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Luis Alberto Haro Durand MSc., PhD.
Laboratorio de Patologia y Farmacologia Molecular IByME-CONICET. E-mail: harodurand.luis@gmail.com

~

Introduccion

El desarrollo de heridas cronicas es una complicacion frecuente en
pacientes diabéticos. Una de las principales causas de esta

complicacion es el fallo en el proceso normal de reparacion tisular

asociada a wuna angiogénesis disminuida que se manifiesta
principalmente por disfuncion endotelial y de fibroblastos debido a
hiperglucemia cronica. En este sentido es de interés biomédico el

estudio de diferentes alternativas terapéuticas destinadas a favorecer

el proceso reparativo de tejidos vascularizados en pacientes
diabéticos. El manganeso (Mn?*) es un idn bioactivo que cumple una
importante funcion en condiciones de estrés oxidativo, ya que es un
cofactor esencial de la principal enzima antioxidante mitocondrial
SOD, que convierte al superoxido en peroxido de hidrogeno (H,0,), y a
este en oxigeno molecular (O,). Se ha propuesto que el Mn?%*, ademas,
tendria funcion en procesos de reparacion de tejidos, pero los
trabajos relacionados son muy escasos y aun no existen estudios que
evaluen el potencial proangiogénico y expliquen los mecanismos
celulares y moleculares por medio de los cuales el Mn?* podria

modular |la respuesta de las células endoteliales y fibroblastos vy

contribuir asi al éxito del proceso reparativo bajo condiciones de HG
cronica. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el potencial
reparativo in vitro de iones Mn?* sobre cultivos primarios de células
endoteliales (HUVECs) y fibroblastos dérmicos (DFs) sometidos a HG

Resultados

Se demuestra que el estimulo con 100 umol/L de MnCl, incrementa
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significativamente |a tasa de proliferacion (Figura 1, 2, 3), migracion
(Fig. 4) y formacion de tubulos in vitro (Fig. 5), tanto en células
endoteliales como fibroblastos HGs. Por otro lado, el analisis de
homogenizados de HUVECs HGs mostro, aumento en los niveles de
fosforilacion de ERK 1/2: indicador de activacion de vias
mitogénicas, disminucion de los niveles relativos de caspasa-3
clivada; ejecutor de muerte por apoptosis y disminucion de los
niveles de expresion relativa de Bax; un regulador pro-apoptotico
(Fig. 6). Por ultimo, se evidencio que cultivos de HFs HGs vy co-
estimulados con 100 umol/L de MnCl, conservan un mayor numero
de células bipolares o multipolares y con morfologia elongada,
indicadores del estado de salud celular, en comparacion con el grupo
control y el grupo control no tratado con MnCl, (Fig. 7).
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Figura 1: Respuesta proliferativa de las células (a) HUVECs y (b) fibroblastos normoglucémicos a las 48 h post-estimulacidon con
diferentes concentraciones de MnCl, (prom+DS; *p<0.05, **p<0.01 Vs M199, n=3).

(35 mmol/L D-Glucosa).

Metodologia

La disfuncion celular que experimentan las células endoteliales vy
fibroblastos debido a hiperglucemia cronica, se manifiesta
principalmente como: alteracion y arresto del ciclo celular, pérdida de
la capacidad de migracion, insensibilidad a factores de crecimiento y
apoptosis patologica.

Respuesta celular: células endoteliales (HUVECS) y fibroblastos
dérmicos (DFs) fueron crecidos en condiciones de hiperglucemia (HG:
35 mmol/L D-glucosa), durante 7 dias y luego estimulados con 100
umol/L de MnCl,. La capacidad reparativa in vitro se estudio mediante
ensayos de proliferacion, migracion y formacion de tubulos sobre
Getrex™. Se analizd, también, el aspecto celular de fibroblastos;
forma y apariencia como indicadores del estado de salud celular.
Como controles se utilizé: 5.5 mmol/L de D-glucosa (control
normoglucémico), NaCl, factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEFG), factor de crecimiento de fibroblastos (bFGF), factor de
crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF), Factor de necrosis tumoral (TNF-a) y metformina
(Metf.).

Respuesta molecular: monocapas de células HUVECs hipergulcémicas
(HGs) fueron estimuladas durante 24 h con 100 umol/L de MnCL..
Post-estimulacion las células fueron homogenizadas y mediante
Western blot se analizd la expresion y activacion de proteinas
vinculadas a proliferacion y apoptosis.
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Figura 2: Respuesta proliferativa de HUVECs HGs a diferentes
factores de crecimiento y citoquinas pro-angiogénicas a las
48 h post-estimulacion (promzDS; *p<0.05 Vs grupos de
tratamientos, n=3.
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Figura 4: (a) Microfotografias que muestran tubulos formados
sobre Geltrex™. Note la mayor densidad de tubulos para el
estimulo con 100 umol/L de Mn?*. Las flechas blancas sefialan
los tubulos observados. M.O: X100. (b) Las barras representan el
numero promedio de tubulos formados sobre la matrizalas 6 h
post-estimulacion. (prom#DS, *p<0.05, n=3).
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Figura 6: Western blot y densitometria de bandas para los
niveles de fosforilacion de ERK 1/2, los niveles relativos de
caspasa 3 clivada y Bax en homogenizados de células
endoteliales HGs, post-estimuladas durante 24 h con 100
umol/de MnCl, (PromzDS, *p<0.05, n=3).
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Figura 3: Respuesta proliferativa de HUVECs HGs pre-tratadas
con Mn?* a tres factores de crecimiento proangiogénicos
(VEGF, bFGF o EGF). (prom+DS; *p<0.05) (s/Mn?*: HUVECs no-
tratadas con Mn?*, ¢/Mn?*: HUVECs pre-tratadas durante 48 h
con Mn?*).
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Figura 5: Microfotografias que muestran el area de la
herida recubierta por células (a) HUVECs y (b) fibroblastos
HGs a las 8 y 12 h post-estimulacidon respectivamente con
100 umol/L de MnCl,. M.O: X100. Las barras representan el
promedio del porcentaje de recubrimiento (%R), de (c)
HUVECs y (d) fibroblastos HGs a las 8 y 12 h post-
estimulacion. (Prom+DS, *p<0.05, n=3).

Figura 7: Microfotografias que muestran el aspecto de
fibroblastos hiperglucémicos post-tratados con Mn?* durante
48 h. Noétese la menor densidad de células adheridas a Ia
superficie de los pocillos y una mayor densidad de células
desprendidas (puntas de flecha) y restos celulares (flechas) en
los grupos controles en comparacion con el grupo tratado con
MnCl, M.O 100X

-

Conclusiones: el Mn?* tendria potencial reparativo ya que modularia positivamente la respuesta de las células endoteliales y fibroblastos
niperglucémicos y podria ser considerado como una alternativa terapéutica econdmica y promisoria para restaurar la integridad tisular en heridas

ootencialmente cronicas de pacientes diabéticos.
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