su procesamiento.

Una vez en el laboratorio, el cordén umbilical se lavé con tampdn fosfato salino (PBS)
estéril para eliminar los posibles restos de sangre exterior. Se canul6 la vena umbilical con
una jeringa de 5 ml y a través de esta se inyecté PBS a presion moderada. El extremo distal
del cordon se cerrd con una pinza de clampaje para la posterior inyeccion de colagenasa tipo
II (2 mg/ml) diluida en PBS. Se clampd también el extremo superior del cordon y se incubo

durante 18 minutos a temperatura ambiente (Figura 10).

Después de la incubacion, se realizd un corte transversal del cordon por encima de la
pinza inferior y las células endoteliales desprendidas se recogieron en una placa Petri por
medio de lavados continuos a través de una nueva jeringa canulada. El extracto celular se
transfirié a un nuevo tubo con 20 ml de medio de cultivo DMEM suplementado con 10% de
suero fetal bovino (FCS, Biological Industries), L-glutamina y antibioticos para neutralizar la
actividad colagenasa. Se centrifugaron las células a 1800 rpm durante 20 minutos en una
centrifuga Ortoalresa Digtor (Madrid, Espafia). El precipitado celular se lavé con nuevo medio

DMEM en una segunda centrifugacién a 1100 rpm durante 10 minutos. El precipitado celular
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se homogeniz6 en medio de cultivo M199 (Biological Industries) suplementado con 20% FCS,
25 pg/ml de factor de crecimiento endotelial (ECGS, Sigma), 10 pg/ml de heparina sddica, 2
mmol/l de L-glutamina y antibi6ticos (100 u/ml penicilina, 100 pg/ml estreptomicina y 2,5

pg/ml anfotericina B).
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Figura 10. Esquema del procedimiento de aislamiento de HUVEC mediante disgregaciéon enzimatica de
la capa endotelial. Quincenalmente se recibieron de 1 a 3 cordones umbilicales en el laboratorio para la
extraccién y cultivo primario de HUVEC. Tras la firma del consentimiento informado, los cordones se
procesaron en el laboratorio. Se canuld la vena umbilical y se desprendieron las células endoteliales por
disgregacién enzimatica con colagenasa tipo II. Las HUVEC se caracterizaron segun su morfologia y expresion
del factor VIII de coagulacion. Figura disefiada con Biorender.
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Las HUVEC se sembraron en frascos F75 previamente cubiertos son una solucion de
colageno tipo 1 en acido acético 0,1 mol/I (Sigma) para la correcta adherencia de las células.
El cultivo se mantuvo en un incubador Napco modelo 5415 (Nueva York, EE.UU.) a 37°C,
atmosfera saturada en H20 y 5% de CO.. La dindmica del cultivo celular se muestra en la

Figura 11.

De forma rutinaria, las células fueron caracterizadas en base a su aspecto morfoldgico y
por la deteccién por inmunofluorescencia indirecta del factor Von Willebrand o factor VIII de
coagulacion (Figura 10). El principio de la técnica de inmunofluorescencia indirecta se detalla
mas adelante. Concretamente para la caracterizacién de las HUVEC se empled el anticuerpo

frente a factor VIII de la casa comercial DAKO (Glostrup, Dinamarca).

El dia siguiente a la siembra, se lavaron las células con PBS y se cambid el medio de cultivo
para eliminar todos los posibles restos celulares no adherentes, principalmente hematies. El
cultivo celular se mantuvo con cambios de medio regulares cada dos dias hasta que alcanz6
una confluencia entre el 80-90%. En este punto, se levantaron las células con una solucion
de tripsina y acido etilendiamino tetraacético (EDTA) 0,05% y se sembraron para los
experimentos pertinentes segun la densidad y soporte especificados en cada caso. Cuando
se alcanzo la confluencia deseada, las células recibieron los tratamientos pertinentes en
medio de cultivo al que se redujo a la mitad el contenido en FCS durante el tiempo de
duracion del tratamiento (18 o 24 horas). Para el tratamiento se empleé sDPP4 recombinante
humana (R&D Systems, Minneapolis, Minnesota, EE.UU.), IL-1B (PeproTech, Londres, Reino
Unido), linagliptina (Boehringer Ingelheim, Ingelheim, Alemania), GB83 (Axon Medchem,
Groningen, Paises Bajos), anakinra (Biovitrum, Estocolmo, Suecia), indometacina, celecoxib,
SQ 29,548, U46619 y MCC950 (Sigma). El medio de tratamiento M119 al 10% de FCS también
se suplementé con L-glutamina, ECGS y antibiéticos como se ha indicado anteriormente. El
cultivo primario de HUVEC se realizd quincenalmente en el laboratorio y los experimentos

mostrados se realizaron en células entre pases 1y 4.
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Figura 11. Esquema de la dinamica de cultivo celular de HUVEC. Desde el inicio del aislamiento del cultivo
primario desde el cordén umbilical, se necesitaron al menos 4 dias con cambios continuos de medio de
cultivo M199 20% FCS cada 48 horas para la correcta adhesién y crecimiento de las HUVEC. Entre el dia 5 y
6 se levantaron las células para sembrarlas en el soporte adecuado segln cada experimento. Una vez
alcanzaron la confluencia adecuada, las HUVEC fueron expuestas a los tratamientos pertinentes en presencia
de medio M199 10% FCS durante 18 o 24 horas. Figura disefiada con Biorender.

2. Ensayo de actividad B-galactosidasa asociada a senescencia

Una de las caracteristicas del fenotipo senescente, independientemente del tipo celular,
es el aumento del contenido y actividad lisosomal en las células senescentes en comparacion
con las células proliferantes, quiescentes o diferenciadas (Kurz et al., 2000). Por ello, se han
desarrollado test colorimétricos basados en la expresién diferencial de la enzima lisosomal
B-galactosidasa, que se emplean como un método fiable para la deteccién especifica de
células senescentes. En este caso, el protocolo de tincion se realizd siguiendo las
instrucciones del kit comercial de la casa comercial Sigma "“Senescent Cell Histochemical

Staning Kit'.

El principio del kit es la deteccién de la actividad B-galactosidasa por medio de la hidrélisis
del sustrato cromogénico y sintético 5-bromo-4-cloro-indolil-B-D-galactopiranésido (X-gal)
a galactosa y 5-bromo-4-cloro-3-hidroxindol, el cual es oxidado a 5-5'-dibromo-4-4'-indigo,
compuesto de color azul visible en el interior de las células con mayor actividad (-

galactosidasa (Figura 12).

72



Materiales y Métodos

Al contrario que la enzima hidrolasa lisosomal D-galactosidasa, presente en todas las
células, donde funciona a un pH 6ptimo en un rango acido (4.0-5.0), la enzima galactosidasa
asociada a senescencia (SA-B-gal) presenta su actividad éptima a un pH en torno a 6.0.
Cuando el ensayo de tincion de B-galactosidasa se realiza a un pH 4.0, todas las células se
tiflen intensamente. Sin embargo, a pH 6.0, la actividad enzimatica de la hidrolasa lisosomal
constitutiva es muy débil y no puede detectarse, mientras que todas aquellas células que
presentan un aumento en la actividad SA-B-gal mostraran una tincién positiva y podran ser

cuantificadas como células senescentes.

alactosa ¢H:OH
X-gal g OH)\—0_OH
OH
NH

CH.O0H || S
OH)}—0_ 0 S N S—
o = SA-B-galactosidasa \ Oxidacién

Br Br
OH HO Cl
5-bromo-4-cloro-3-hidroxindol 5-5'-dibromo-4-4'-indigo

Figura 12. Esquema de las reacciones que fundamentan el método de deteccion de células senescentes
de acuerdo a su actividad SA-B-gal. En condiciones 6ptimas de pH, la enzima SA-B-gal es capaz de
hidrolizar el compuesto X-gal, que lleva asociado un radical cromogénico. El producto de la hidrdlisis puede
ser oxidado a 5-5'-dibromo-4-4'-indigo, un compuesto de color azul. Las células senescentes con mayor
actividad SA-B-gal seran detectadas por el color azul que adquieren en el cultivo tras la tincion. Figura
diseflada con Biorender.

Para este ensayo, las HUVEC se sembraron en placas de 6 pocillos hasta que alcanzaron
el 70% de confluencia, cuando se expusieron durante 24 horas a los tratamientos indicados.
Este es un punto critico, dado que el excesivo contacto entre células puede inducir

senescencia y por tanto dar lugar a resultados falsos positivos.

Pasado el tiempo de tratamiento, se retiré el medio de cultivo y se lavaron las células con
PBS para su posterior fijacion a temperatura ambiente durante 6 minutos con el tampén de
fijacion del kit compuesto por 20% formaldehido, 2% glutaraldehido, 70,4 mmol/l NazHPOa4,
14,7 mo/l KH2PQOs4, 1,37 mol/l NaCl y 28,8 mmol/l KCl. Después de la fijacion, las células se
lavaron tres veces con PBS y se cubrieron con la solucion de tincién establecida a pH 6.0 y
compuesta por 400 mmol/I de ferricianina potasica, 400 mmol/I de ferrocianina potasica y 40

mg/ml de solucién X-gal. Las placas fueron empaquetadas para su proteccién adecuada de
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la luz y el aire, y se incubaron durante 12-16 horas a 37°C en un incubador libre de COz,
debido a que la tincion es pH dependiente, como se ha explicado mas arriba. Después de la
incubacién, las células se lavaron dos veces y se cubrieron con 70% glicerol para preservar la

tincion a 4°C durante varios meses.

El porcentaje de células SA-B-gal positivas tefiidas en azul con respecto a las células
totales en cada tratamiento, se determiné por contaje manual ciego de al menos 1000 células
en cada condicién en un microscopio Nikon Eclipse TE300 (Tokio, Japdn) con un aumento
200X en modo de contraste de fase. Las imagenes se tomaron con una camara Nikon DS-U3

conectada al software NIS-Element 4.50.

3. Western blot

Se empled la técnica de Western blot para la deteccion de los niveles de expresion de
ciertas proteinas de interés en los lisados celulares. El fundamento de la técnica se basa en la
extraccion y desnaturalizacion de proteinas de una muestra, su separacion en funcién de su
peso molecular y su deteccion en un soporte membranoso con el uso de anticuerpos

especificos cuya sefial puede captarse en un analizador de imagen (Figura 13).

3.1. Obtencion de los extractos proteicos
Las HUVEC se sembraron a una densidad de 6000 células por cm? en placas Petri de 60
mm de diametro y se trataron con los estimulos indicados en cada caso durante 18 horas.
Pasado este tiempo, se retird el sobrenadante del cultivo (aproximadamente 1,5 ml) y se
centrifugé a 12000 rpm durante 1 minuto a 4°C en una centrifuga Eppendorf 5415R
(Hamburgo, Alemania). Asi, se retiraron los posibles restos de células desprendidas y los
sobrenadantes se mantuvieron a -20°C hasta el analisis de la concentracion de ciertas

citoquinas por el método ELISA descrito més adelante.

Por su parte, los lisados proteicos se obtuvieron afiadiendo a cada una de las placas 80 pl
de tampon de lisis (compuesto por 25 mmol/l Tris a pH 7.9, 0,5 mmol/I EDTA, 10 mmol/I
ortovanadato sédico, 2 mmol/I fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) y 12,5 ug/ml aprotinina)
y levantando las células mecénicamente con un rascador de plastico y en hielo. Los lisados
celulares se mantuvieron a 4°C durante 15 minutos para posteriormente ser centrifugados a

13000 rpm durante 1 minuto a 4°C una centrifuga Eppendorf 5415R. Se recogio la fase acuosa
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en un nuevo tubo, de donde se cuantificd el contenido proteico siguiendo el método

colorimétrico del acido bicinconinico (BCA, Thermo Fisher Scientific, Illinois, EE.UU.).

3.2. Cuantificacién de la concentracion de proteina por el método de BCA
El método de BCA se basa en la deteccién de proteinas en una solucion basica de acuerdo
al principio de la reaccion de Biuret. El BCA es una sal sodica capaz de formar un complejo
con las proteinas en una muestra, dando como resultado la reduccién de iones cupricos
(Cu*?) del reactivo a iones cuprosos (Cu*"), que adquieren un color morado en medio basico
(Olson, 2016). La intensidad de la coloracién es directamente proporcional al nimero de

enlaces peptidicos y por ende a la concentracién de proteinas en la muestra.

El ensayo se realiz6 siguiendo las indicaciones de un kit comercial (Pierce BCA™, Thermo
Fisher Scientific). En una placa de 96 pocillos se realizé una dilucion 1:1 en agua de cada
muestra por duplicado, asi como una curva patrén con BSA en concentraciones crecientes
(0,1 - 2 mg/ml). Se afiadieron a cada pocillo 200 ul de un reactivo comercial compuesto por
dos soluciones. La placa se dejo incubar en la estufa a 37°C en oscuridad durante 30 minutos.
Se realiz6 la lectura de la placa a una longitud de onda de 540 nm en un espectrofotometro
FLUOstar Omega (BMG Labtech. Ortenber, Alemania). La concentracidn proteica se
determiné por intrapolacion con los datos de absorbancia obtenidos en la curva patréon de

concentraciones conocidas de BSA.

75



Materiales y Métodos

Extraccion y cuantificacion de proteinas

Sobrenadante
celular

sassseee

Método BCA
\A Extracto

7 proteico

Electroforesis en gel de acrilamida
(SDS-PAGE)

Cﬁ )] y 120 min
::\Emc.? : 90-140V
Transferencia a membranas de PVDF

[ 11
Y

180 min
350mA

Incubacién con anticuerpos y
andlisis de imagen

Bloqueo Anticuerpos .‘t
- - e
=
—_——

Proteina de interés

Proteinas
desnaturalizadas

Carga en el gel

4 Separacion segtn
peso molecular

Irrrrui
|

Sustrato  Producto

*
HRPv

/ \Anticuerpo
Secundario
l)k\ Anticuerpo

j“&-\ Primario

Figura 13. Principio de la técnica de detecciéon de la expresion de proteinas por Western blot. Se
obtuvieron lisados celulares de HUVEC tratadas segun interés, se desnaturalizaron las proteinas y se
separaron segun su peso molecular por electroforesis en gel. Las proteinas de interés se detectaron por
transferencia a un soporte de membranas de PVDF, el bloqueo y la incubacién con anticuerpos especificos.

Figura disefiada con Biorender.
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3.3. Electroforesis en gel, transferencia y deteccion de proteinas

Se realizaron los calculos pertinentes y se tomd el volumen de muestra requerido para
contener 20 pg de proteina, que se mezcld en proporcion 1:3 con tampon de carga Laemmli
(compuesto por 125 mmol/l Tris, 2% dodecilsulfato soédico (SDS), 5% glicerol, 1% B-
mercaptoetanol y 0,025% azul de bromofenol). Las muestras fueron desnaturalizadas por
calentamiento a 95°C durante 5 minutos en un termobloque de Thermo Scientific™. El lisado
proteico fue cargado en geles de acrilamida/bisacrilamida 37:1 (BioRad, California, EE.UU.) y
separado por el método de electroforesis en gel en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE) durante 120 minutos aproximadamente, con una corriente continua de 90-140 V.
Posteriormente, se transfirié la separacion proteica a una membrana de fluoruro de
polivinilideno (PVDF) con poro de 0,45 um de didametro (Merck, Darmstad, Alemania),
mediante el método de transferencia himeda con una corriente a amperaje 350 mA
constante durante 3 horas. Seguidamente, se bloquearon las membranas durante una hora
con una solucién al 5% de leche en polvo desnatada o BSA en un tampén salino, formado

por 0,01 mol/I de Tris (pH 7.5), 0,1 mol/I de NaCl y 0,01% Tween-20.

Las proteinas de interés fueron detectadas con los anticuerpos primarios recogidos en la
Tabla 2, seguidos de los correspondientes anticuerpos secundarios especie-especificos
asociados a peroxidasa de rabano (HRP), también recogidos en la Tabla 2. Las bandas
inmunoreactivas de los anticuerpos se detectaron por quimioluminiscencia con el kit de
deteccién ECL (BioRad). Se tomaron imagenes de las membranas en un analizador de imagen
ChemiDoc XRS+ (BioRad). Las imagenes fueron analizadas por densitometria empleando el
software gratuito Fiji Image) 1.51w (Schindelin et al., 2012). Los niveles proteicos de los
marcadores de interés fueron normalizados respecto a la intensidad de sefial de la proteina

B-actina constitutiva.
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Tabla 2. Anticuerpos empleados para la deteccion de proteinas por Western blot.

Dilucién de
trabajo
YH2AX (Ser139) Cell Signalling Tech. (Massachusetts, Conejo 1/1000

Antigeno diana Casa comercial Especie

EE.UU., Ref: 2577S)

p53 Santa Cruz BT (Texas, EE.UU., Ref: sc-126) | Ratdén 1/1000
p21 Santa Cruz BT (Ref: sc-6246) Ratén 1/500
Phospho-NF-xB Cell Signalling Tech. (Ref: 3033S) Raton 1/1000

(Pp65, ser536)
NLRP3 AdipoGen Life Sciences (San Diego, Ratdn 1/1000
EE.UU., Ref: AG-20B-0014)
ASC Enzo Life Sciences (Nueva York, EE.UU., Conejo 1/1000
Ref: ADI-905-6515)
Pro-IL-1B R&D Systems (Ref: AF-401-NA) Cabra 1/1000
Caspasa-1 Novus biologicals (Minnesota, EE.UU., Conejo 1/1000
Ref: 14F468)

B-Actin Sigma (Ref: A3854) Raton 1/25000

IgG anti-cabra Bethyl Laboratories (Texas, EE.UU., Ref: Burro 1/10000
A50-201P)

IgG anti-conejo Bio-Rad (Ref: 170-6515) Burro 1/10000

IgG anti-raton Merck (Ref: AP127P) Cabra 1/10000

4. Determinacion de la actividad NADPH  oxidasa por
quimioluminiscencia

Para el estudio de la actividad enzimatica NADPH oxidasa, las células se sembraron en
placas de 6 pocillos. Una vez confluentes, las HUVEC se trataron durante 18 horas con los
tratamientos indicados y se procedié con el protocolo de lisis. En este caso, las células se
levantaron mecanicamente empleando PBS frio y se centrifugaron a 13000 rpm durante 1
minuto a 4°C en una centrifuga Eppendorf 5415R. Se descarté la fase acuosa y el agregado
de células fue disgregado en un tampoén de homogenizacién a pH 7.0 compuesto por 5
mmol/l KH2PO4, 1 mmol/l &cido etilenglicoltetraacético (EGTA) y 150 mmol/l sacarosa,
mientras se ejercia presion con un mortero durante 5 minutos manteniendo la muestra a 4°C.
El contenido proteico en cada condicion se determind por el método de BCA como se ha

explicado anteriormente.
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La actividad enzimatica NADPH oxidasa se detecté mediante un ensayo de
quimioluminiscencia por lucigenina. Este método se basa en la capacidad de la enzima
NADPH oxidasa para reducir el compuesto lucigenina y cdmo esta es posteriormente oxidada
y excitada por los aniones Oz producidos también por el mismo sistema enzimatico. La
oxidacion de la lucigenina libera fotones que pueden ser detectados por un luminémetro en
las condiciones adecuadas (Figura 14). Asi, los extractos celulares (10 ug de proteina en cada
condicién) se incubaron con tampdn de homogenizaciéon que contenia 5 umol/I de N,N'-
dimetil-9,9'-biacridinium dinitrato (lucigenina) y 100 pmol/I de NADPH como sustrato de la
actividad enzimatica. La emisién luminica fue medida cada 10 segundos durante 5 minutos
en un sistema luminémetro (Optocomp, MGM Instruments, Hamdem, Conética, EE.UU.). La
actividad enzimatica se expresa como unidades luminicas relativas (URL) por minuto,

normalizado respecto al contenido proteico (en pg) en cada variable.

NADPH oxidasa
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Figura 14. Esquema de las reacciones que fundamentan el método de determinacion de la actividad
NADPH oxidasa por quimioluminiscencia. Cada muestra mantiene intacta la enzima NADPH oxidasa, que
puede funcionar al aportar a la reaccion el sustrato NADPH en presencia de lucigenina. Los radicales Oy
producidos a consecuencia de la oxidacion del NADPH reaccionan con la lucigenina a través de una serie de
reacciones que terminan con la formacién de N-metilacridona y la liberacién de un fotén que puede ser
detectado en un luminémetro. Figura disefiada con Biorender.
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5. Inmunofluorescencia indirecta

5.1. Deteccién de foci de yH2AX'y foci de disfuncion telomérica (TIFs)

La histona H2AX aparece fosforilada al introducirse dafios que causan roturas en la doble
cadena del ADN. Por tanto, los puntos de fosforilacion de H2AX o yH2AX foci en el ADN
representan puntos de dafio en el material genético (Kuo y Yang, 2008). Por su parte, cuando
el marcaje de yH2AX colocaliza con la zona telomérica, se habla de puntos especificos de
dafio y disfuncién de los telomeros o TIFs (telomere dysfunction-induced foci) (Takai et al,,

2003).

Tanto los foci de yH2AX como los TIFs inducidos por los diferentes estimulos en HUVEC,
fueron detectados por inmunofluorescencia indirecta. Las células se sembraron en placas de
24 pocillos a una densidad de 600 células por cm?, sobre cristales tratados con colageno tipo
I en acido acético 0,1 mol/l para su correcta adherencia. Después de los tratamientos de
interés, las células se fijaron durante 10 minutos con paraformaldehido al 4% en PBS y se
permeabilizaron con 0,25 % Triton X-100 durante otros 10 minutos. Las células se lavaron
con PBS y se bloquearon durante una hora con una soluciéon de 1% BSA en PBS y 0,1 %
Tween-20. Posteriormente fueron incubadas durante una hora con los anticuerpos primarios
frente al factor de unidn a repeticiones teloméricas (TRF-1), anti-TRF-1 (Abcam, Cambridge,
Reino Unido) y anti-yH2AX (Cell Signalling Technology), seguidos de 12 horas de incubacion
con los anticuerpos secundarios especie-especificos asociados a un fluoréforo fluorescente
(ambos de Invitrogen, Waltam, Massachusetts, EE.UU., Tabla 3). Por su parte, los nucleos
celulares se tiferon con 1 pmol/l 4'-6'-diamidino-2-fenilindol (DAPI). Los cristales se
montaron en cubreobjetos y se analizaron en un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse
801 conectado a una camara digital Hamamatsu Orca 285. Las imagenes de fluorescencia
fueron adquiridas con el software de andlisis de imagen Volocity 3D (Pekin ElImers Inc., versién
5.5). Los valores de intensidad de fluorescencia fueron transformados a véxels (pixeles en tres
dimensiones) y posteriormente analizados como una proyeccién de imagenes. La intensidad
de fluorescencia media de cada proteina detectada (expresada en la forma de voxels por
célula) y el porcentaje de células con presencia de TIFs, se determinaron por contaje manual

de al menos 200 nucleos en 10 campos aleatorios por cada condicion.
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5.2. Determinacion de la activacion del complejo inflamasoma NLRP3:
deteccion de specks de ASC
Las HUVEC se sembraron a una densidad de 600 células por cm?, en placas de 24 pocillos

de 16 mm de diametro y sobre cristales tratados con colageno tipo I en acido acético 0,1
mol/l. Se trataron durante 24 horas con los estimulos requeridos y se procedié con el

protocolo de inmunofluorescencia indirecta.

Seguidamente a su activacion, la proteina NLRP3 oligomeriza e interacciona con la
proteina ASC para conformar una estructura multiproteica mantenida por uniones homo y
heter6logas donde la caspasa-1 sera a su vez activada y procesara las formas maduras de IL-
1B e IL-18. Este entramado proteico se conoce como el speck de ASC (speck, del aleman
“goticula”), detectable de forma macroscopica, con forma toroidal caracteristica y que
aparece en la regiéon paranuclear (Beilharz et al.,, 2016). La formacion de specks de ASC se
entiende, por tanto, como una sefial indirecta de la activacion completa del inflamasoma

NLRP3 (Stutz et al., 2013).

Los specks de ASC fueron detectados en los cultivos de HUVEC tras la fijacion con
paraformaldehido 2% durante 10 minutos, bloqueo con PBS 0,1% BSA y Tritén X-100 e
incubacién con el anticuerpo primario frente a ASC (Enzo Life Sciences; Tabla 3), durante al
menos 16 horas a 4°C en el interior de una camara humeda para evitar la evaporacion.
Seguidamente a tres lavados con PBS, se incubé durante 1 hora a temperatura ambiente con
un anticuerpo secundario de cabra frente a conejo conjugado al fluoréforo Alexa Fluor 594

(Invitrogen, Tabla 3). Por su parte, los nucleos celulares se tifleron con 1 pmol/lI DAPL

Los cristales se colocaron en un portaobjetos adherido con el medio de montaje
"prolong’. El nimero de specks de ASC se cuantificd por deteccion de las estructuras en 17
campos distribuidos radialmente en cada muestra, en un miscroscopio invertido de
fluorescencia Eclipse TE300 empleando un aumento X1000. Las imagenes representativas se
tomaron como proyecciones de secciones de 0,1 um en un microscopio confocal TCS SPE

(Leica, Wtzlar, Alemania).
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Tabla 3. Anticuerpos empleados para la deteccion de proteinas por inmunofluorescencia indirecta.

. . . . Dilucion de
Antigeno diana Casa comercial Especie pHcor
trabajo
TRF-1 Abcam, clon TFR-78 (Ref: ab10579) Ratén 1/500
YH2AX (Ser139) Cell Signalling Tech. (Ref: 2577S) Conejo 1/500
ASC Enzo Life Sciences (Ref: ADI-905-6515) Conejo 1/200
IgG anti-raton Alexa Fluor 488 | Invitrogen (Ref: A32723) Cabra 1/10000
IgG anti-conejo Alexa Fluor 594 | Invitrogen (Ref: 32749) Cabra 1/10000

6. Cuantificacion de secrecion de citoquinas por ensayo de
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)

Se empled el ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) para cuantificar la
secrecion de la citoquina proinflamatoria IL-6 por las HUVEC. Para ello, se empled un kit
comercial de RayBiotech (Georgia, EE.UU.). El principio de la técnica es muy similar al de la
inmunofluorescencia indirecta. En este caso, la proteina que sera detectada se encuentra en
el sobrenadante celular y el propio kit comercial incluye una placa que sirve como soporte
para la deteccion de la IL-6 a través de anticuerpos. La placa lleva adherido el anticuerpo
primario especifico para el reconocimiento de la IL-6 en la muestra y en el protocolo se
conseguira la retencion de la proteina y su deteccidén por un anticuerpo adicional que emitira
la sefal detectable por espectrofotometria. El resultado es la localizacién de la proteina a
detectar entre dos anticuerpos especificos a modo de sandwich, como se muestra en la
Figura 15. La sefial es proporcional a la concentracién (en pg/ml) de la IL-6 secretada por las

HUVEC en respuesta a cada uno de los tratamientos.

El sobrenadante del cultivo de HUVEC se recogio de los mismos experimentos en las que
las células fueron lisadas para la deteccion de proteinas por Western blot, como se ha
mencionado anteriormente. En un primer paso, se descongelaron las muestras en hielo y se
tomaron 100 ul del sobrenadante en cada condicion, para ser incubado en la placa de soporte
del ELISA durante 2,5 horas. Por otro lado, se afadié en duplicado una curva de referencia
de concentraciones conocidas de IL-6 recombinante humana (1,37 — 1000pg/ml). Tras los
lavados correspondientes, se incubé la placa con el segundo de los anticuerpos durante 1
hora mas. El anticuerpo superior estd asociado a una molécula de biotina, que sera unida a

estreptavidina en los siguientes pasos del ensayo. La interaccion entre biotina y
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estreptavidina permite amplificar la sefial de deteccion de la proteina de interés y aumentar
la sensibilidad del ensayo. La estreptavidina es una molécula tetramérica capaz de unirse a
cuatro unidades de biotina de una sola vez. Ademas, en el kit comercial, la estreptavidina esta
asociada a una molécula de HRP, que en presencia de un sustrato especifico produce un
color intenso y proporcional al contenido de la proteina de interés (Figura 15). En este caso,
se afadio el sustrato 3,3,5,5'-tetrametilbenzidina (TMB) que resulté en la coloracion azul de
los pocillos tras la reaccién con la HRP. Tras 12 minutos de incubacion, se par6 la reaccion
quimica con acido sulfurico 0,2 mol/l, que provocd un cambio brusco de pH y el viraje del
color azul a amarillo, que pudo ser cuantificado segun su absorbancia a 450 nm en un lector
de placas ELX800 de Bio-Tek Instruments (Winooski, Vermont, EE.UU.). La relacién entre
absorbancia y cantidad de IL-6 en cada condicién se cuantifico por intrapolacién con respecto

a la curva patron de IL-6 recombinante humana.

o H.SO,
estreptavidina
HRP ~ @
TMB
Anticuerpo de deteccién
Anticuerpo de captura

b i

Figura 15. Técnica de deteccién de la secrecién de IL-6 por ELISA. Se ha empleado un kit comercial que
permite la captura de la IL-6 secretada en el sobrenadante del cultivo celular de HUVEC y su deteccion a
través de un anticuerpo biotinilado que es reconocido por estreptavidina conjugada a HRP. El sustrato TMB
es oxidado por la peroxidasa y adquiere una coloracién azul que vira a amarillo al parar la reaccién quimica
con acido sulfurico. La medida de absorbancia a 450 nm puede relacionarse con la cantidad inicial de IL-6
en cada condicién. Figura disefiada con Biorender.

83



Materiales y Métodos

7. Cohorte de pacientes obesos y no obesos

En la presente tesis doctoral se muestran resultados extraidos del procesamiento de
muestras de sangre y epiplon (omento) de sujetos humanos. Los procedimientos de
extraccion y manipulacion, asi como el protocolo de proteccién de datos personales han sido
aprobados y regulados por el Comité Etico del Hospital Fundacién Jiménez Diaz (Madrid,
Espafa) y la Universidad Autonoma de Madrid, y siguiendo los principios de la Declaracién

de Helsinki.

Los pacientes participantes en el estudio (edad media 50+ 13 afios, 57% hombres) fueron
clasificados atendiendo a su IMC como Unico criterio. Se clasificaron como obesos aquellos
pacientes con IMC > 30 kg/m? (n=16) y como control o no obesos aquellos pacientes con
IMC < 30 kg/m? (n=20). Todos los pacientes fueron sometidos de forma no urgente a una
cirugia abdominal laparoscopica programada, que consistid en colecistectomias y cirugia

bariatrica para los pacientes control y obesos, respectivamente.

7.1. Recogida de biopsias de epiplon humano y parametros clinicos

Tras la firma del correspondiente consentimiento informado, durante la cirugia abdominal
el personal del servicio de cirugia extrajo un fragmento de aproximadamente 3 cm de epiplon
del paciente, mantenido a 4°C hasta su procesamiento en el laboratorio. Las biopsias de
epiplon se diseccionaron y se extrajeron las arterias mesentéricas, para el estudio de
reactividad vascular, y se congeldé la grasa visceral restante para la realizacion de
experimentos de biologia molecular, como se detalla mas adelante. Por otro lado, los
parametros antropométricos y bioquimicos se tomaron del registro en las historias clinicas

de la analitica preoperatoria.

7.2. Estudio de la expresion génica en explantes de grasa visceral por RT-qPCR

Para el estudio de la expresion diferencial de genes en los explantes de tejido adiposo
visceral humano, la seccion de grasa se congel6 a -80°C después del aislamiento de las
microarterias mesentéricas. El dia del experimento, se tomd un fragmento de 30 mg de tejido
adiposo del cual se extrajo el ARN total mediante el protocolo clasico de trizol-cloroformo.
La seccion de tejido se traslado a un tubo de 2 ml con 1000 pl de trizol (NZYol, NZYTech,
Lisboa, Portugal) y se homogenizé utilizando un homogenizador mecanico tipo Kinematica
Polytron PT 10-35 GT (Thermo Fisher Scientific) a velocidad media-alta (10-15 m/s) hasta su

completa disgregacion. El homogenado se centrifugd 5 minutos a 10000 rpm y 4°C en una
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centrifuga Eppendorf 5415R, y se retird la fraccion de grasa en la capa superficial. Al resto del
homogenado se aiadieron 200 ul de cloroformo y se centrifugd de nuevo a 12000 rpm 15
minutos a 4°C. Se retird la fase acuosa para la posterior precipitacion del ARN con 500 ul de
isopropanol. El precipitado de ARN se lavd con etanol puro estéril y posteriormente se diluyé
en agua libre de ARNasas. La integridad y concentracion del ARN total se estimaron a partir
de la absorbancia a 260 y 280 nm medidas en un espectofotémetro NanoDrop 2000
(ThermoFisher Scientific). Se consideraron como muestras validas aquellas con rangos de

proporcién de absorbancia 260/280 comprendidos entre 1,8-2.

La retrotranscripcion (RT) del ARN a ADN complementario (ADNc) se realizé tomando 500
ng de ARN total, siguiendo las indicaciones en el kit comercial “"NZVY First-Strand cDNA
Synthesis kit' (NZYTech). Para obtener el correspondiente ADNC, la reaccion se sometio en
un termociclador ATC 401 version 5.3.9 (Nyx Technik, San Diego, EE.UU.) a los ciclos de
temperatura disefiados por el fabricante indicados a continuacién: 25°C 5 minutos, 50°C 30

minutos, 85°C 5 minutos, y se matuvo a 4°C hasta su uso o almacenaje.

A partir del ADNc obtenido por RT se empled la reaccion en cadena de la polimerasa
cuantitativa (QPCR) para evaluar el nivel relativo de expresién de los genes de interés en la
grasa visceral de cada paciente. Para ello se empled el protocolo para gPCR SYRBR Green.
Debido a que este método tiende a la inespecificidad por el procedimiento de unién a la
polimerasa, se evalud el rendimiento de la reaccién y el funcionamiento de los cebadores
disefiados con anterioridad al ensayo de qPCR con las muestras humanas. Una vez puesto a
punto para cada pareja de cebadores, se preparé la reaccion de gPCR en un volumen final
de 10 pl a partir de la mezcla de reaccion del kit “/7Tag Universal SYRBR Green Supermix’
(Biorad), los cebadores especificos para cada gen (Sigma) indicados en la Tabla 4 diluidos
1:10 en agua libre de ARNasas y 3 pl de ADNc diana. La expresion relativa de cada gen se
determiné por el método 222, empleando la expresion del gen constitutivo ARNr 18S para

la normalizacion.
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Tabla 4. Cebadores utilizados para el analisis de la expresién génica en grasa visceral humana por RT-
qPCR.

Gen de interés Cebador sentido Cebador antisentido
DPP4 5'CTCCAGAAGACAACCTTGACCATTACA3' | 5'TCATTCATCATCTTGACAGTGCAG3’
p53 5'CCAGCCAAAGAAGAAACCAC3! 5'CCTCATTCAGCTCTCGGAACS’

p21 5'GTCACTGTCTTGTACCCTTGT3! 5'CGGCGTTTGGAGTGGTAGAAA3’
p16 5'CCAACGCACCGAATAGTTACGS3' 5'GCGCTGCCCATCATCATG 3’
NLRP3 5'GATCTTCGCTGCGATCAA3’ 5'GGGATTCGAAACACGTGCATT3'
IL-1B 5TGACCTGAGCAC CTTCTT3' 5'CCACTTGTTGCTCCATATCC3'
IL-18 5'ATCGCTTCCTCTCGCAAC3’ 5'CTTCTACTGGTTCAGCAGCCATCT3’
rRNA 18S 5'GGAAGGGCACCACCAGGAGT3! 5'TGCAGCCCCGGACATCTAA3Z’

7.3. Aislamiento de arterias mesentéricas humanas y reactividad vascular
Las microarterias fueron limpiadas de grasa y tejido conectivo bajo una lupa binocular (Wild
Heerbrugg Gais, Suiza) y una fuente de luz fria (Leica KL500, Solms, Alemania) en una solucién
fisiologica Krebs-Henseleit (KH, compuesta por 115 mmol/I NaCl, 4,6 mmol/I KCl, 2,5 mmol/I
CaClz, 1,2 mmol/l KH2PO4, 1,2mmol/l MgSO4-7H20, 25 mmol/l NaHCOs, 0,01 mmol/l EDTA
Naz-2H20 y 11,1 mmol/l glucosa) a 4°C y burbujeada continuamente con una mezcla de

carbogeno (95% Oz y 5% COy).

Posteriormente, los microvasos mesentéricos fueron montados en secciones cilindricas en
un miografo de alambres para pequefios vasos (Modelo 610M, DMT, Dinamarca). En este
sistema, las arterias son atravesadas intraluminalmente por dos alambres de tungsteno de 25
pum de didmetro. Uno de los alambres se mantiene inmovil, mientras que el otro esta
conectado a un transductor que detecta los cambios de tension producidos en el segmento
arterial y que son registrados por el programa de adquisicién de datos Acknowledge 3.9.2-
ACQ100M (Biopac systems INc., Goleta, EE.UU.). Las arterias se mantuvieron en el tampén KH
en condiciones fisioldgicas de temperatura y pH (37°C, pH 7.4 y burbujeo continuo de
carbdgeno). La tension basal Optima y el didmetro interno de cada segmento fue

determinado con el software MyoNorm-4 (Cibertec, Madrid, Espafa).

Para evaluar la relajaciéon vascular, se expusieron inicialmente los segmentos arteriales a
una solucion despolarizante con 125 mmol/l KCl en KH para comprobar la viabilidad del

segmento. Seguidamente, se lavaron las camaras cuatro veces con KH y se dejaron reposar
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30 minutos hasta que la tension aparecia estable. Después, las arterias fueron contraidas con
35 mmol/lI KCl y posteriormente se determind su capacidad de relajacién dependiente e
independiente de endotelio por la adicidén de concentraciones acumulativas de bradiquinina
(BK, 0,01 nmol/l — 10 pmol/l) o nitroprusiato sédico (SNP, 1 nmol/l — 100 pmol/l),

respectivamente (Figura 16).

Se obtuvieron ocho segmentos arteriales de cada muestra de epiplon, manteniendo al
menos dos como control interno no tratado. En algunos de los experimentos, las arterias
ademas se trataron en el bafio de érganos directamente con sDPP4 (200 ng/ml) solo o en
combinacién con los farmacos e inhibidores de interés, como linagliptina (10 nmol/l), GB83
(10 ymol/1), SQ 29,548 (10 pymol/1), MCCI50 (1 umol/l) o anakinra (1 ug/ml), previamente a la

curva de relajacion con BK (Figura 16).
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Figura 16. Esquema del protocolo de recogida y aislamiento de arterias mesentéricas humanas desde
biopsias de epiplon. El protocolo de reactividad vascular registrado en miégrafo se muestra en la parte
inferior. La viabilidad de los vasos se evalué precontrayendo con KCl 135 mmol/I. Después de tres lavados
con tampdn KH, las arterias (A) se dejaron reposar 30 minutos, (B) se dejaron reposary se incubaron durante
30 minutos con sDPP4 o (C) se dejaron reposar, se trataron con los antagonistas o inhibidores de interés
previamente a la estimulacidon con sDPP4. Seguidamente se contrajeron con KCl 35 mmol/l y al alcanzar un
nivel estable se expusieron a concentraciones crecientes de BK o SNP hasta que alcanzaron su nivel maximo
de relajacion. Figura disefiada con Biorender.
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8. Analisis estadistico
Los datos se presentan como la media aritmética de las correspondientes réplicas
experimentales indicadas, acompafada del error estdndar de la media (EEM). El analisis
estadistico se realizé con el software GraphPad Prism 8.0.2 (California, EE.UU.). Para cada una
de las variables analizadas se comprobd las propiedades de distribucion normal y
homocedasticidad mediante el test Shapiro-Wilk y Brown-Forysthe, respectivamente. Para
determinar las posibles diferencias entre dos grupos se aplicé el test t de Student no pareado
(variables paramétricas) o el test de Mann Whitney (variables no paramétricas). Para la
determinacién de diferencias entre mas de dos grupos se aplicé el analisis de la varianza
(ANOVA) de una via, seguido del test post-hoc de Bonferroni en el caso de las variables
paramétricas, o el andlisis Kruskal-Wallis seqguido del analisis posthoc de Dunn en las variables
no paraméticas. El andlisis de la varianza de dos vias se utilizé para evaluar la diferencia entre
dos variables continuas. Finalmente, las correlaciones entre variables se determinaron
mediante el calculo del coeficiente de Spearman. En todos los casos un p-valor<0,05 fue

considerado estadisticamente significativo.
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Resultados

PARTE I

CARACTERIZACION in vitro DEL MECANISMO
PRO-SENESCENTE INDUCIDO POR sDPP4

1. La adipoquina sDPP4 induce senescencia en el cultivo de células
endoteliales humanas

1.1. sDPP4 aumenta la actividad SA-B-gal e induce la parada del ciclo celular

Estudios previos en el laboratorio se habian centrado en determinar el efecto
proinflamatorio de sDPP4 /n vitro. Se habia observado que sDPP4 estimula de forma
concentracion-dependiente tanto la proliferacion como la inflamacién de células de musculo
liso vascular humano (CMLVH) (Wronkowitz et al., 2014), asi como la produccién de
prostaglandinas en células endoteliales de arteria coronaria humana (Romacho et al., 2016).
En este trabajo, para evaluar el efecto de sDPP4 sobre el cultivo de HUVEC, se utilizaron
concentraciones crecientes de sDPP4 recombinante humana en el mismo rango que en los

estudios previos (10 - 500 ng/ml).

En primer lugar, se estudio la capacidad pro-senescente de sDPP4 analizando la tincion
de SA-B-gal en el cultivo celular. Las HUVEC se sometieron al tratamiento con
concentraciones crecientes de sDPP4 (10-500 ng/ml) durante 18 horas. En estas condiciones,
sDPP4 aument6 de forma concentracidn-dependiente el porcentaje de células SA-B-gal
positivas (Figura 17A y 17B), que ademas presentaban las caracteristicas morfologicas
clasicamente asociadas a la senescencia celular, como son la forma elongada y el nucleo
polimorfico (Figura 17A). El efecto submaximo se alcanzé con el tratamiento de 200 ng/ml
sDPP4, con la cuantificacion de 8,54+0,12% de células senescentes respecto al 4,39+0,29%
de células con tincion positiva en la condicion basal. Esta fue la concentracion escogida para
la realizacién de los siguientes experimentos en la tesis doctoral. Cabe destacar que los
niveles circulantes de sDPP4 en sujetos sanos se encuentra en el rango entre 200-600 ng/ml

(Lamers et al., 2011).

Siguiendo el transcurso de la respuesta senescente, también se observo que sDPP4 indujo
un aumento en la expresion de marcadores proteicos asociados con el dafio en el ADN, como
la histona fosforilada yH2AX (Figura 18A), y los efectores de la parada del ciclo celular como

el supresor de tumores p53 (Figura 18B) y el inhibidor de CDK p21 (Figura 18C).
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Figura 17. sDPP4 aumenta la proporcion de células SA-B-gal” en el cultivo de HUVEC. Las HUVEC se
expusieron a concentraciones crecientes de sDPP4 (10-500 ng/ml) durante 24h y se determind el porcentaje
de células con tincion positiva para SA-B-gal. (A) Fotografias representativas tomadas en contraste de fase
(200X). Las flechas indican las células senescentes en color azul. (B) Cuantificacién del nimero de células SA-
B-gal* respecto al nimero total de células. Se cuantificaron por conteo manual de al menos 1000 células en
12 campos distribuidos aleatoriamente. Se expresan los resultados como media + EEM de 3-4 experimentos
independientes (*p<0,05 frente al % de células en el cultivo no tratado, determinado por ANOVA de una
via).
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Figura 18. sDPP4 induce la expresion de mediadores pro-senescentes asociados al daiio en el ADN y la
parada del ciclo celular. La concentracion minima de sDPP4 que indujo un aumento significativo del
porcentaje de células SA-B-gal* (200 ng/ml), se empled en los siguientes experimentos, donde las HUVEC se
expusieron al tratamiento durante 18h y se estudid la expresion por Western blot de (A) YH2AX, (B) p53 y
(C) p21. En la parte superior se muestra un gel representativo de cada experimento. Los resultados se
expresan como media + EEM de 3-13 experimentos independientes respecto al nivel de expresién inducido
por sDPP4 (*p<0,05 frente al control, determinado por t-test no pareado).
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1.2. sDPP4 induce dafio en el ADN vy disfuncién telomérica

El principal desencadenante de la senescencia celular es la aparicién de dafios en el ADN
por agotamiento telomérico o fuentes de estrés extracelular. En este trabajo, las HUVEC se
trataron con sDPP4 (200 ng/ml) durante 24 horas y se analizd su capacidad para inducir dafio
en el ADN por doble inmunofluorescencia indirecta. Por un lado, se determind la localizacion
y cuantificacion de los puntos de dafio en el ADN o yH2AX foci complementando los
resultados de la expresion proteica de yH2AX mostrados anteriormente. Por su parte, los TIFs
se consideraron como aquellos puntos de colocalizacion de yH2AX foci y la proteina
telomérica TRF-1, evidenciando la presencia de dafio en los telémeros. Se detectd un
aumento significativo de puntos de dafio en el ADN tanto en posicion no telomérica (Figura
19A y 19B) como telomérica (Figura 19A y 19C) en respuesta al tratamiento con sDPP4.
Ademas, se observé un aumento significativo de células que acumulan mas de cinco TIFs
(Figura 19A y 19D), medida representativa de un dafio cromosdémico importante (Takai et

al., 2003).

1.3. sDPP4 induce el fenotipo secretor senescente en el cultivo de HUVEC

Moléculas quimioatrayentes, quimioquinas y citoquinas son los componentes
mayoritarios del SASP (Lopes-Paciencia et al., 2019; Coppé et al., 2010), cuya expresion esta
regulada en gran medida por el factor de transcripcion NF-kB (Salminen et al., 2012). Para
evaluar la capacidad de sDPP4 promoviendo la activacion del SASP, se analizd su efecto sobre
la fosforilacion de la subunidad p65 (P-p65) de NF-kB por Western blot. El tratamiento de las
HUVEC durante 18 horas con sDPP4 (200 ng/ml) indujo un aumento significativo en la
expresion de P-p65 respecto al nivel de proteina no fosforilada (p65) (Figura 20A). Por otra
parte, el estimulo con sDPP4 (200 ng/ml) desencadend la liberacion de la citoquina
proinflamatoria IL-6 por las HUVEC (Figura 20B), como se detectdé mediante ELISA en el

sobrenadante celular.
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Figura 19. sDPP4 induce daiio en el ADN y disfuncién telomérica. Las HUVEC se expusieron durante 24h
a sDPP4 (200 ng/ml) o el farmaco antineoplasico etopdsido (10 umol/l) utilizado como control positivo, y se
determiné su efecto induciendo dafio en el ADN por doble inmunofluorescencia indirecta. (A) Imagenes
representativas (200X) donde se observa la tinciéon para yH2AX (rojo), TRF-1 (verde) y los nucleos
contrateflidos con DAPI (azul). Las flechas blancas indican los puntos de colocalizacién de yH2AX y TRF-1 en
color amarillo. (B) Los focide yH2AX y (C) los TIFs fueron cuantificados como la media de voxels por célula
y expresados como porcentaje respecto a la fluorescencia en el cultivo no tratado. (D) Cuantificacion de las
células con 25 TIFs, expresadas respecto al porcentaje de células en el cultivo no tratado. Los datos se
expresan como media + EEM de 3-5 experimentos independientes donde se analizaron al menos 200 nucleos
en cada caso (*p<0,05 frente al control, determinado por ANOVA de una via).
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Figura 20. sDPP4 induce la activacion de NF-kB y estimula la liberacion de IL-6. Las HUVEC se trataron
con sDPP4 (200 ng/ml) durante 18h y (A) se analizo el nivel de fosforilacién de la subunidad p65 de NF-xB
por Western blot. Se determiné el nivel de proteina fosforilada (Pp65) respecto a la proteina total (p65). Los
datos se expresan como ratio Pp65/p65 respecto al nivel de expresion inducido por sDPP4. En la parte
superior se muestra un gel representativo del experimento. (B) Se determiné la secrecién de IL-6 en el
sobrenadante celular mediante ELISA. Se muestran los datos con respecto al nivel de produccién inducido
por sDPP4. Los datos se expresan como media + EEM de 3 experimentos independientes (*p<0,05 frente al
control, determinado por t-test no pareado).

2. El eje PAR2-COX2-TP media la respuesta pro-senescente inducida por
sDPP4 en HUVEC

2.1. El bloqueo del receptor PAR2 y de la enzima COX-2 previenen la
senescencia inducida por sDPP4

Una vez caracterizado el papel pro-senescente de sDPP4 in vitro, se procedi6 al desglose
del mecanismo molecular activado por la adipoquina en las HUVEC. Estudios previos de
analisis estructural determinaron el potencial de DPP4 para activar al receptor PAR2, y la
consiguiente activacion de la enzima ciclooxigenasa 2 (COX-2) en CMLVH (Wronkowitz et al.,
2014). Por ello, se estudié si sDPP4 podria ejercer su efecto pro-senescente mediante la
activacion de estos mismos mediadores en HUVEC. Previamente a la estimulacion con sDPP4
(200 ng/ml), las células fueron tratadas con el antagonista de PAR2 GB83 (10 umol/l), el
inhibidor inespecifico de COX indometacina (10 umol/l), o el inhibidor especifico de la
isoforma COX-2 celecoxib (3 pmol/l). Por un lado, se observo que el bloqueo del receptor
PAR2 y de COX prevenia significativamente el aumento en el nimero de células SA-B-gal

positivas inducidas por sDPP4 (Figura 21A y 21B). Por su parte, la expresion de yH2AX en
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respuesta a sDPP4 se redujo significativamente, aunque no completamente, tras el bloqueo

de PAR2 y COX-2, aunque no se detectd ningun efecto en el tratamiento con indometacina

(Figura 22).
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Figura 21. sDPP4 induce senescencia endotelial mediante la activacion del receptor PAR2 y la actividad
COX. Las HUVEC fueron estimuladas durante 24h con sDPP4 (200 ng/ml) solo o en presencia de GB83 (10
umol/l), indometacina (10 pmol/l) o celecoxib (3 umol/l), y se detectaron las células senescentes en cultivo
mediante la tincion de SA-B-gal. (A) Fotografias representativas en modo contraste de fase (200X). Las
flechas indican las células senescentes tefiidas en azul. (B) Cuantificacion del nimero de células SA-B-gal*
respecto al niUmero total de células. Se expresan los resultados como media + EEM de 3-5 experimentos
independientes respecto a la fraccién de células SA-B-gal* en el cultivo tratado con sDPP4 (*p<0,05 frente
al % de células en el cultivo no tratado, #p<0,05 frente a SDPP4 (200 ng/ml), determinado por ANOVA de

una via).
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Figura 22. El dafio en el ADN inducido por sDPP4 esta mediado por la activacion de PAR2 y COX2. Las
HUVEC fueron estimuladas durante 18h con sDPP4 (200 ng/ml) solo o en presencia de GB83 (10 pmol/l),
indometacina (10 pmol/l) o celecoxib (3 pmol/l) y se estudié la expresion por Western blot de yH2AX. Los
resultados se expresan como media + EEM de 4-7 experimentos independientes respecto al nivel de
expresion inducido por sDPP4. En la parte superior se muestra un gel representativo del experimento.
(*p<0,05 frente al control, #p<0.05 frente a sDPP4 (200 ng/ml), determinado por ANOVA de una via). G:
GB83, I: indometacina, C: celecoxib.
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2.2. El bloqueo de la enzima NADPH oxidasa con apocinina no previene la

senescencia endotelial inducida por sDPP4

El estrés oxidativo es un mecanismo fundamental para el desarrollo del envejecimiento
vascular, asi como para la induccién de senescencia celular. La enzima NADPH oxidasa (NOX)
se considera la principal fuente de ROS en el endotelio vascular (Incalza et al.,, 2017). Por esta
razén, se comprobo en las HUVEC si la actividad NOX podria mediar el efecto pro-senescente

de sDPP4.

Los cultivos se trataron con el inhibidor inespecifico de la actividad NOX apocinina (30
pmol/l) 30 minutos antes del tratamiento habitual con sDPP4 (200 ng/ml) durante 18 horas.
Posteriormente, se estudio el niUmero de células SA-B-gal positivas en el cultivo y la expresion
del marcador pro-senescente YH2AX por Western blot. Se observd que el tratamiento con
apocinina no fue capaz de prevenir la induccién de senescencia por sDPP4 en las HUVEC en
ninguno de los casos (Figura 23A y 23B). Se estudi6 entonces si sDPP4 era capaz de inducir
la activacion de la enzima NADPH oxidasa en las HUVEC mediante un ensayo de
guimioluminiscencia por lucigenina. sDPP4 (200 ng/ml) no indujo la activacion de la NOX en
las HUVEC (Figura 24), a diferencia del efecto de IL-1B (5 ng/ml), empleado como control

positivo de la induccién de NOX a nivel vascular.
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Figura 23. El efecto pro-senescente inducido por sDPP4 no requiere de la actividad NADPH oxidasa.
Las HUVEC fueron estimuladas durante 24h con sDPP4 (200 ng/ml) solo o en presencia de apocinina (30
umol/l). Por un lado, se detectaron las células senescentes en cultivo mediante la tincién de SA-B-gal. (A)
Fotografias representativas en modo contraste de fase (200X). Las flechas indican las células senescentes
tefidas en azul. (B) Cuantificacién del nimero de células SA-B-gal* respecto al nimero total de células. Se
expresan los resultados como media + EEM de 4 experimentos independientes respecto al % de células SA-
B-gal* en el cultivo tratado con sDPP4. Por otro lado, (C) se estudi6 la expresion por Western blot de yH2AX.
En la parte superior se muestra un gel representativo del experimento. Se expresan los resultados como
media + EEM de 4 experimentos independientes respecto al nivel de expresién inducido por sDPP4 (*p<0,05
frente al control determinado por ANOVA de una via).

102



Resultados

—

Actividad NADPH oxidasa
(respecto al contro

-+ - sDPP4 (200 ng/ml)
- -+ IL-1p (5 ng/ml)

Figura 24. sDPP4 no induce la activacion de la enzima NADPH oxidasa en HUVEC. Las células fueron
estimuladas durante 18h con sDPP4 (200 ng/ml) o IL-1B (5 ng/ml), que se empleé como control positivo. Se
determiné la actividad de la enzima NADPH oxidasa mediante la técnica de quimioluminiscencia por
lucigenina. Las unidades de la actividad NADPH oxidasa se expresan como unidades de luz relativa (URL)
emitidas por minuto y normalizado frente al contenido de proteina (en pg) en cada condicién. Se expresan
los resultados como media + EEM de 6 experimentos independientes respecto al nivel de actividad en el
cultivo no tratado. (*p<0,05 frente al control, determinado por ANOVA de una via).

2.3. La activacion del receptor de tromboxano media la senescencia endotelial
inducida por sDPP4

En base a los resultados obtenidos, se decidié seguir explorando el mecanismo inducido
por sDPP4 a partir de la activacion de la enzima COX-2, que también es una fuente importante
de ROS en el endotelio. Resultados previos habian determinado que sDPP4 induce la
liberacién de TXA:z en células endoteliales de arteria coronaria humana, lo que sugeria la
activacion autocrina y paracrina del receptor de tromboxano (TP) como mediador final de su

efecto en el deterioro de la relajacion vascular de arterias de ratén (Romacho et al., 2016).

En primer lugar, se determiné cual era la implicacion del receptor TP en el mecanismo
pro-senescente de sDPP4. Las HUVEC se trataron durante 24 horas con sDPP4 (200 ng/ml)
solo o en combinaciéon con el farmaco SQ 29,548 (10 umol/l), antagonista selectivo del
receptor TP, y se analizo la tincion de SA-B-gal y la expresiéon de YH2AX mediante Western
blot. Se observo que SQ 29,548 era capaz de prevenir significativamente el aumento en el
porcentaje de células SA-B-gal positivas inducido por sDPP4 (Figura 25A). El bloqueo del
receptor TP también previno significativamente la induccion de la expresion de yH2AX por

sDPP4 (Figura 25B).
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Figura 25. La activacion del receptor TP media la actividad pro-senescente de sDPP4. Las HUVEC fueron
estimuladas durante 24h con sDPP4 (200 ng/ml) solo o en presencia de SQ 29,548 (10 pmol/l). Por un lado,
se detectaron las células senescentes en cultivo mediante la tincion de SA-B-gal. (A) Fotografias
representativas en modo contraste de fase (200X). Las flechas indican las células senescentes tefiidas en azul.
(B) Cuantificacién del numero de células SA-B-gal* respecto al nimero total de células. Se expresan los
resultados como media + EEM de 4 experimentos independientes respecto al % de células SA-B-gal* en el
cultivo tratado con sDPP4. Por otro lado, (C) se estudié la expresion por Western blot de yH2AX. En la parte
superior se muestra un gel representativo del experimento. Se expresan los resultados como media + EEM
de 5 experimentos independientes respecto al nivel de expresion inducido por sDPP4 (*p<0.05 frente al
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control, #p<0,05 frente a sDPP4 (200 ng/ml), determinado por ANOVA de una via). SQ: SQ 29,548.
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Se planted la hipotesis de que la produccion de TXA2 mediada por la activacion secuencial
de PAR2-COX-2 ejerciera un efecto auto/paracrino en las HUVEC y mediara el efecto pro-
senescente de sDPP4. Para analizar si TXA2 podria actuar como mediador final en el
mecanismo iniciado por la adipoquina, se comprob¢ si el analogo estable de TXA2, U46619
(1 umol/l), tenia capacidad para reproducir el efecto pro-senescente de sDPP4 en el cultivo
primario de HUVEC. Las células se expusieron al tratamiento con U46619 (1 umol/l) durante
24 horas solo o en presencia de SQ 29,548 (10 umol/l) y se determiné el porcentaje de células
senescentes en cultivo, asi como la expresion del marcador yH2AX. Se observd que U46619
(1 ymol/l) aumentaba significativamente el nimero de células SA-B-gal positivas en el cultivo
de manera analoga al efecto de sDPP4 (200 ng/ml), alcanzando el nivel de 8,71+0,53% células
SA-B-gal positivas (Figura 26A). Igualmente, U46619 indujo la expresion de yH2AX (Figura

26B), y en ambos casos su efecto estuvo mediado por el receptor TP.
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Figura 26. TXAz induce senescencia y dafio en el ADN a través de TP en el cultivo de HUVEC. Las células
fueron estimuladas durante 24h con el andlogo estable de TXA, U46619 (1 umol/l) solo o en presencia de
SQ 29,548 (10 umol/l). Por un lado, se detectaron las células senescentes en cultivo mediante la tincién de
SA-B-gal. (A) Fotografias representativas en modo contraste de fase (200X). Las flechas indican las células
senescentes tefiidas en azul. (B) Cuantificacion del nimero de células SA-B-gal* respecto al nimero total de
células. Se expresan los resultados como media + EEM de 4 experimentos independientes. Por otro lado, (C)
se estudid la expresion por Western blot de yH2AX. En la parte superior se muestra un gel representativo
del experimento. Se expresan los resultados como media + EEM de 4 experimentos independientes respecto
al nivel de expresién inducido por U46619 (*p<0,05 frente al control, #p<0,05 frente a U46619 (1 umol/I),
determinado por ANOVA de una via). SQ: SQ 29,548.
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3. El inflamasoma NLRP3 esta implicado en la senescencia endotelial
inducida por sDPP4

3.1. sDPP4 induce el cebado y la activacién del inflamasoma NLRP3

La activacidon exacerbada del complejo inflamasoma NLRP3 estad relacionada con la
inflamacién cronica de bajo grado y el /inflammaging asociado a las enfermedades vasculares
(Rheinheimer et al,, 2017; Haneklaus y ONeill, 2015; De Nardo, 2011). Por esta razon se
estudio la posible implicacion de la maquinaria del inflamasoma NLRP3 en el efecto que

ejerce sDPP4 sobre el endotelio.

Como se ha desarrollado en el apartado de introduccion, la activacion del inflamasoma
NLRP3 ocurre en dos fases. En la fase de cebado ocurre un incremento de la expresion de los
componentes del complejo multiproteico, mientras que en la fase de activacién estos
componentes se ensamblan, se produce la activacion de la caspasa-1 y el consecutivo
procesamiento y liberacion de los productos finales IL-1B e IL-18 (Wang, L. y Hauenstein,
2020). Las HUVEC se expusieron a sDPP4 (200 ng/ml) y se estudi6 el nivel de expresién de
los componentes del inflamasoma, asi como la formacién del complejo ensamblado o speck
de ASC por Western blot e inmunoflorescencia indirecta, respectivamente. Por un lado, sDPP4
(200 ng/ml) aumentd los niveles de expresion de NLRP3, ASC y pro-IL-1B (Figura 27).
Ademas, sDPP4 aumenté el porcentaje de células con specks de ASC hasta duplicar el nivel
basal, desde 2,65+0,46% de células con specks en el cultivo no tratado a un 5,38+0,71% tras
el tratamiento con sDPP4 (Figura 28A y 28B). Ademas, se comprobd que el efecto inducido
por sDPP4 estaba efectivamente mediado por el inflamasoma NLRP3, ya que el inhibidor
especifico del ensamblaje del complejo, MCC950 (1 pmol/l), fue capaz de prevenir
completamente el efecto de sDPP4 (Figura 28A y 28B). Por Ultimo, sDPP4 aumenté la
expresion de la forma activa de caspasa-1 (Figura 29A) y de IL-1B madura como producto

final de la activacién del inflamasoma NLRP3 (Figura 29B).
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Figura 27. sDPP4 induce la fase de cebado del inflamasoma NLRP3. Las HUVEC fueron tratadas durante
18h con sDPP4 (200 ng/ml) y posteriormente se determind por Western blot la expresion de los
componentes del complejo inflamasoma (A) NLRP3, (B) ASCy (C) pro-IL-1p. En la parte superior se muestra
un gel representativo de cada experimento. Los resultados se expresan como media + EEM de 3-9
experimentos independientes respecto al nivel de expresién inducido por sDPP4 (*p<0,05 frente al control,

determinado por t-test no pareado).
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Figura 28. sDPP4 induce la oligomerizacion del complejo inflamasoma con la formacién de specks de
ASC. (A) Proyeccion de las imagenes tomadas en microscopia confocal (630X) tras la deteccién mediante
inmunofluorescencia indirecta los specks de ASC (rojo) sobre los nucleos celulares contratefiidos con DAPI
(azul) en respuesta a sDPP4 (200 ng/ml) solo o en combinacién con MCC950 (1 umol/l). (B) El porcentaje de
células con specks de ASC se cuantifico con respecto al nimero total de células en 17 campos aleatorios del
cultivo. Los datos se expresan como media + EEM de 5-8 experimentos independientes (*p<0,05 frente al %
de células con specks en el cultivo no tratado, #p<0,05 frente a sSDPP4 (200 ng/ml), determinado por ANOVA
de una via).
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Figura 29. sDPP4 induce la fase de activacién del inflamasoma NLRP3. Las HUVEC fueron tratadas
durante 18h con sDPP4 (200 ng/ml) y posteriormente se determiné la activacion del inflamasoma NLRP3
mediante la deteccién por Western blot de la expresién de (A) la activacion de la caspasa-1, representado
como la fraccion de la pro-caspasa (p45) frente a la caspasa-1 activa (p10), y de (B) IL- 1 madura. En la parte
superior se muestra un gel representativo de cada experimento. Los resultados se expresan como media +
EEM de 3-12 experimentos independientes respecto al nivel de expresion inducido por sDPP4 (*p<0,05
frente al control, determinado por t-test no pareado).
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3.2. Elinflamasoma NLRP3 esta implicado en la senescencia endotelial inducida
por sDPP4

NLRP3 es un receptor citosélico que integra sefiales extracelulares. Puesto que se ha
demostrado anteriormente en HUVEC que sDPP4 activa el receptor de superficie PAR2 para
inducir senescencia endotelial, se analizd una posible conexion entre el mecanismo de
induccion de ésta mediante el eje PAR2-COX-2-TPy la activaciéon del inflamasoma NLRP3 por
sDPP4. En primer lugar, se estudié la implicacion del eje PAR2-COX-2-TP en la activacion del
inflamasoma por sDPP4. Se observo que el bloqueo con GB83 (10 umol/l), celecoxib (3
pmol/l), o SQ 29,548 (10 pumol/l), redujo significativamente la capacidad de sDPP4 para
inducir la expresion de NLRP3 e IL-1 madura (Figura 30A y 30B), asi como la formacién de
specks de ASC en las HUVEC (Figura 31). A continuacién, se comprob¢ si TXAz, como efector
final del eje PAR2-COX-2-TP, era capaz de inducir la activacién del complejo inflamasoma
por si mismo. En efecto, el compuesto U46619 (1 umol/l), que activa el receptor TP, indujo
significativamente la expresion de NLRP3 (Figura 32A), asi como la formacién de specks de
ASC en las HUVEC (Figura 32B y 32C), determinados por Western blot e inmunofluorescencia

indirecta, respectivamente.
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Figura 30. sDPP4 induce la activacién del inflamasoma NLRP3 a través del eje PAR2-COX-2-TP. Las
HUVEC fueron estimuladas durante 18h con sDPP4 (200 ng/ml) solo o en presencia de GB83 (10 pmol/l),
celecoxib (3 pmol/l) o SQ 29,548 (10 umol/l), y posteriormente se determind por Western blot la expresion
de (A) NLRP3, y de (B) IL-1B madura, producto del complejo inflamasoma. En la parte superior se muestra
un gel representativo de cada experimento. Los resultados se expresan como media + EEM de 3-9
experimentos independientes respecto al nivel de expresion inducido por sDPP4 (*p<0,05 frente control,
#p<0,05 frente a sDPP4 (200 ng/ml), determinado por ANOVA de una via). G: GB83, C: celeboxib, S: SQ
29,548.
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Figura 31. sDPP4 induce el ensamblaje del inflamasoma NLRP3 mediante la activacion del eje PAR2-
COX-2-TP. Las HUVEC fueron estimuladas durante 24h con sDPP4 (200 ng/ml) solo o en presencia de GB83
(10 pmol/l), celecoxib (3 pymol/l) o SQ 29,548 (10 pmol/l), y se evalud la activacion del inflamasoma NLRP3
mediante la deteccion de specks de ASC por inmunofluorescencia indirecta. (A) El porcentaje de células con
specks de ASC se cuantificd con respecto al nimero total de células en 17 campos aleatorios del cultivo. Los
datos se expresan como media + EEM de 3-9 experimentos independientes. (B) Proyeccién de las imagenes
tomadas en microscopia confocal (630X) tras la deteccion de los specks de ASC (rojo) sobre los nucleos
celulares contratefiidos con DAPI (azul) en respuesta a los tratamientos indicados (*p<0,05 frente al % de
células con specks en el cultivo no tratado, #p<0,05 frente a sDPP4 (200 ng/ml), determinado por ANOVA
de una via).
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Figura 32. TXAz induce la fase de cebado y de activacion del inflamasoma NLRP3 de forma TP-
dependiente en el cultivo de HUVEC. Las células fueron estimuladas durante 18h con U46619 (1 umol/l),
solo o en presencia de SQ 29,548 (10 umol/l). Para evaluar el progreso de la fase de cebado del inflamasoma,
(A) se determind la expresion de NLRP3 mediante Western blot. En la parte superior se muestra un gel
representativo del experimento. Los resultados se expresan como media + EEM de 4 experimentos
independientes respecto al nivel de expresion inducido por U46619 (*p<0,05 frente control, #p<0,05 frente
a U46619 (1 umol/l), determinado por ANOVA de una via). Por otro lado, (B) se detectaron los specks de
ASC por inmunofluorescencia indirecta. El porcentaje de células con specks de ASC se cuantific con respecto
al nimero total de células en el cultivo. Los datos se expresan como media + EEM de 4 experimentos
independientes. (*p<0,05 frente al % de células con specksen el cultivo no tratado, #p<0,05 frente a U46619
(1 pmol/l), determinado por ANOVA de una via). (C) Proyeccion de las imagenes tomadas en microscopia
confocal (630X) tras la deteccidon de los specks de ASC (rojo) sobre los nucleos celulares contratefiidos con
DAPI (azul) en respuesta a los tratamientos indicados. S: SQ 29,548.
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El hecho de que la activacién del eje PAR2-COX-2-TP mediara tanto la activacion del
inflamasoma NLRP3 como la induccién de senescencia endotelial por sDPP4, sugeria una
relacion entre ambos eventos, con una posible implicacion del inflamasoma NLRP3 en el
mecanismo de accion por el que sDPP4 induce senescencia endotelial. Para confirmarlo, las
HUVEC se expusieron a sDPP4 (200 ng/ml) o U46619 (1 umol/l) solos o en combinacién con
el bloqueante especifico del ensamblaje del inflamasoma NLRP3, MCC950 (1 umol/l), o el
inhibidor de los receptores del producto del inflamasoma IL-1B, anakinra (1 pg/ml). Asi, se
observd que tanto MCC950 como anakinra redujeron significativamente el porcentaje de
células SA-B-gal positivas (Figura 33A y 33B) y el aumento en la expresién de yH2AX (Figura
34A) y p21 (Figura 34B) inducidos por ambos estimulos.
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Figura 33. La activacion del inflamasoma NLRP3 y su producto IL-1f median la aparicion de células
senescentes en cultivo inducida por sDPP4 y TXA;. Las HUVEC se expusieron durante 18h a sDPP4 (200
ng/ml) o U46619 (1 umol/l) solos o en combinacién con MCC950 (1 umol/l) o anakinra (1 ug/ml), y se
determino el porcentaje de las células senescentes en cultivo mediante la tincién de SA-B-gal. (A) Fotografias
representativas en modo contraste de fase (200X). Las flechas indican las células senescentes tefidas en azul.
(B) Cuantificacién del nimero de células SA-B-gal* respecto al nimero total de células. Se expresan los
resultados como media + EEM de 4 experimentos independientes respecto al % de células SA-B-gal* en el
cultivo no tratado (control). (*p<0,05 frente al control, #p<0,05 frente a sSDPP4 (200 ng/ml), $p<0,05 frente
a U46619 (1 umol/l), determinado por ANOVA de una via).
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Figura 34. La activacién del inflamasoma NLRP3 y su producto IL-1B median el dafio en el ADN y la
parada del ciclo celular inducidos por sDPP4 y TXA,. Las HUVEC se expusieron durante 18h a sDPP4 (200
ng/ml) o U46619 (1 umol/l) solos o en combinacién con MCC950 (1 umol/l) o anakinra (1 ug/ml), y se estudio
por Western blot la expresion de (A) yH2AX y (B) p21. En la parte superior se muestra un gel representativo
de cada experimento. Los resultados se expresan como media + EEM de 6-8 experimentos independientes
respecto al nivel de expresion en la condicién control. (*p<0,05 frente al control, #p<0,05 frente a sDPP4
(200 ng/ml), $p<0,05 frente a U46619 (1 pmol/l), determinado por ANOVA de una via). MCC: MCC950, AK:

anakinra.
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4. La inhibicion de la actividad enzimatica de DPP4 previenen su efecto
pro-senescente in vitro

Una vez determinado el posible mecanismo celular que lleva a la induccion de senescencia
endotelial por sDPP4, se evalud el potencial terapéutico de los inhibidores de su actividad
enzimatica para prevenir el efecto de sDPP4 en el endotelio. Los inhibidores de DPP4 son
farmacos antidiabéticos aprobados y hay un gran interés por evaluar su benéeficio
cardiovascular (Fei et al.,, 2019; Cefalu et al., 2018). Asi, se evalu6 el efecto /n vitro del farmaco
linagliptina, un inhibidor no-peptidomimético de DPP4 que se considera una de las tres
gliptinas mas usadas en la intervencion clinica de la DMT2 (Fisman y Tenenbaum, 2015).
Empleando la minima concentracion de linagliptina que habia inhibido el efecto de sDPP4
sobre arterias mesentéricas de raton en un estudio previo (Romacho et al., 2016), las HUVEC
fueron expuestas a linagliptina (10 nmol/l) como tratamiento preventivo a la exposicién a
sDPP4 (200 ng/ml) y se evalud la respuesta pro-senescente de la adipoquina. Se observé que
linagliptina fue capaz de prevenir tanto el aumento en el porcentaje de células senescentes
en el cultivo celular (Figura 35A), como la expresion de yH2AX (Figura 35B) y p21 (Figura
35C) inducidos por sDPP4. Cabe destacar que, en algunos de los experimentos, se empled
en paralelo otro inhibidor experimental de la actividad dipeptidil peptidasa denominado
K579, que posee una estructura quimica y mecanismo de accion diferente a linagliptina en la
inhibicién de DPP4 (Takasaki et al., 2004). El efecto de K579 (100 nmol/l) fue muy similar al
ejercido por linagliptina (Figura 35), demostrando que la capacidad anti-senescente es

comun a la familia de los farmacos inhibidores de DPP4.

Para ratificar el papel de DPP4 como sefial activadora del inflamasoma NLRP3, se evalué
si su actividad enzimatica se requeria para completar la activacion del complejo. Se determino
que el tratamiento con linagliptina (10 nmol/l) o K579 (100 nmol/l) en presencia de sDPP4
(200 ng/ml) prevenia significativamente la induccién en la expresion de NLRP3 (Figura 36A),
asi como la formacion de specks de ASC (Figura 37) y la expresion de IL-1p madura como

producto final de la activacion del inflamasoma (Figura 36B).
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Figura 35. Los inhibidores de DPP4 previenen su actividad pro-senescente en el cultivo de HUVEC. Las
células se expusieron durante 24h a sDPP4 (200 ng/ml) solo o en combinacién con linagliptina (10 nmol/l) o
K579 (100 nmol/l) y se determiné por un lado (A) el porcentaje de las células SA-B-gal* respecto al nimero
total de células. A la izquierda se muestran las fotografias representativas de la tincién de SA-B-gal en modo
contraste de fase (200X). Las flechas indican las células senescentes tefiidas en azul. Por otro lado, se estudio
la expresion por Western blot de (B) yH2AX y (C) p21 en respuesta a los tratamientos indicados. En la parte
superior se muestra un gel representativo de cada experimento. Se expresan los resultados como media +
EEM de 3-7 experimentos independientes respecto al efecto inducido por sDPP4 en cada caso (*p<0,05
frente al control, #p<0,05 frente a sDPP4 (200 ng/ml), determinado por ANOVA de una via). L: linagliptina;
K: K579.
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Figura 36. Los inhibidores de DPP4 previenen la activacion del inflamasoma NLRP3 por sDPP4. Las
HUVEC fueron estimuladas durante 18h con sDPP4 (200 ng/ml) solo o en presencia de linagliptina (10 nmol/I)
0 K579 (10 nmol/l), y posteriormente se determind por Western blot la expresion de (A) NLRP3, y de (B) IL-
1B madura. En la parte superior se muestra un gel representativo de cada experimento. Los resultados se
expresan como media + EEM de 4-5 experimentos independientes respecto al nivel de expresién inducido
por sDPP4 (*p<0,05 frente control, #p<0,05 frente a sDPP4 (200 ng/ml), determinado por ANOVA de una
via). L: linagliptina; K: K579.
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Figura 37. Los inhibidores de DPP4 previenen el ensamblaje del inflamasoma NLRP3 por sDPP4. Las
HUVEC fueron estimuladas durante 18h con sDPP4 (200 ng/ml) solo o en presencia de linagliptina (10 nmol/I)
0 K579 (10 nmol/l), se evalud la activaciéon del inflamasoma NLRP3 mediante la deteccion de specks de ASC
por inmunofluorescencia indirecta. (A) El porcentaje de células con specks de ASC se cuantificd con respecto
al nimero total de células en 17 campos aleatorios del cultivo. Los datos se expresan como media + EEM de
3 experimentos independientes. (B) Proyeccion de las imagenes tomadas en microscopia confocal (630X)
tras la deteccién de los specks de ASC (rojo) sobre los nucleos celulares contratefiidos con DAPI (azul) en
respuesta a los tratamientos indicados (*p<0,05 frente al % de células con specks en el cultivo no tratado,
#p<0,05 frente a sDPP4 (200 ng/ml), determinado por ANOVA de una via).
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PARTE II
sDPP4 COMO INDUCTOR DE DISFUNCION ENDOTELIAL
EN ARTERIAS MESENTERICAS HUMANAS

1. La adipoquina sDPP4 induce disfuncion endotelial en arterias
mesentéricas humanas

La senescencia endotelial supone en si misma un factor de riesgo para la progresion de la
disfuncion endotelial y sus consecuencias a nivel cardiovascular. Ademas, la disfuncion
endotelial es una de las primeras manifestaciones asociadas al envejecimiento vascular
(Costantino et al,, 2016). En este contexto, se examind en qué medida sDPP4 podia afectar a
la funcionalidad y la capacidad dilatadora de vasos de resistencia humanos. Para ello, se
emplearon arterias mesentéricas aisladas de biopsias de omento de un grupo de adultos
(edad media 56+2,6 afios), intervenidos quirdrgicamente en el Hospital Fundacién Jiménez
Diaz. En este caso, los pacientes cumplian el criterio de presentar un IMC < 30kg/m?. El resto

de parametros bioquimicos y antropométricos se muestran en la Tabla 5.

Las arterias mesentéricas fueron aisladas y montadas en un midgrafo de pequefios vasos
y pre-contraidas con KCl (35 mmol/I). A continuacidn, se evalud su relajacién en respuesta a
concentraciones crecientes de BK (0,01 nmol/l a 10 pmol/l). Algunos de los segmentos
arteriales se expusieron a sDPP4 (200 ng/ml) ex vivo durante 30 minutos previamente a la
contraccion con KCl. La presencia de sDPP4 (200 ng/ml) empeord significativamente la
relajacion dependiente de endotelio de los microvasos humanos en respuesta a BK (Figura
38). Efectivamente, el valor del logaritmo de la concentracion media efectiva (pEC50)
descendié significativamente en los segmentos tratados con sDPP4 (pEC50=5,88+0,19) en
comparacion con los segmentos no tratados (pEC50=7,52+0,17). Sin embargo, no se
detectaron diferencias en la contraccion maxima de los microvasos en respuesta a KCl en

ninguno de los casos (Anexo 2).
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1.1.Los inhibidores de DPP4 previenen la induccion de disfuncion endotelial ex

vivo en arterias mesentéricas humanas

En vista de la capacidad de sDPP4 para inducir tanto senescencia endotelial /n vitro como
disfuncion endotelial ex vivo, se estudié la posibilidad de que ambos eventos estuvieran
relacionados. En primer lugar, se evalud si, como en el caso de la induccién de senescencia,
los inhibidores de DPP4 eran capaces de bloquear la accion deletérea de DPP4 en la relajacion
dependiente de endotelio en arterias mesentéricas humanas. Estas fueron incubadas en el
bafio con linagliptina (10 nmol/l) durante los 30 minutos previos a la exposicion a sDPP4 (200
ng/ml), y posteriormente se procedi6 con el protocolo de contraccion y relajacién en
respuesta a BK. El tratamiento con linagliptina abolié completamente la disfuncién endotelial

inducida por sDPP4 (Figura 38A).

1.2. El eje PAR2-COX-2-TP y el inflamasoma NLRP3 median la disfuncién
endotelial inducida por sDPP4

A continuacion, se estudio la posible implicacion del eje PAR2-COX-2-TP en el mecanismo
de induccion de disfuncion endotelial por sDPP4. Algunos de los segmentos arteriales fueron
pre-incubados con GB83 (10 pmol/l), antagonista del receptor PAR2 o SQ 29,548 (10 pmol/I),
antagonista del receptor TP, previamente a la exposicion de sDPP4. Tanto el bloqueo de PAR2
y TP prevenia significativamente la disfunciéon endotelial inducida por sDPP4 (Figura 38B y
38C). Igualmente, se estudid la implicacion del inflamasoma NLRP3 y del producto de su
activaciéon IL-1B mediante el pre-tratamiento de las arterias mesentéricas con MCC950 (1
pgmol/l) o anakinra (1 pug/ml) en el miégrafo. Tanto MCC950 como anakinra previnieron el
deterioro de la relajacién vascular inducida por sDPP4 (200 ng/ml) de forma significativa

(Figura 39A y 39B).
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Figura 38. sDPP4 empeora la relajacion dependiente de endotelio de arterias mesentéricas humanas
mediante su actividad enzimatica y la activacion de PAR2 y COX-2. Los microvasos mesentéricos aislados
de biopsias de epiplon de sujetos control fueron expuestas a sDPP4 (200 ng/ml) solo o en combinacién con
(A) linagliptina (10 nmol/ml), (B) GB83 (10 umol/l) o (C) SQ 29,548 (10 pmol/l), y se evalud la relajacién
dependiente de endotelio en respuesta a concentraciones crecientes de BK. En las curvas se muestran los
valores (media = EEM) del porcentaje de contraccion a KCl 35 mmol/I de todos los segmentos arteriales (n)
que provienen de al menos 3 donantes (p) para cada una de las condiciones. (*p<0,05 frente a la curva de
los microvasos no tratados, #p<0,05 frente a la respuesta inducida por sDPP4 (200 ng/ml), determinado por
ANOVA de dos vias).
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Figura 39. La activacidon del inflamasoma NLRP3 y su producto IL-1B participan en la disfuncion
endotelial inducida por sDPP4 ex vivo en arterias mesentéricas humanas. Los microvasos mesentéricos
aislados de biopsias de epiplon de sujetos control fueron expuestos a sDPP4 (200 ng/ml) solo o en
combinacién con (A) MCC950 (1 umol/l) o (B) anakinra (1 pg/ml), previamente a evaluar la relajacién
dependiente de endotelio en respuesta a concentraciones crecientes de BK. En las curvas se muestran los
valores (media + EEM) del porcentaje de contraccion a KCl 35 mmol/I de todos los segmentos arteriales (n)
que provienen de al menos 3 donantes (p) para cada una de las condiciones. (*p<0,05 frente a la curva de
los microvasos no tratados, #p<0,05 frente a la respuesta inducida por sDPP4 (200 ng/ml), determinado por
ANOVA de dos vias).
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PARTE III
IMPLICACION DE DPP4 COMO MEDIADOR DE ENVEJECIMIENTO
VASCULAR E INFLAMACION EN LA OBESIDAD HUMANA

1. Las arterias mesentéricas de pacientes obesos presentan una funcion
vascular comprometida e inversamente relacionada con su IMC

El siguiente objetivo fue determinar el papel de sDPP4 y su posible inhibicién en el
contexto patolégico de una enfermedad humana asociada al envejecimiento vascular, como
es la obesidad. En colaboracion con el servicio de cirugia del aparato digestivo en el Hospital
Fundacion Jiménez Diaz, se tuvo acceso a una cohorte de pacientes que cumplian los criterios
para participar en este estudio. Ademas de pacientes controles, cuyas arterias mesentéricas
se emplearon para evaluar la capacidad de DPP4 en el deterioro de la funcién vascular, se
tuvo acceso a muestras de omento de un grupo complementario de pacientes obesos (IMC
> 30kg/m?). Los parametros bioquimicos y antropométricos completos se muestran en la
Tabla 5. Cabe destacar que, del total de sujetos que cumplian los criterios para participar en
el estudio, dos pacientes fueron excluidos debido a una manipulacion inapropiada de las
biopsias de omento. En algunas ocasiones, el contenido en arterias mesentéricas fue tan
escaso que no se pudieron realizar los experimentos de reactividad vascular. En la Figura 40

se muestra la relacién de participantes y la informacién obtenida en cada uno de ellos.

En primer lugar, se estudio la funcién vascular de las arterias mesentéricas del grupo de
pacientes obesos en comparacion con el grupo control. Se observé que los segmentos
arteriales de estos pacientes presentaban un deterioro significativo de la relajacion
dependiente de endotelio en respuesta a BK en comparacion con el grupo control (Figura
41A). Asi, el valor pEC50 en respuesta a BK fue de 7,52+0,17 en el grupo control y de
6,100,716 en el grupo de pacientes obesos (Anexo 1). Sin embargo, no se identificaron
diferencias significativas en la relajacién independiente de endotelio desarrollada por las
arterias de ambos grupos en respuesta a SNP (Figura 41B). Se analiz6 ademas la asociacion
entre el IMC de los pacientes y los valores pEC50 en respuesta a BK obtenidos en los ensayos
de reactividad vascular, observando una asociacion inversa y significativa entre ambas

variables (Figura 41C).
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Tabla 5. Datos antropométricos y bioquimicos de las personas donantes de epiplon. Los datos han sido
extraidos de las historias clinicas y los datos de la analitica preoperatoria por el personal sanitario en el
Hospital Fundacién Jiménez Diaz (Madrid, Espafa). El analisis estadistico se ha realizado en el laboratorio.
*p<0,05 respecto al valor medio para el grupo control, determinado por t-test no pareado. PA: presion
arterial.

Colesterol PA
Glucosa basal PA sistolica o
total diastodlica
mmHg
mg/dl| mmHg

mg/dl

Control 19 56+2  24,10+0,92  93,16+1,77 178,6+11,6 122,4+430 76,53+2,76

Obesos 15 45+3* 39,70+1,74* 101,90+3,24* 183,9+9,77 132,3%4,16 82,15+2,12*
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Figura 40. Representacion grafica de la poblacion objeto de estudio. La cohorte inicial de sujetos
reclutados para participar en el estudio estaba compuesta por 20 sujetos control (IMC < 30 kg/m?, 30%
mujeres) y 16 pacientes obesos (IMC 2 30 kg/m?, 75% mujeres). Tras la obtencion de las biopsias de omento,
un sujeto de cada grupo fue excluido. Por otro lado, tras el procesamiento en el laboratorio, algunas de las
biopsias no presentaban suficiente tejido vascular para aislar las arterias mesentéricas para realizar
experimentos de reactividad. La cohorte final ha consistido en 19 sujetos control y 15 pacientes obesos. Se
han obtenido en total 26 muestras de segmentos arteriales para los experimentos de miografia y 33 muestras
de grasa visceral para los experimentos de RT-qPCR.
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Figura 471. Los pacientes obesos presentan una funcién vascular comprometida en comparacién con
sujetos control. Las microarterias mesentéricas aisladas de biopsias de donantes, clasificados en el grupo
control no-obeso u obesos de acuerdo a su IMC, se montaron en un miégrafo de pequefios vasos, se
contrajeron con KCl 35mmol/l y se evalué su capacidad de relajacién en respuesta a concentraciones
crecientes de (A) BK o (B) SNP. En las curvas se muestran los valores (media + EEM) del porcentaje de
contraccion a KCI 35 mmol/I de todos los segmentos arteriales (n) que provienen de al menos 3 pacientes
donantes (p) para cada una de las condiciones. (*p<0,05 frente a la curva de los microvasos del grupo control,
determinado por ANOVA de dos vias). Por otro lado, se realizdé un (C) analisis de correlacién lineal entre el
valor de IMC y de pEC50 en respuesta a BK de las microarterias para cada uno de los pacientes. El p-valor
calculado y el coeficiente de Spearman (rs) se indican en la parte superior del gréfico.
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2. La expresion de DPP4 en el tejido visceral se asocia positivamente con
una funcién vascular deteriorada

Con el objetivo de buscar explicacién a la diferencia funcional de las arterias mesentéricas
en ambos grupos de pacientes, se analizo6 el contexto tisular del que provenian dichas arteras.
El tejido adyacente a las arterias mesentéricas empleadas en los experimentos funcionales
era tejido adiposo visceral que también fue procesado para su analisis molecular. En primer
lugar, se estudid la expresion local de ARNm de DPP4 por RT-gPCR, que fue
significativamente mas elevada en las biopsias de tejido adiposo visceral de los pacientes
obesos (Figura 42A). Cuando se analizo la relacién entre la expresion de DPP4 y las variables
mostradas anteriormente, se observd que el nivel local de DPP4 tenia una asociacion
significativa y directa con el IMC de los pacientes (Figura 42B), asi como con una peor
relajacién vascular de acuerdo al valor de pEC50 calculado para los segmentos arteriales en
respuesta a BK (Figura 42C). Con respecto al resto de parametros bioquimicos vy
antropométricos obtenidos de la cohorte de pacientes que se muestran en la Tabla 5,
solamente la PA diastélica establecié también una asociacion directa y significativa con la
expresion en la grasa visceral de DPP4, aunque con menor potencia estadistica, segun el

coeficiente de Spearman calculado (Figura 42D).

3. La expresion de mediadores pro-senescentes y proinflamatorios esta
aumentada en el tejido visceral de los pacientes obesos

Se ha propuesto que el estado de inflamacién crénica de bajo grado asociado a la
obesidad es causa y consecuencia de la disfuncién y senescencia del tejido adiposo (Zamboni
et al., 2021). Con el objetivo de estudiar el perfil de expresién completo en las biopsias de
tejido adiposo, también se cuantificé la expresion de ARNm de los marcadores pro-
senescentes p53, p21y p16, asi como de los genes asociados al inflamasoma NLRP3, IL-1 e
IL-18. El mapa de calor representado en la Figura 43A presenta que la expresion relativa de
estos factores es mas elevada en la grasa visceral de los pacientes obesos que en el grupo
control, validando un microambiente pro-senescente y proinflamatorio en la cercania de la
vasculatura mesentérica. Los graficos detallados donde se observa la dispersién de la

expresion de cada uno de los genes en cada grupo se muestran en las Figuras 43B-G.
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Figura 42. La expresion local de DPP4 en el tejido adiposo visceral esta asociada al IMC y la funcion
vascular de las arterias mesentéricas cercanas. (A) Se estudié la expresion del mRNA de DPP4 mediante
RT-gPCR en los explantes de tejido adiposo visceral del grupo de sujetos control y pacientes obesos. Se
muestran el valor medio + EEM para cada grupo, donde cada punto representa el valor de expresion relativa
de DPP4 de cada sujeto respecto al nivel medio en el grupo control, normalizado respecto al nivel de
expresion del ARNr 18S (*p<0,05 respecto al grupo control determinado por t-test no pareado).
Posteriormente, se realizd un andlisis de correlacién lineal entre el nivel de expresidon de DPP4 en el tejido
adiposo visceral y (B) el IMC o (C) el valor de pEC50 en respuesta a BK de las microarterias para cada uno
de los pacientes. Cada punto representa los datos de un sujeto, como coordenada del valor de cada pareja
de variables. El p-valor calculado y el coeficiente de Spearman (rs) en cada caso se indican en la parte superior
de los gréaficos. (D) En un segundo analisis, se determiné la asociacion entre la expresién de DPP4 y los
parametros antropomeétricos y bioquimicos (edad, glucosa basal, colesterol total, PA diastdlica, PA sistélica)
de los donantes de epiplon. Se muestra el coeficiente de Spearman calculado en cada caso.
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Figura 43. El tejido adiposo visceral de los pacientes obesos expresa niveles elevados de marcadores
pro-senescentes y proinflamatorios en comparacion con sujetos control. Se estudié el perfil de
expresion local de la grasa visceral obtenida de las biopsias de sujetos control y pacientes obeso. En el panel
(A) se muestra el mapa de calor (heatmap) con la expresion relativa en el tejido adiposo visceral determinado
por RT-qPCR de DPP4, los marcadores pro-senescentes p53, p21y p16 y de los componentes y productos
del inflamasoma NLRP3, IL-1B e IL-18 en cada paciente, representado por cada una de las columnas en el
grafico. La intensidad de color representa la expresién de cada uno de los genes con respecto al valor medio
en el grupo control y normalizado respecto al nivel de expresién del ARNr 18S. En los paneles (B-G) se
muestra la expresién individual de cada uno de los genes. Se muestran el valor medio + EEM para cada
grupo, donde cada punto representa el valor de expresion relativa de cada marcador de cada sujeto, respecto
al nivel medio en el grupo control normalizado respecto al nivel de expresién del ARNr 18S (*p<0,05 respecto
al grupo control determinado por el test de Mann-Whitney en todos los casos excepto en la expresién de
p53 donde se empled un t-test no pareado).
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4. El bloqueo local de DPP4 y su mecanismo pro-senescente mejora la
funcion endotelial de las arterias mesentéricas en sujetos obesos

4.1. La expresion local de DPP4 esta asociada positivamente a la expresion de

marcadores pro-senescentes en la grasa visceral

Para determinar la contribucion relativa de DPP4 al ambiente proinflamatorio y pro-
senescente descrito en el tejido adiposo visceral de los pacientes obesos en comparacion
con el grupo control, se analizd la posible asociacién entre la expresién local de DPP4 vy el
resto de factores pro-senescentes analizados. El analisis de correlacion lineal indicd que el
nivel de expresién de DPP4 en la grasa visceral establece una asociacion directa y significativa

con la expresion de p53, p21y p16 en el mismo tejido (Figura 44A, 44B y 44C).

4.2. Elbloqueo local del eje PAR2-COX-2-TP revierte la disfuncion endotelial de
sujetos obesos ex vivo

En vista de los resultados anteriores, se decidio evaluar en qué medida el bloqueo del
mecanismo pro-senescente inducido por DPP4 en el endotelio podria afectar a la disfuncion
endotelial de los microvasos de pacientes obesos. Para ello, en los ensayos de reactividad de
las microarterias mesentéricas, los segmentos arteriales se expusieron a GB83 (10 pmol/l) o
SQ 29,548 (10 pmol/l) durante 30 minutos previamente a la contraccion con KCl y la
evaluacidn de la relajacion dependiente de endotelio en respuesta a BK, en ausencia de DPP4.
Estos farmacos no habian ejercido variaciones significativas en las respuestas de las arterias
mesentéricas del grupo control (Figura 38). Sin embargo, se observo que la exposicion de
las arterias mesentéricas de los pacientes obesos a los antagonistas de PAR2 (Figura 45A) o
TP (Figura 45B) revertia completamente la disfuncion endotelial que mostraban las arterias
no tratadas. Los valores de pEC50 en respuesta a BK calculados fueron 7,54+0,23 para GB83
y 7,15%0,34 para SQ 29,548 (Anexo 1), los cuales son similares al calculado para la funcién

vascular de las arterias de los pacientes control no obesos (7,52+0,17).
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Figura 44. La expresion de DPP4 esta asociada positivamente a la expresion de marcadores pro-
senescentes en el tejido adiposo visceral. Se determind el nivel local de expresion de diversos mediadores
en los explantes de grasa visceral obtenidos de sujetos control y pacientes obesos mediante RT-qPCR.
Posteriormente se realizd un analisis de correlacion lineal entre el nivel de expresién de DPP4 en el tejido
adiposo visceral y la expresiéon de (A) p53, (B) p21 o (C) p16. Cada punto representa los datos de un sujeto,
como coordenada del valor de expresion relativa de cada pareja de marcadores. La expresién se ha calculado
respecto al nivel medio en el grupo control normalizado respecto al nivel de expresion del ARNr 18S. El p-
valor calculado y el coeficiente de Spearman (rs) en cada caso se indican en la parte superior de los graficos.
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Figura 45. La disfuncion endotelial en las arterias mesentéricas de sujetos obesos puede revertirse por
bloqueo ex vivo de PAR2 y TP. Los microvasos mesentéricos aislados de biopsias de pacientes obesos
fueron expuestos a (A) GB83 (10 umol/l) o (B) SQ 29,548 (10 umol/l), previamente a evaluar la relajacion
dependiente de endotelio en respuesta a concentraciones crecientes de BK. En las curvas se muestran los
valores (media + EEM) del porcentaje de contraccion a KCl 35 mmol/I de todos los segmentos arteriales (n)
que provienen de al menos 3 pacientes donantes (p) para cada una de las condiciones. (*p<0,05 frente a la
curva de los microvasos no tratados, determinado por ANOVA de dos vias).
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4.3. El bloqueo local del inflamasoma NLRP3 y de IL-1 no modifica la funcidn

endotelial de sujetos obesos ex vivo

Siguiendo con el mecanismo pro-senescente inducido por sDPP4 en el endotelio, también
se evalué en qué medida la inhibicion de la activacién del inflamasoma NLRP3 podia
influenciar la funcién de la microvasculatura de los pacientes obesos. Asi, las arterias
mesentéricas se trataron en el miégrafo con MCC950 (1 pmol/l) o anakinra (1 pug/ml) en
ausencia de DPP4, previamente al ensayo de contraccion y relajacion en respuesta a BK. Se
observd que el bloqueo del ensamblaje del complejo inflamasoma por MCC950 o el bloqueo
de los receptores de su producto IL-1B con anakinra no tenia efecto significativo en la
relajacién dependiente de endotelio desarrollada por las arterias mesentéricas de pacientes
obesos (Figura 46A y 46B). En valor pEC50 en respuesta a BK en las arterias tratadas con
MCC950 fue de 5,63+0,33 y en las expuestas a anakinra de 5,35+0,35, sin variacién
significativa con respecto al valor medio calculado para las arterias intactas del grupo de

pacientes obesos (6,10+0,16).

44 La expresion de DPP4 esta asociada positivamente a la expresion de los
componentes del inflamasoma NLRP3 en la grasa visceral

A la luz de los resultados obtenidos en los experimentos funcionales con el bloqueo del
inflamasoma NLRP3, se estudio en qué medida la expresion de los componentes y productos
del mismo se asociaban a la expresion de DPP4 en la grasa visceral. El analisis de correlacion
lineal determind que la expresién de DPP4 establece sendas asociaciones significativas y
positivas con el nivel de expresion de NLRP3, IL-1 e IL-18 (Figura 47A, 47B y 47C). Ademas,
cuando se realizo el analisis de correlacion lineal entre la expresion de estos genes y los
valores pEC50 calculados en respuesta a BK, se observd que una peor funcién vascular se
asoci6¢ significativa y positivamente a una mayor expresidn de estos marcadores
proinflamatorios en la grasa visceral adyacente (Figura 48). Por Gltimo, se analizd la relacion
entre la expresién de los componentes del inflamasoma con el IMC, asi como con los niveles
de expresién de los mediadores pro-senescentes en la grasa visceral, con asociaciones

directas y significativas en todos los casos (Figura 48).
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Figura 46. El bloqueo ex vivo de la activacion del inflamaosma NLRP3 o de su producto IL-18 no
modifica la funcién endotelial de las microarterias mesentéricas de sujetos obesos. Los microvasos
mesentéricos aislados de biopsias de pacientes obesos fueron expuestos a (A) MCC950 (1 pmol/l) o (B)
anakinra (1 pg/ml), previamente a evaluar la relajacion dependiente de endotelio en respuesta a
concentraciones crecientes de BK. En las curvas se muestran los valores (media + EEM) del porcentaje de
contraccion a KCI 35 mmol/I de todos los segmentos arteriales (n) que provienen de al menos 3 donantes
(p) para cada una de las condiciones. (*p<0,05 frente a la curva de los microvasos no tratados, determinado
por ANOVA de dos vias).
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Figura 47. La expresion de DPP4 esta asociada positivamente a la expresion de los componentes del
inflamasoma NLRP3 en el tejido adiposo visceral. Se determin6 el nivel local de expresién de diversos
mediadores en los explantes de grasa visceral obtenidos de sujetos control y pacientes obesos mediante RT-
gPCR. Posteriormente se realizé un analisis de correlacién lineal entre el nivel de expresién de DPP4 en el
tejido adiposo visceral y la expresion de (A) NLRP3, (B) IL-1B o (C) IL-18. Cada punto representa los datos
de un sujeto, como coordenada del valor de expresién relativa de cada pareja de marcadores. La expresion
se ha calculado respecto al nivel medio en el grupo control normalizado respecto al nivel de expresion del
ARNr 18S. El p-valor calculado y el coeficiente de Spearman (rs) en cada caso se indican en la parte superior

de los gréficos.
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Figura 48. Resumen de la asociacion entre las variables estudiadas en la cohorte de sujetos control y
pacientes obesos participantes en el estudio. En las coordenadas del mapa de calor se muestran los
coeficientes de Spearman calculados en el andlisis de correlacién lineal entre las variables de cada
coordenada. (*p<0,05).

4.5. La inhibicion de DPP4 revierte la disfuncion endotelial ex vivo en las
microarterias de pacientes obesos

Finalmente, se determind el potencial farmacoldgico de los inhibidores de DPP4 para
mejorar el deterioro de la reactividad vascular de los microvasos del grupo de pacientes
obesos. Se pre-incubaron los segmentos arteriales con linagliptina (10 nmol/l) durante 30
minutos en ausencia de DPP4, y se procedi6 al analisis de la relajacion dependiente de
endotelio en respuesta a BK. Se observo que el tratamiento con linagliptina era capaz de
revertir completamente la disfuncion endotelial que muestran las arterias de pacientes
obesos, alcanzando un nivel de relajacion similar al que se observaba en los microvasos del
grupo control (Figura 49). El valor pEC50 calculado en la respuesta en presencia de

linagliptina fue de 8,47+1,76.
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Figura 49. La inhibicion de DPP4 revierte la disfuncion endotelial ex vivo en las microarterias de
pacientes obesos. Los microvasos mesentéricos aislados de biopsias de pacientes obesos fueron tratados
con linagliptina (10 nmol/l), previamente a evaluar la relajacién dependiente de endotelio en respuesta a
concentraciones crecientes de BK. En las curvas se muestran los valores (media + EEM) del porcentaje de
contraccion a KCI 35 mmol/I de todos los segmentos arteriales (n) que provienen de al menos 3 donantes
(p) para cada una de las condiciones. (*p<0,05 frente a la curva de los microvasos no tratados, determinado
por ANOVA de dos vias).
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El envejecimiento vascular acelerado es una caracteristica comdn que aparece en la mayor
parte de las enfermedades asociadas a la edad (Ungvari et al., 2018). De hecho, el deterioro
de la funcién vascular y las propias enfermedades cardiovasculares se consideran ejes
impulsores de la fragilidad y discapacidad en la poblacion mayor (Costantino et al., 2016). La
diabesidad, término empleado para definir la coexistencia de obesidad y diabetes, ha
alcanzado proporciones epidémicas a nivel global, siendo las enfermedades cardiovasculares
la principal causa de morbimortalidad en la sociedad actual (Ammirati et al., 2020). Ademas,
la diabesidad ha comenzado a considerarse una condicidon progérica, ya que comparte
indicadores biol6gicos con el proceso de envejecimiento (Salvestrini et al., 2019; Burton y
Faragher, 2018; Kalyani et al., 2017; Pérez et al,, 2016). Es por ello que hay gran interés en
determinar nuevos mecanismos y dianas terapéuticas para abordar y ralentizar el
envejecimiento vascular prematuro y asi, en una poblacion cada vez mas longeva, alcanzar

un estado de envejecimiento saludable.

A pesar de que las adipoquinas se han identificado como efectores cruciales de algunos
de los cambios estructurales y funcionales que afectan a la vasculatura durante la diabesidad
(Wronkowitz et al., 2015; Vallejo et al., 2011), su implicacién en el proceso de envejecimiento
vascular ha sido poco explorado. En este trabajo, se ha determinado en qué medida la
adipoquina sDPP4 participa en el proceso de envejecimiento vascular prematuro en la
diabesidad, que cursa con niveles circulantes de sDPP4 aumentados (Lamers et al., 2011; Sell
et al., 2013), asociados ademas con indicadores de resistencia a la insulina e hiperlipidemia

(Lamers et al., 2011).

Los resultados de esta tesis doctoral han demostrado que la adipoquina sDPP4 es capaz
de inducir directamente dos indicadores de envejecimiento vascular, como son la senescencia
de células endoteliales humanas en cultivo y la disfuncién endotelial en arterias de resistencia
humanas. El endotelio es la principal capa celular en la pared de los vasos sanguineos y
controla estrictamente la homeostasis vascular (Deanfield et al., 2007). La acumulaciéon
andmala de células endoteliales senescentes altera la funcionalidad endotelial y la capacidad
regenerativa del tejido (Erusalimsky y Kurz, 2005). Ademas, el SASP impulsa el microambiente
proinflamatorio, protrombético y proaterogénico que contribuye a la progresion de la
inflamacién crénica de bajo grado y a los eventos cardiovasculares mas prevalentes durante
el envejecimiento (Lagoumtzi y Chondrogianni, 2021). Por lo tanto, comprender cuales son

los mecanismos moleculares que desencadenan la senescencia y disfuncion endoteliales es
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esencial para identificar terapias que retrasen el desarrollo de enfermedades vasculares en la

diabesidad y el envejecimiento.

Con respecto al estudio de los mecanismos que acttan en el endotelio, los resultados de
esta tesis han demostrado que sDPP4 induce senescencia endotelial mediante la activacion
del receptor PAR2. En el contexto de la diabesidad, la actividad de este receptor
metabotropico se ha asociado previamente con la inflamacién vascular (Macfarlane et al.,
2001). PAR2 controla el tono vascular y la coagulacién (Zhao et al., 2014; Sriwai et al.,, 2013)
y su expresion estd aumentada en las lesiones ateroscleréticas de arterias coronarias
humanas (Napoli et al.,, 2004; Jones et al., 2018), asi como en modelos animales de obesidad
inducida por dieta alta en grasa y DMT2 (Indrakusuma et al., 2017; Kagota et al.,, 2011). De
hecho, se ha determinado que tanto la delecion genética como el bloqueo farmacoldgico de
PAR2 atenuan el desarrollo de la aterosclerosis en ratones (Jones et al., 2018), lo que lo
convierte en una diana interesante para abordar también el envejecimiento vascular. Algunos
estudios previos de nuestro grupo habian determinado ya que sDPP4 induce la inflamacion
y proliferacion de CMLVH a través de PAR2 (Indrakusuma et al., 2017; Wronkowitz et al., 2014)
y que, en arterias mesentéricas murinas, el bloqueo de PAR2 previene la disfuncion endotelial
inducida por sDPP4 (Romacho et al., 2016). Los presentes resultados aportan una evidencia
mas para concluir que PAR2 interviene como uno de los principales receptores por los que
sDPP4 ejerceria sus funciones pleiotrépicas sobre la pared vascular. En este contexto, cabe
destacar el potencial beneficio terapéutico que presentarian las gliptinas al bloquear la
interaccion entre DPP4 y PAR2. Estudios previos de nuestro grupo han descrito que la
actividad proteasa de DPP4 no es necesaria para activar el receptor PAR2 (Wronkowitz et al,,
2014). Sin embargo, cuando las gliptinas inhiben la actividad enziméatica de DPP4, se unen a
una regioén de su estructura muy cercana a la secuencia por la que DPP4 interacciona con el
receptor PAR2 (Arulmozhiraja et al., 2016). Esta secuencia en la molécula de DPP4,
denominada SLIG, posee un alto grado de homologia con el ligando dentro de PAR2 que
necesita unirse al receptor para activarse (Wronkowitz et al., 2014). Por tanto, las gliptinas
podrian impedir estéricamente la union de DPP4 y PAR2, y asi bloquear el efecto de DPP4

sobre el endotelio, con el consiguiente beneficio cardiovascular que esto supondria.

Tanto en células de musculo liso vascular como en células endoteliales humanas, la
activacion de PAR2 se ha asociado intracelularmente al aumento secuencial de la expresion

y actividad de COX-2 (Wronkowitz et al., 2014; Indrakusuma et al., 2016; Houliston et al.,
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2002). Estos datos concuerdan con el mecanismo molecular que se ha descrito para HUVEC
en este trabajo. Nuestros resultados indican que el bloqueo de COX-2 o de los receptores
TP, activados por TXAz derivado de la actividad COX-2, previene la senescencia inducida por
sDPP4 a través de PAR2. Por tanto, TXA:z podria actuar como el mediador final de los efectos
pro-senescentes de sDPP4 en el endotelio. De hecho, en esta tesis se ha observado que TXA2
también induce directamente senescencia en las células endoteliales, como ya se habia
descrito en fibroblastos (Chien, C. et al., 2014). TXAz es un potente vasoconstrictor liberado
por las células endoteliales activadas durante la aterosclerosis, por lo que podria contribuir
también al efecto protromboético que caracteriza al endotelio senescente. En humanos, se ha
demostrado que los vasos sanguineos envejecidos producen cantidades aumentadas de
factores contractiles liberados por COX, que contribuyen al desarrollo temprano de la
disfuncién endotelial (Félétou et al., 2011; Vanhoutte et al., 2009; Taddei et al., 1997). En linea
con estos datos, en este trabajo también se ha demostrado que el bloqueo, tanto de PAR2
como de TP, previene el deterioro en la relajacién dependiente de endotelio inducida por
sDPP4 en arterias mesentéricas humanas, como ya se habia demostrado en arterias de raton
(Romacho et al., 2016). Por todo ello, el eje PAR2-COX-2-TP emerge claramente como un
importante mecanismo mediador de los efectos deletéreos inducidos por sDPP4 en el

endotelio.

Al igual que la senescencia endotelial, la inflamacion créonica de bajo grado se presenta
como otro de los mecanismos fisiopatoldgicos que contribuyen al avance del envejecimiento
vascular acelerado (Ungvari et al., 2018). Asi, otra de las hipotesis de este trabajo ha sido que
sDPP4 podria servir como sefial para activar el inflamasoma NLRP3 y la produccion de IL-1(,
que constituyen un mecanismo fundamental que relaciona la inflamacién y el envejecimiento
(Meyers y Zhu, 2020; Latz y Duewell, 2018). Los resultados obtenidos han demostrado que
sDPP4 induce la fase de cebado y la fase de activacion del inflamasoma NLRP3, concluyendo
ademas que el eje PAR2-COX-2-TP es necesario para la activacion del inflamasoma NLRP3

por sDPP4.

Se ha descrito en la literatura que la sobreactivacion del inflamasoma NLRP3 contribuye
al avance de las enfermedades vasculares asociadas a la diabesidad (Rheinheimer et al., 2017;
Patel et al, 2016; De Nardo, 2011), e incluso que su propia autoactivacién propaga la
senescencia endotelial y el envejecimiento vascular (Romero et al.,, 2021). En esta linea, en

nuestro grupo se ha observado que otras adipoquinas sobreexpresadas en los pacientes
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obesos y diabéticos pueden activar al inflamasoma NLRP3 de forma local en la pared vascular
(Romacho, Valencia et al., 2020), por lo que DPP4 podria representar uno mas de los
marcadores de dafio metabdlico que convergen en la activacién del inflamasoma NLRP3. De
hecho, en esta tesis se ha demostrado que el inflamasoma NLRP3 es otro de los mecanismos
que median la senescencia y difuncién endotelial inducidas por sDPP4. El papel fisiolégico
que cumple DPP4/CD26 a nivel del sistema inmune, participando en la activacion de los
linfocitos y la presentacion de antigenos (Klemann et al., 2016), podrian justificar esta
coordinacion con el inflamasoma NLRP3, uno de los mediadores fundamentales en la
respuesta inmune innata (Sutterwala et al., 2014). En esta linea, se ha descrito que la inhibicion
de DPP4 en macréfagos humanos puede impedir la activacion del inflamasoma NLRP3 en
respuesta a ox-LDL (Dai et al., 2014). Por otro lado, un estudio previo ha determinado que la
expresion de DPP4 aumenta en la superficie de células endoteliales en respuesta a la
estimulacién con IL-1p (Meng et al., 2020), quizds como un mecanismo de amplificacion de

la sefial inflamatoria.

El abordaje farmacolégico del inflamasoma NLRP3/IL-1p es una estrategia prometedora
frente a la aterosclerosis. Recientemente, el ensayo clinico CANTOS (Canakinumab Anti-
Inflammatory Thrombosis Outcomes Study) demostrdé que la inhibicion de IL-1f con el
anticuerpo monoclonal canakinumab disminuia el riesgo de eventos cardiovasculares en
pacientes con DMT2 y alto riesgo cardiovascular (Ridker et al., 2017). Sin embargo, también
se han reconocido los potenciales efectos inmunosupresores que supondria el bloqueo total
de IL-1B (Ridker et al., 2017). En el contexto de la diabesidad, donde los pacientes obesos y
diabéticos presentan un mayor riesgo de infeccion por cualquier causa (Carey et al., 2018), el
bloqueo directo de IL-1B quizas no seria una estrategia farmacoldgica de primera eleccién.
Por el contrario, la inhibicion indirecta del efecto del inflamasoma NLRP3, por ejemplo, a
través de bloquear las sefiales que lo activan, donde entraria también la adipoquina DPP4,
podria suponer una estrategia mas segura a largo plazo. En este sentido, hay evidencias que
han demostrado la capacidad de los inhibidores de DPP4 para modular la sefalizacion
TLR4/NLRP3 /n vitro (Dai et al., 2014) y la liberacion de IL-1pB a nivel del tejido cardiovascular
(Birnbaum et al., 2019). También se ha observado que en combinacién con metfomina, el
tratamiento con gliptinas incluso mejora el perfil proinflamatorio de pacientes con DMT2 y

enfermedad coronaria, incluyendo una reduccion significativa de la IL-1p plasmatica (Younis
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et al, 2017). Por tanto, la inhibicion de DPP4 aportaria también beneficios frente a la

inflamacién crénica de bajo grado subyacente al envejecimiento vascular en la diabesidad.

Uno de los principales factores implicados en la activacion del inflamasoma NLRP3 en el
contexto de la aterosclerosis es el estrés oxidativo (Sutterwala et al., 2014). Por su parte,
anteriores estudios han descrito la importancia de la activacion de la enzima NADPH oxidasa
en las complicaciones vasculares de la diabesidad (Gray et al., 2013). En este trabajo se
explord la posibilidad de que la produccién de ROS sirviera como mediador de los efectos
de sDPP4 sobre el endotelio, sirviendo como punto de union entre la activacion del eje PAR2-
COX-2-TP y del inflamasoma NLRP3. Sin embargo, nuestros resultados han demostrado que
la actividad NADPH oxidasa, reconocida principal fuente de ROS a nivel endotelial (Incalza et
al., 2017), no interviene en el mecanismo inducido por sDPP4. De forma anéaloga, ya se habia
observado que el bloqueo con apocinina no modificaba la disfuncidon endotelial inducida por

sDPP4 en arterias de ratén (Romacho et al., 2016).

Por otra parte, se conoce que la actividad COX conlleva la produccién colateral de aniones
02"y radicales hidroxilo, por lo que esta enzima podria ser también una fuente de ROS que
interviene en la activacion del inflamasoma NLRP3 y en el dafio oxidativo en la senescencia
inducida por sDPP4 (Capra et al., 2014). Esto seria consistente con los estudios que evidencian
las propiedades antioxidantes de los inhibidores de DPP4 en células endoteliales (Pujadas et
al., 2016), o las observaciones sobre la mejora de la respuesta oxidativa a nivel cardiaco en
ratas deficientes en DPP4 (Bao et al,, 2014). En nuestro caso, aunque no puede descartarse
que la produccién de ROS conecte el eje PAR2-COX-2-TP con el inflamasoma NLRP3,
probablemente a través de la propia activaciéon de NF-kB, si que se ha demostrado de nuevo
que TXA:z actia como mediador final de sDPP4 en este mecanismo. En este trabajo también
se ha observado que TXA: es capaz per se de inducir la expresion y ensamblaje de toda la
maquinaria del inflamasoma NLRP3 de forma similar a sDPP4. Un estudio previo ha
determinado que la activacion del receptor TP en arterias pulmonares de rata induce la
activacion de canales de K* dependientes de voltaje, causando un flujo de salida de potasio
(Hae Young Yoo et al.,, 2012), que es una de las sefales activadoras del inflamasoma NLRP3.
Sin embargo, la secuencia molecular detallada que conectaria la activacion del receptor TPy
la del inflamasoma NLRP3 no se ha determinado en este trabajo, y requiere un estudio
adicional. En cualquier caso, la inhibicién farmacologica del ensamblaje del inflamasoma

NLRP3 con MCC950 o el antagonismo del receptor de IL-1 con anakinra, previnieron tanto la
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senescencia endotelial inducida por TXAz y sDPP4, asi como la disfuncién endotelial inducida
por sDPP4. Por tanto, un mismo mecanismo molecular, que incluye el eje PAR2-COX-2-TP y
la activacion del inflamasoma NLRP3, parece mediar ambos efectos de sDPP4 sobre el

endotelio, tal y como se resumen en la Figura 50.

La relacion entre senescencia endotelial y disfuncion endotelial se ha evidenciado en un
gran numero de estudios anteriores (Carracedo et al., 2018). Por ejemplo, se ha descrito que
los modelos animales de envejecimiento acelerado, en cuyo tejido vascular se acumulan
células senescentes (Onetti et al., 2013; Xiao et al., 2009), presentan una reactividad vascular
deteriorada (Novella et al,, 2013; Lloréns et al., 2014). No se conoce con exactitud la secuencia
de acontecimientos que relacionan la senescencia y la disfuncion endotelial, pero se acepta
la idea de que el ambiente proinflamatorio y la reduccién en la produccién de NO por las
células endoteliales senescentes, contribuyen al compromiso de la funcién vascular (Wu et

al., 2020).

En este trabajo, para evaluar la relevancia de la implicacion de sDPP4 en el contexto
patolégico de una enfermedad como es la obesidad, se ha contado con muestras
procedentes de una cohorte de pacientes obesos y pacientes control. En el grupo de estudio,
los pacientes obesos presentaban hiperglucemia e hipertensién en comparacién con el grupo
de pacientes control. Ademas, mostraban una relajacién dependiente de endotelio
significativamente deteriorada. De manera relevante, el bloqueo farmacoldgico de la
actividad de sDPP4 o de los mecanismos de sefializacién inducidos por sDPP4 revertia la
disfuncion endotelial de los pacientes obesos hasta niveles similares a los observados en el
grupo control. De nuevo, el bloqueo del eje PAR2-COX-2-TP parecia mediar el efecto de

DPP4 en el contexto mas complejo del tejido humano.

No obstante, se observaron algunas discrepancias en el efecto del bloqueo del
inflamasoma NLRP3 en las arterias de pacientes obesos y sujetos control. El bloqueo con
MCC950 o con anakinra no revirtid la disfuncién endotelial de las arterias de pacientes
obesos, contrariamente a lo observado con el bloqueo de los receptores PAR2 y TP. En este
sentido, estudios previos de nuestro grupo han concluido que los productos de la actividad
de COX-1y COX-2, que actian a través de los receptores TP en la pared vascular, son
mediadores principales de la disfuncién endotelial, particularmente durante el

envejecimiento y en las enfermedades cardiometabdlicas (Rodriguez-Manas et al., 2009). Por
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tanto, es posible que la activacion del inflamasoma NLRP3 sea relevante para los efectos pro-
senescentes y proinflamatorios de sDPP4, pero no tanto para el deterioro agudo de la
relajacién dependiente de endotelio, que seria directamente producida por el eje PAR2-COX-
2-TP sin necesidad de activar el inflamasoma. Otra posibilidad es que el inflamasoma NLRP3,
ya activado en el tejido adiposo y la vasculatura de los pacientes obesos, no fuera sensible al
efecto de los farmacos usados en los experimentos ex vivo. De hecho, MCC950 actua sobre
el dominio Walker B en la region NATCH de NLRP3 y evita su unién a ASC y la formacion del
complejo inflamasoma (Coll et al., 2019; Tapia-Abellan et al., 2019), pero no hay evidencias
que demuestren la capacidad del farmaco para frenar la accién de los complejos inflamasoma

gue ya estuvieran preformados.

La principal caracteristica de la obesidad es la hipertrofia e inflamacién del tejido adiposo,
que puede influir en las respuestas vasculares a nivel local y sistémico, y contribuir a la
enfermedad vascular (Letra y Seiga, 2017; Romacho et al., 2014). Asi, un objetivo adicional de
este trabajo ha sido analizar si DPP4 estaba afectando a la disfuncion vascular de los
pacientes obesos por encontrarse sobreexpresada en el entorno adiposo en el que se
encontraban las arterias mesentéricas. En primer lugar, en la tesis se ha comprobado que, en
el tejido adiposo visceral de los pacientes obesos, los niveles de expresion de DPP4 son
significativamente mas elevados que en los pacientes control, como se habia determinado
anteriormente (Sell et al., 2013; Lamers et al.,, 2011). Ademas, el perfil de expresién de las
biopsias de tejido adiposo en los pacientes obesos demostrd todo un microambiente pro-
senescente y proinflamatorio, donde la expresion de DPP4 mostrd una correlacion positiva

con la expresion de genes relacionados con la senescencia del tejido adiposo.

DPP4 podria asi presentarse como un nuevo marcador del tejido adiposo senescente, cuyo
fenotipo podria transmitirse a la pared vascular de las arterias anatdmicamente cercanas o
incluso al propio arbol vascular dentro del tejido graso. En estudios previos ya se habia
apuntado a DPP4 como un marcador de senescencia, no como un inductor directo, como si
muestran los resultados de este trabajo. En efecto, la expresidon de DPP4 aumenta en cultivos
de fibroblastos no proliferativos, asi como en la aorta de ratas envejecidas o en los linfocitos
de personas de avanzada edad (Kim et al.,, 2017; Chen et al., 2020). Sin embargo, en este
punto se debe considerar una limitacion del estudio. Debido a la escasa disponibilidad de
tejido humano, en este estudio no ha sido posible demostrar una relacion causa-efecto entre

el contenido de DPP4 de la grasa visceral, la disfuncion endotelial de las microarterias
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cercanas y la capacidad pro-senescente de DPP4, comprobada Unicamente /n vitro. En
cualquier caso, aunque no se ha podido establecer una relacion directa entre la senescencia
y la disfuncion endotelial /n vivo, los resultados si que demuestran que la inhibicién
farmacoldgica de DPP4, asi como de los mecanismos que induce, revierte la disfuncién
endotelial observada en los pacientes obesos, sin afectar a la funcién vascular de los
pacientes control. Ademas, se ha podido demostrar que el contexto tisular de las arterias
mesentéricas es diferente en el escenario patolégico de la obesidad y que una peor funcion
vascular esta positivamente asociada con mayor IMC, mayor expresion local de DPP4 y con

un ambiente pro-senescente y proinflamatorio de la grasa visceral.

En base a estos datos, y en linea con los resultados obtenidos /n vitro, es posible que la
adipoquina sDPP4 en el tejido adiposo visceral pueda inducir directamente senescencia local,
que se extenderia también a la pared vascular de las arterias en contacto directo con la grasa.
Algunos estudios previos han indicado que los explantes de tejido adiposo visceral de
pacientes obesos expresan y liberan mayores cantidades de sDPP4 en comparacion con
sujetos no obesos (Lamers et al., 2011). A pesar de que los factores que regulan la liberacién
de DPP4 no se conocen totalmente, se ha observado que tanto la insulina como la
estimulacién con TNF-a pueden aumentar la escision de la forma soluble hasta en un 50%
sin alterar su expresion (Rohrborn et al.,, 2014). Por tanto, el propio contexto proinflamatorio
y pro-senescente del tejido adiposo de los pacientes obesos podria aumentar la produccién
de sDPP4 y sus efectos directos sobre la pared vascular. Ademas, la actividad circulante de
sDPP4 se ha relacionado anteriormente con un deterioro de la microcirculacion epitelial y la
dilataciéon mediada por flujo en pacientes con DMT2 (Barchetta et al., 2019; da Silva Junior,
Wellington Santana et al., 2018). Estas evidencias podrian apuntar al papel de DPP4 como
posible biomarcador de envejecimiento vascular en los pacientes obesos y diabéticos. Sin
embargo, en esta tesis doctoral no se ha tenido acceso a muestras sanguineas de los
pacientes donde se podria haber analizado la concentracion plasmatica de DPP4 en relacion

a los pardmeteros de funcion vascular.

Estudios recientes realizados /n vitro han demostrado que la conexion bidireccional de la
grasay la pared vascular en el denominado eje adiposo-vascular puede inducir la senescencia
de ambos tejidos (Parvizi et al., 2021; Barinda et al., 2020). Se sabe que el fenotipo senescente
puede propagarse de forma paracrina a través del SASP y otros mediadores circulantes

(Acosta et al., 2013), lo que podria explicar la asociacién observada entre la acumulacién de
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adipocitos senescentes y la inflamacién crénica de bajo grado y la resistencia a la insulina
descritas en la obesidad (Atawaia et al,, 2019; Tchkonia et al., 2020). Por otra parte, se ha
descrito que la ablacién de células senescentes y los tratamientos con farmacos senoliticos
reducen las alteraciones metabdlicas asociadas a la obesidad en modelos animales (Wang, L.
et al, 2022; Sierra-Ramirez et al.,, 2020; Palmer et al., 2019). Ademas, un ensayo clinico reciente
ha demostrado por primera vez que el tratamiento con senoliticos reduce las células
senescentes en el tejido adiposo de pacientes diabéticos con enfermedad renal (Hickson et
al., 2019). Por lo tanto, aunque la evidencia de la senescencia del tejido adiposo de pacientes
obesos ya se habia determinado anteriormente, un hallazgo principal de este trabajo es que
se propone a DPP4 como un nuevo factor que conectaria la respuesta senescente desde la

grasa al deterioro de la pared vascular.

Como farmacélogos, un objetivo esencial de la tesis doctoral ha sido determinar en qué
medida los inhibidores de DPP4 pueden presentar potencial terapéutico para frenar el
envejecimiento vascular prematuro. En nuestros experimentos, linagliptina previno la
senescencia y la disfuncion endotelial inducida por sDPP4 y mejord la reactividad vascular de
los microvasos de pacientes obesos. En trabajos previos se ha descrito la capacidad
vasodilatadora de las gliptinas, en todos los casos atribuida a un mecanismo mediado por
GLP-1 (Aini et al., 2019; Zhu, Li, Mei et al,, 2019), sin evaluar un posible efecto directo de
sDPP4 sobre la vasculatura. Sin embargo, en arterias mesentéricas de ratén, nuestro grupo
habia comprobado anteriormente que el efecto de sDPP4 sobre la funcion vascular no
depende de las incretinas (Romacho et al., 2016). Esto podria ocurrir asimismo con respecto
al efecto pro-senescente de DPP4, en linea con otros de sus efectos independientes de
incretinas a nivel cardiovascular (R6hrborn et al., 2015), lo que ratificaria la implicacién directa

de DPP4 como inductor de envejecimiento vascular.

Aunque se ha demostrado que los inhibidores de DPP4 ejercen efectos antiinflamatorios,
antiproliferativos e incluso antisenescentes /n vitro (Bi et al., 2019; Wronkowitz et al., 2014),
no hay apenas evidencias sobre sus posibles beneficios /in vivo en el contexto del
envejecimiento. Se ha descrito que el tratamiento con linagliptina decelera la progresion del
envejecimiento prematuro en un modelo de raton (Hasegawa et al., 2017), y que los ratones
obesos tratados con inhibidores de DPP4 presentan una mayor esperanza de vida (Zhu, Li,
Xiang et al, 2019). En pacientes de avanzada edad con DMT2, con o sin Alzheimer, el

tratamiento con gliptinas mejora el deterioro cognitivo (Isik et al., 2017). Ademas, diversos
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ensayos clinicos en curso, como el estudio SAVORO, podran arrojar mas luz sobre el efecto
de saxagliptina en la preservacién de la funcidén arterial en pacientes obesos sin
enfermedades cardiovasculares. Por el momento, no hay ensayos clinicos en marcha para
dilucidar si las gliptinas pueden reducir los signos de envejecimiento vascular acelerado en
humanos. Sin emabrgo, a la luz de los resultados de este trabajo, la adipoquina sDPP4
emerge como un nuevo efector de envejecimiento vascular acelerado y, por tanto, las
gliptinas podrian presentar una herramienta farmacoldgica prometedora para preservar e
incluso mejorar la funciéon endotelial asociada a la diabesidad y retrasar el envejecimiento

inflamatorio a nivel vascular.
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Figura 50. La adipoquina sDPP4 induce senescencia y disfuncion endotelial en el contexto de las
enfermedades metabdlicas. A través de la activacién del eje PAR2-COX-2-TP, del inflamasoma NLRP3 y de
la produccién de IL-1f3, sDPP4 promueve la parada del ciclo celular, deteriora la relajacion vascular e induce
la expresién de marcadores pro-senescentes y proinflamatorios. En el contexto mas complejo del tejido
humano, la adipoquina sDPP4 se presenta como un factor relevante que relaciona el estado pro-senescente
y proinflamatorio en el tejido adiposo visceral con la disfuncion endotelial observada en la obesidad. Los
efectos de sDPP4 pueden prevenirse con el uso de farmacos empleados en clinica como los inhibidores de
su actividad enzimatica (linaglipina), y los farmacos dirigidos frente a IL-1f (anakinra).
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Conclusiones

Las principales conclusiones derivadas de este trabajo son:

1. La adipoquina sDPP4 induce senescencia endotelial en células endoteliales humanas
en cultivo, causando dafio en el ADN y aumento en la expresién de marcadores de
arresto del ciclo celular.

2. La adipoquina sDPP4 deteriora la relajacién dependiente de endotelio en respuesta
a bradiquinina de microarterias de resistencia humanas.

3. La adipoquina sDPP4 sirve como sefial para activar el inflamasoma NLRP3 en células
endoteliales humanas en cultivo a través del eje PAR2-COX-2-TP.

4. Laaccion de sDPP4 induciendo senescencia endotelial /n vitroy disfuncién endotelial
ex vivo esta mediada por un mecanismo comun que depende de la actividad
enzimatica de DPP4 y la activacion secuencial del eje PAR2-COX-2-TP y del
inflamasoma NLRP3.

5. Los pacientes obesos participantes en el estudio presentan una funcion vascular
significativamente deteriorada en comparacion con el grupo de sujetos control no
obesos. El deterioro de la funcién de microvasos mesentéricos humanos en los
pacientes obesos se asocia positivamente con el indice de masa corporal y la
expresion aumentada de DPP4 en el tejido adiposo visceral adyacente.

6. La expresion aumentada de DPP4 a nivel de la grasa visceral de pacientes obesos, se
asocia positivamente con un ambiente pro-senescente y proinflamatorio local.

7. La inhibicion de DPP4 con linagliptina o el bloqueo del eje PAR2-COX-2-TP revierte
la disfuncién vascular de las microarterias de pacientes obesos, mientras que el
bloqueo del ensamblaje del inflamasoma NLRP3 o el antagonismo del receptor de

IL-1 no modifica la reactividad vascular deteriorada en estos pacientes.
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Conclusions

The main conclusions derived from this study are:

1. sDPP4 triggers endothelial senescence in cultured human endothelial cells, inducing
DNA damage and the overexpression of cell cycle arrest markers.

2. sDPP4 impairs endothelium-dependent relaxation in response to bradykinin of
human isolated resistance microarteries.

3. sDPP4 induce both phases of NLRP3 inflammasome activation in cultured human
endothelial cells through activation of PAR2-COX-2-TP axis.

4. sDPP4-induced endothelial senescence /in vitro and endothelial dysfunction ex vivois
mediated by a common molecular pathway involving DPP4 enzymatic activity and
the sequential activation of PAR2-COX-2-TP axis and NLRP3 inflammasome
machinery.

5. Obese patients in the cohort of study display an impaired vascular function in
comparison to control non-obese counterparts. The impaired vascular function of
microvessels from obese patients is positively associated with the body mass index
and the enhanced expression of DPP4 in the visceral adipose tissue in close proximity.

6. The enhanced expression of DPP4 in the visceral adipose tissue from obese patients
is positively associated with a local pro-senescent and pro-inflammatory
microenvironment.

7. DPP4 inhibition with linagliptin or pharmacological blockade of PAR2-COX-2-TP axis
reverts the vascular dysfunction elicited by the microvessels from obese patients,
whereas the blockade of NLRP3 inflammasome assembly or antagonism of IL-1

receptor cannot modify the impaired vascular reactivity in these patients.
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Anexos

Anexo 1

Valores medios de pEC50 calculados en respuesta a la relajacidon con BK de las arterias mesentéricas aisladas de biopsias de omento del grupo de sujetos
control y pacientes obesos en respuesta a los tratamientos indicados. *p<0,05 frente al valor del grupo control no tratado; #p<0,05 frente al tratamiento
con sDPP4 en el grupo control; $p<0,05 frente al valor del grupo de obesos no tratado, determinado por ANOVA de una via. n: nimero de segmentos
arteriales, p: numero de pacientes.

VALORES MEDIOS DE pEC50 CALCULADOS EN RESPUESTA A BRADIQUININA

Segmentos arteriales del grupo de sujetos control Segmentos arteriales del grupo de pacientes obesos

sDPP4 200 ng/ml ex vivo

Linagliptina] GB83
10 nmol/I

SQ 29,548 | MCC950 | Anakinra
10 umol/I 1 pg/ml

Linagliptina SQ 29,548 |MCC950}Anakinra
10 nmol/l §10 pmol/I} 10 pmol/l }1 umol/I} 1 ug/ml

Control Linagliptina| GB83 | 5Q 29,548 | Mcc950 | Anakinra Control

10 nmol/l | 10 ymol/l | 10 pmol/I | 1 pymol/I | 1 pg/ml

10 umol/I 1 umol/I

Media | 752 588* 744* 757* 761%  792% 722* 75* 7,93 * 78% 755* 780 | 610* 830°% 754°% 7,159 563 535

EEM | 0,177 0,19 0,29 0,22 0,18 0,46 0,27 0,45 0,14 0,20 0,45 0,16 0,35 0,23 0,34 033 035
n 29 20 5 11 8 6 5 5 4 3 2 1 27 5 11 8 6 4
p 13 13 3 6 5 4 3 3 4 3 1 1 12 3 5 4 4 3
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Anexo 2

Valores medios de contraccion maxima (mN) alcanzados en respuesta a 35 mmol/I KCl de las arterias mesentéricas aisladas de biopsias de omento del
grupo de sujetos control y pacientes obesos en respuesta a los tratamientos indicados. n: nUmero de segmentos arteriales, p: nimero de pacientes.

VALORES MEDIOS DE CONTRACCION MAXIMA (mN) EN RESPUESTA A KCI

Segmentos arteriales del grupo de sujetos control -Segmentos arteriales del grupo de pacientes obesos

sDPP4 200 ng/ml ex vivo

GB83
10 pmol/I

SQ 29,548 | MCC950 | Anakinra
10 umol/I

Linagliptina SQ 29,548 |MCC950]Anakinra|

10 pmol/I |1 pmol/Iy 1 pg/ml

Control
1 pg/ml | 10 nmol/I

Linagliptina] GB83
Control Linagliptinal ~ GB83 SQ 29,548 | MCC950 | Anakinra 10 nmol/I

10 nmol/l | 10 pmol/l | 10 pmol/I | 1 pmol/I | 1 pg/ml

10 umol/I 1 pmol/I

Media | 8,68 9,05 11,99 9,44 10,94 3,59 5,82 11,09 10,57 11,94 712 1017 | 9,55 8,47 7,25 10,54 9,78 11,74

EEM | 081 091 233 1,27 0,76 0,88 1,18 2,85 1,75 0,81 0,94 - 0,89 1,78 1,14 1,26 1,17 1,46
n 29 20 5 11 8 6 5 5 4 3 2 1 27 5 11 8 6 4
P 13 13 3 6 5 4 3 3 4 3 1 1 12 3 5 4 4 3
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