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PALABRAS CLAVES RESUMEN

lon Manganeso (Mn2+) La disfuncién endotelial inducida por hiperglucemia crénica es un factor clave en las
Disfuncién Endotelial complicaciones vasculares de la diabetes. En este estudio se evalud el potencial pro-angiogénico
Angiogénesis del ion manganeso (Mn2*) sobre cultivos de células endoteliales humanas (HUVECs) sometidas a
Hiperglucemia condiciones de hiperglucemia (30 mmol/L de D-glucosa durante 7 dias). Se realizaron ensayos de

proliferacién, migracion, tubulogénesis y analisis de la expresion de marcadores mitogénicos y
apoptoticos. Los resultados mostraron que el tratamiento con 100 umol/L de Mn2* aumentd
significativamente la proliferacidn y migracién celular. Ademas, el ion promovié la formacion de
estructuras tubulares sobre Geltrex™ en condiciones de hiperglucemia, superando en un 300%
la capacidad observada en normoglucemia. El tratamiento también incrementé los niveles de
PERK, un marcador mitogénico y disminuyo los niveles de Bax y caspasa-3 clivada, marcadores
pro-apoptdticos. En conclusion, el ion Mn2* mostré potencial para revertir la disfuncion
endotelial y promover la angiogénesis en condiciones hiperglucémicas. Esto sugiere que el ion
Mn2* podria ser utilizado en estrategias terapéuticas regenerativas para enfermedades
vasculares relacionadas con la diabetes.

Manganese ion as a pro-angiogenic agent in diabetic endothelial

dysfunction
KEYWORDS ABSTRACT
Manganese lon (Mn2+) Chronic hyperglycemia-induced endothelial dysfunction is a key factor in the vascular
Endothelial Dysfunction complications of diabetes. In this study we evaluated the pro-angiogenic potential of manganese
Angiogénesis ion (Mn2*) on cultured human endothelial cells (HUVECs) subjected to hyperglycemia conditions
Hyperglycemia (30 mmol/L D-glucose for 7 days). Proliferation, migration, tubulogenesis and analysis of the

expression of mitogenic and apoptotic markers were performed. The results showed that
treatment with 100 pumol/L Mn2* significantly increased cell proliferation and migration. In
addition, the ion promoted the formation of tubular structures on Geltrex™ under
hyperglycemia conditions, exceeding by 300% the capacity observed in normoglycemia. The
treatment also increased the levels of pERK, a mitogenic marker, and decreased the levels of Bax
and cleaved caspase-3, pro-apoptotic markers. In conclusion, Mn2* ion showed potential to
reverse endothelial dysfunction and promote angiogenesis under hyperglycemic conditions. This
suggests that MnZ* ion could be used in regenerative therapeutic strategies for diabetes-related
vascular diseases.
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1. Introducciéon

La angiogénesis es un proceso biolégico mediante el
cual se forman nuevos vasos sanguineos a partir de
vasos preexistentes, y juega un papel fundamental
en la reparacién de tejidos, la cicatrizacién de
heridas y el desarrollo de 6rganos. Ademas, también
estad involucrada en procesos patoldgicos como el
crecimiento tumoral y las enfermedades
cardiovasculares (Carmeliet, 2011; Okonkwo y
DiPietro, 2017; Ambrose, 2017).

La hiperglucemia crénica es un factor clave en la
disfuncién endotelial observada en pacientes
diabéticos (Kolluru et al., 2012; Okonkwo y DiPietro,
2017; Clyne, 2021). A concentraciones elevadas de
glucosa (>25 mmol/L), las células endoteliales
experimentan estrés oxidativo, disfuncion
mitocondrial y activacion de vias de sefalizacion
proinflamatorias (Clyne, 2021; Baldassarre et al.,
2021; An et al., 2023). Dicho entorno, provoca una
reduccion de la capacidad de proliferaciéon y
migracion, junto con una alteracion en la produccién
de factores de crecimiento, como el VEGF (factor de
crecimiento endotelial vascular), y la induccién de
apoptosis. Estas condiciones recrean un escenario
similar al de la microangiopatia diabética (Madonna
et al., 2017; Oliveira Volpe et al., 2018; Al-Kharashi,
2018).

En este sentido, el desarrollo e investigacion de
nuevas sustancias bioactivas que permitan restaurar
la integridad vascular en pacientes diabéticos
mediante la modulacién del estrés oxidativo y la
promocién de la angiogénesis, y que reunan las
caracteristicas de ser seguras, efectivas y accesibles,
constituye un area de investigacion que se encuentra
en crecimiento (Senaetal., 2018; Fadilah et al., 2023;
Perez-Araluce et al., 2024; Jin y Kan, 2024). Los iones
bioactivos son atomos o moléculas (aniones o
cationes), que dentro de cierto rango de
concentracion tienen la capacidad de estimular
respuestas celulares y moleculares clave que regulan
la expresion génica, la activacion de vias de
sefializacidn y el control del ciclo celular. Estos iones
desempefian un papel muy importante en una
variedad procesos fisioldgicos, incluida la formacion
de huesos, la reparacién de tejidos y la respuesta
inmunolégica. A menudo se incorporan en
biomateriales como implantes, materiales de relleno
y/o matrices biopoliméricas para mejorar sus
propiedades bioldgicas o la interaccion de los
materiales con los tejidos (Mourifio et al., 2012; Lin
et al., 2019; Pantulap et al., 2022).

El manganeso (Mn) es un metal de transicidn
presente en cantidades trazas en el organismo vy
cumple funciones biolégicas cruciales como Ia
regulacién de la glucosa en sangre, el balance
energético y el desarrollo 6seo. Debido a su
naturaleza quimica, el ion Mn?* actia como cofactor
esencial de la enzima mitocondrial superdxido
dismutasa (MnSOD), que convierte el superdxido
(02) en peréxido de hidrégeno (H,0,), el cual
posteriormente es degradado por catalasas o
peroxidasas (Culotta y Daly, 2013; Chen et al., 2015).
Si bien se ha propuesto que el ion Mn?* tendria
funcidn en procesos de reparacion de tejidos (Hreha
et al., 2015; Barrioni et al., 2019; Westhauser et al.,
2020, Pantulap et al., 2022), los trabajos
relacionados son escasos y aun no existen estudios
que evalien el potencial pro-angiogénico en
modelos in vitro que reproduzcan las condiciones de
hiperglucemia crénica que experimentan los
pacientes diabéticos.

Dentro de este contexto, el objetivo del presente
estudio fue evaluar el potencial pro-angiogénico del
ion Mn2* en cultivos de células endoteliales HUVECs
crecidas en condiciones de hiperglucemia crénica.

2. Materiales y métodos

Cultivo de células endoteliales

Para los ensayos in vitro se utilizaron células
endoteliales derivadas de la vena del corddn
umbilical humano (HUVECs, del inglés Human
Umbilical Vein Endothelial Cells). Las HUVECs fueron
cultivadas entre los repiques +3 y +8 en frascos T75
(156800, Thermo Fisher Scientific) en medio M199
(M5017, Sigma-Aldrich) con 10% de suero fetal
bovino (SFB) (M199+10% SFB) y 50 pg/mL de
gentamicina, suplementado con bFGF y VEGF en una
concentracion final de 2 ng/mL y 10 ng/mL
respectivamente y mantenidas en incubadora
gaseada con 5% de CO; en aire a 379C.

Establecimiento del modelo in vitro de hiperglucemia

Las células HUVECs fueron sembradas en placas de
cultivo de 10 mm de didmetro (664160 Grainer-Bio
One) y cultivadas durante 7 dias en medio de cultivo
M199+10%  SFB  suplementado con alta
concentracion de  glucosa  (condicion  de
hiperglucemia: HG = 30 mmol/L de D-glucosa)
(608203, Sigma-Aldrich) o con baja concentracion de
glucosa (condicién de normoglucemia: NG = 5,5
mmol/L de D-glucosa) (Ido et al., 2002; Zhang et al.,
2016; Sayed et al., 2023; Wang et al., 2024). Luego
de 7 dias de incubacidn, las células fueron lavadas,
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tripsinizadas, contadas en camara de Neubauer y
utilizadas para los ensayos propuestos. Como control
osmoético se utilizaron células HUVECs crecidas
durante 7 dias con 30 mmol/L de D-manitol (M4124,
Sigma-Aldrich).

Fuente de iones Mn?*

Como fuente de iones Mn?*, se utilizd cloruro de
manganeso (MnCl;) comercializado por la empresa
Merck (244589, Sigma-Aldrich). Como primer paso,
se obtuvo una solucion stock de 100 mmol/L de
MnCl; en H,0 destilada. A partir de esta solucién se
condiciond el medio de cultivo M199 en todos los
ensayos. Teniendo en cuenta que la concentracion
de CI" en el medio de cultivo M199 base es de 0,12
mol/L, consideramos que la cantidad de Cl" aportada
por el MnCl; al medio M199 en los distintos ensayos,
fue minima y no tuvo impacto significativo en los
resultados.

Ensayos de citotoxicidad

Se sembraron 10.000 células HUVECs por pocillo en
placa de 96 pocillos (greiner BIO ONE 651180) en 100
pL de M199 con 2% de SFB (M199+2% SFB). Una vez
alcanzada la adherencia total de las células a la
superficie de los pocillos, el medio fue removido y
remplazado con medio M199+10%  SFB
suplementado con concentraciones crecientes de
MnCl, entre 0 y 300 umol/L. Luego de 24 horas se
recuperaron los sobrenandantes de cultivo y los
mismos se utilizaron para detectar mediante un kit
comercial, lactato deshidrogenasa liberada al medio
de cultivo (CyQUANTTM LDH Cytotoxicity Assay Kit,
Invitrogen-C20300).

Ensayo de proliferacion

Células HUVECs crecidas en condiciones de
hieperglucemia fueron sembradas en placas de 96
pocillos a una densidad de 8.000 células/pocillo, en
100 pL de medio M199 con 2% de SFB. Luego de 12
horas, se removié el medio y las células fueron
tratadas durante 48 horas con 150 pL de M199+10%
SFB suplementado con diferentes concentraciones
de MnCl, de entre 0 y 200 umol/L. Luego de las
primeras 24 horas, se afiadieron 25 L por pocillo de
medio M199+10% SFB, conteniendo metil-[3H]-
timidina a una concentracion final 2,5 pCi/mL. El
ensayo se detuvo a las 24 horas mediante la adicion
de 50 pL de cloruro de guanidinio 6M vy las células se
lisaron completamente mediante 3 ciclos de
congelacién y descongelacion. El ADN celular fue
recogido con filtros Whatman GFC mediante un
cosechador (Cell Harvester 8, Nunc), fijado con
etanol 96%, secado al aire y la radioactividad

incorporada, se determiné en presencia de 1 mL de
solucién centelladora (OptiPhase Hi Fase 3, Wallac
Scintillation Products) en un contador de centelleo
liquido (Packard 1600 TR, Canberra Company).

Ensayo de Migracion

Células HUVECs/HG fueron sembradas a confluencia
en placas de cultivo de 24 pocillos (greiner BIO ONE
662160) en M199 con 2% de SFB. Luego de
asegurada su adherencia a la superficie de los
pocillos, se realizé una “herida” con una punta de tip.
Las células fueron lavadas tres veces con PBS para
remover restos celulares y células desprendidas y se
cultivaron durante 8 h en medio M199+10% SFB
suplementado con 100 pmol/L de MnCl,. Se tomaron
imagenes fotograficas inmediatamente luego de
realizada la “herida” alas 0 horas y luego de 8 horas.
La migracién celular fue cuantificada utilizando un
analizador de imagenes (Image J). El promedio del
area de la “herida” se expresé como el porcentaje de
recubrimiento (% R) de 3 pocillos tratados de la
misma manera usando la ecuacion (1):

% R = [1-(T/To)] x 100]

donde Tp es el area de la “herida” alas O horasy T es
el drea de la “herida” a las 8 horas. Como control
absoluto se utilizaron HUVECs crecidas en
condiciones de normoglucemia y como control
positivo se utilizaron HUVECs crecidas en
condiciones de hiperglucemia y tratadas con 10
ng/mL de VEGF.

Ensayo de tubulogénesis

Para el ensayo de tubulogénesis, 60 uL de Geltrex™,
reducido en factores de crecimiento, (A1569601,
Thermo Fisher Scientific) fueron colocados por
pocillo en placas de 96 pocillos. Luego, la placa se
incubd durante 30 minutos a 37° C para facilitar la
solidificacidn de la matriz. Luego de la solidificacion,
se sembraron 10.000 células HUVECs crecidas en
condiciones de hiperglucemia sobre la superficie de
la matriz en 150 pL de M199+10% SFB suplementado
con 100 umol/L de MnCl,. El ensayo fue monitoreado
cada 2 horas durante un periodo de 6 horas. Al final
del ensayo, las células fueron analizadas bajo
microscopia 6ptica y se tomaron fotografias de 3
areas dentro del pocillo. Usando el programa Image)
se cuantificé el nimero de estructuras tubulares
completamente formadas en cada area fotografiada.
Como control absoluto se utilizaron HUVECs crecidas
en condiciones de normoglucemia y como control
positivo se utilizaron HUVECs crecidas en
condiciones de hiperglucemia y tratadas con 10
ng/mL de VEGF.
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Western blot

Monocapas de células HUVECs/HG fueron
estimuladas durante 24 horas con M199+10% SFB
suplementado con 100 umol/L de MnCl,. Luego de
24 horas las células fueron homogenizadas en 1X SDS
sample buffer (composicion: 62,5 mM Tris-HCI, 2%
w/v SDS, 10% glycerol, 50 mM DTT, 0,01% w/v
bromophenol blue). 30 pL de muestra fueron
cargadas en un gel de poliacrilamida y corridas en
buffer 0.025 M Tris, 0.192 M glicina, 0.1% SDS en una
celda de electroforesis (Mini-Protean® Il, Bio-Rad).
Las proteinas separadas fueron transferidas a una
membrana de nitrocelulosa (Hybond, Amersham
Biosciences 0.45 um RPN303D) a 100 V, durante 1 h
a 4°C en una celda de transferencia electroforética
(Mini-Trans-Blot, Bio-Rad). Luego de la transferencia,
las membranas fueron bloqueadas 1 hora a
temperatura ambiente en buffer tris con 5% (p/v) de
leche descremada en polvo y 0.05 % (v/v) de Tween-
20. Las membranas fueron incubadas durante toda
la noche con el anticuerpo primario correspondiente
anti-pERK (#9101, Cell Signaling Technology), anti-
ERK (#9102, Cell Signaling Technology), anti-caspasa
3 clivada (#9661, Cell Signaling Technology), anti-
caspasa 3 (sc-271028, Santa Cruz Biotechnology),
anti-Bax (sc-70408, Santa Cruz Biotechnology) y anti-
B-tubulin (ab179513, abcam). Como control de peso
molecular se utilizé el ECL-Rainbow Marker-Full
range (GERPN80OE, Amersham). La deteccidn se
llevé a cabo con del anticuerpo secundario anti-
conejo (P1-1000-1, Vector Laboratories) o anti-raton
(P1-2000-1, Vector Laboratories) conjugados a
peroxidasa y en presencia de una solucidén
quimioluminiscente sustrato de la peroxidasa
(ECLTM, Amersham Biosciences). Como control
positivo se utilizaron HUVECs crecidas en
condiciones de hiperglucemia y tratadas con 10
ng/mL de VEGF.

Andlisis estadistico

Todos los ensayos se realizaron por triplicado. Los
resultados fueron analizados estadisticamente
suponiendo un a=0,05 y $=0,10. Para todos los datos
se calculd el promedio * la desviacion estandar. Los
resultados fueron analizados mediante prueba de t-
student y analisis de la varianza (ANOVA) y como
prueba post-hoc se utilizé la de Bonferroni.

3. Resultados y Discusion

Rango de concentracién no citotéxico del ion Mn?*

Para determinar el rango de concentracion no
citotéxico del ion Mn?, las células HUVECs fueron

tratadas con concentraciones crecientes de MnCl;
entre 0 y 300 umol/L. Como se observa en la Figura
1, la actividad de LDH en el medio de cultivo
permanecio invariable entre las concentraciones de
0 a 200 umol/L de MnCls. Sin embargo, a 250 umol/L
se observé un aumento significativo de un 25% en la
actividad de LDH (p< 0,05) tras 24 horas de
tratamiento. Con base en estos resultados, se definid
como rango de concentracién no citotdxico para el
ion Mn2* aquel entre 0 y 200 pmol/L. Este intervalo
se encontré por debajo de las concentraciones
citotdxicas descriptas en bibliografia y por encima de
la concentracién normal de Mn* en sangre
(Milatovic et al., 2007; Peres et al., 2013; O’Neal &
Zheng, 2015). Este ensayo muestra que el ion Mn?*
es bien tolerado por las células HUVECs en
concentraciones de hasta 200 umol/L. A 250 umol/L,
se observa un aumento significativo del 25% en la
actividad de LDH, indicando posible citotoxicidad a
dosis mas altas. Sin embargo, es importante destacar
que la actividad de LDH en concentraciones
superiores a 200 umol/L de MnCl,, sigue siendo
relativamente baja en comparacién con el control
positivo (tratamiento con agente litico: LDH+).
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Figura 1: Niveles promedio de lactato deshidrogenasa (LDH)
liberada al medio de cultivo tras 24 horas de tratamiento con Mn?*
en diferentes concentraciones de MnCl,. Los valores se expresan
como media * desviacion estandar. (*p < 0,05) indica un aumento
significativo en la actividad de LDH comparado con el control (0
umol/L de MnClz). (**p<0,01) indica un aumento altamente
significativo comparado con el control (0 umol/L de MnClz).

Proliferacion celular bajo condiciones de
hiperglucemia y efecto del ion Mn?*

Se postula que el aumento en las especies reactivas
del oxigeno (ROS) inducido por hiperglucemia
crénica contribuye significativamente a la disfuncion
endotelial al inhibir la proliferacion y migracion
celular, atenuar la respuesta a factores de
crecimiento y promover la expresién de marcadores
pro-apoptoticos (Ido et al., 2002; Thomson et al.,

REVISTA INGENIERIA Y CIENCIAS APLICADAS | CC BY-NC-SA 4.0 | ISSN 2796-9444

4


about:blank

7RicAp

Revista Ingenieria y Ciencias Aplicadas
ISSN 2796-9444 / Num. 2. Vol. 4 - 2024
https://revistas.uncu.edu.ar/ojs3/index.php/revicap

2006; Yu et al., 2006; Arya et al., 2012; Moriya y
Ferrara, 2014).

En nuestro estudio, HUVECs tratadas durante 7 dias
con 30 mmol/L de D-glucosa presentaron una
reduccién significativa del 50% en la proliferacién
basal en comparacion con las células crecidas en
condiciones de normoglucemia (5,5 mmol/L de D-
Glucosa) (p<0,05) (Figura 2a). Esta respuesta refleja
los efectos nocivos especificos de la glucosa ya que
el control osmético con 30 mmol/L de D-Manitol no
mostroé alteracidn de la proliferacion basal.

Para explorar el posible efecto pro-angiogénico del
ion Mn?* en el contexto de hiperglucemia, las células
HUVECs fueron expuestas a concentraciones
crecientes de MnCl, (0 a 200 pmol/L) durante 48
horas. Luego se evalué la proliferacion celular
mediante incorporacién metil-[3H]-timidina. Como
muestra la figura 2b, se observd una respuesta
proliferativa dependiente de la dosis, con aumento
significativo entre 75 y 200 umol/L de MnCl,

1200,0

1000,0

800,0

600,0

400,0

Incoporacion de 3H-timidina

200,0

0,0

Incoporacién de 3H-timidina

(p<0,01), siendo 100 pmol/L una concentracion
6ptima dentro del rango no citotoxico.

Los resultados confirman que la hiperglucemia

cronica tiene un efecto negativo sobre Ia
proliferacion de células endoteliales, alinedandose
con estudios previos que demuestran que esta
condicién genera disfuncion endotelial (Hink et al.,
2003; Kolluru et al., 2012; Dymkowska et al., 2014).
La ausencia de efecto en el control osmético sugiere
que la inhibicién de la proliferacidn es consecuencia
directa de los efectos metabdlicos de la glucosa y no

de la presién osmética.

En cuanto al ion Mn?, la concentracién de 100
umol/L no solo resultd ser bioldgicamente activa,
sino que también mostrd capacidad para promover
la proliferacion bajo de
hiperglucemia. Este hallazgo sugiere un posible

celular condiciones
efecto pro-angiogénico aunque es necesario evaluar
con mas detalles los mecanismos involucrados a
nivel molecular (Barrioni et al., 2019; Westhauser et
al., 2020).

HUVECS/HG: 30 mmol/L D-Glucosa
1600,0 *%k k%
*%
1400,0 _L 1
- 1
1200,0
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600,0
400,0
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Figura 2: (a): Respuesta proliferativa de las células HUVECs pretratadas durante 7 dias con 30 mmol/L de D-glucosa o D-

manitol (control osmaético). Los valores se expresan como media * desviacidn estandar (*p < 0,05 en comparacion con 5,5

mmol/L de D-glucosa). (b): Respuesta proliferativa de HUVECs en condiciones de hiperglucemia tratadas durante 48 horas

con concentraciones crecientes de MnCl, dentro del rango no citotdéxico. Los valores se expresan como media * desviacién
estandar (*p < 0,05; **p < 0,01 en comparacion con el control 0 umol/L de MnCl5).

Efecto del ion Mn?* sobre la migracién celular en
condiciones de hiperglucemia

Para evaluar si el tratamiento con Mn?* puede

modular la migracion de células HUVECs en

condiciones de hiperglucemia, se realizé un ensayo
porcentaje de
de
tratamiento. Como se muestra en la Figura 3, el

de herida y se determind el

recubrimiento (%R) después de 8 horas

pretratamiento de células HUVECs con 30 mmol/L de
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D-Glucosa durante 7 dias redujo significativamente
el %R basal en comparacidén con las células crecidas
en condiciones de normoglucemia (5,5 mmol/L de D-
Glucosa) con una disminucion aproximada del 40%
(p<0,05). Sin embargo, esta reduccion fue revertida
tras 8 horas de tratamiento con 100 umol/L de Mn?*,
logrando un %R superior al 100% en comparacién
con las células HUVECs en condiciones de
hiperglucemia no tratadas (p<0.01). Como control
positivo, el tratamiento con VEGF incrementé el %R
en un 25% respecto a las células hiperglucémicas no
tratadas; sin embargo, este aumento no fue
estadisticamente significativo (Figura 3).

a

5,5 mmol/L D-glucosa 30 mmol/LD-glucosa 30 mmol/LD-glucosa

Nuestros resultados sugieren que el ion Mn?
promueve la migracién de células HUVECs expuestas
a hiperglucemia, lo que es relevante dado que la
capacidad migratoria de las células endoteliales se ve
comprometida bajo un estado de hiperglucemia
cronica (Kang et al., 2017; Sena et al., 2018; Wang et
al., 2021). Este hallazgo refuerza nuestra hipotesis de
que el Mn?* tendria potencial pro-angiogénico al
facilitar la migracién celular, un proceso esencial
para la formacién de nuevos vasos sanguineos
durante la angiogénesis (Chebassier et al., 2004).

30 mmol/LD-glucosa

30,0
20,0
*
10,0
0,0
o\'}

HUVECs HG: 30 mmol/L D-glucosa

%R

Figura 3: (a): Microfotografias que muestran el drea de la herida al tiempo 0y tras 8 horas de tratamiento con 100 umol/L de
Mn?*, Nétese el mayor recubrimiento del drea de la herida en las células tratadas con el ion en comparacion con los controles.
M.O. 100X. (b): El gréfico de barras representa el porcentaje promedio de recubrimiento del area de la herida después de 8
horas de tratamiento. Los valores se expresan como media * desviacion estandar (*p < 0,05 en comparacion con el grupo
normoglucémico, **p<0,01 en comparacién con el grupo hiperglucémico no tratado).

Efecto del ion Mn?** sobre la tubulogénesis en
condiciones de hiperglucemia

El ensayo de tubulogénesis en matrices 3D (como el
Geltrex™) es un modelo in vitro ampliamente
utilizado para estudiar la formacién de estructuras
capilares por células endoteliales como las HUVECs.
En este ensayo, las células se siembran en una matriz
rica en laminina y colageno tipo IV vy, bajo la
estimulacién adecuada, se organizan en redes
tubulares en 4 a 6 horas. Este ensayo permite evaluar
el efecto de diferentes compuestos en la
angiogénesis al cuantificar el nimero de estructuras
tubulares completamente formadas (DeCicco-
Skinner et al., 2014). En nuestras condiciones
experimentales la condicién de hiperglucemia (7

dias, 30 mmol/L de D-Glucosa) fue suficiente para
disminuir la formacién de estructuras tubulares en
un 25% (p>0,05) en comparacion con la condicion de
normoglucemia (7, dias, 5,5 mmol/L de D-Glucosa).
Sin embargo, bajo tratamiento con el ion Mn?* la
formacién de estructuras tubulares se incrementa
significativamente un 400% (p<0,01) superando
incluso a la condicién de normoglucemia en un 300%
mas (p<0,05). El tratamiento control con VEGF
también incrementd significativamente la formacién
de estructuras tubulares en la condicién de
hiperglucemia. Este incremento fue del 200%
(p<0,05) superando, también, a la condiciéon de
normoglucemia en un 100% m4s (Figura 4).
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Estos resultados destacan la capacidad del ion Mn?*
para promover la formacién de estructuras
vasculares en condiciones de hiperglucemia. El
incremento del 400% mas en la formacion de
estructuras vasculares sugiere que el Mn?* podria
compensar la disfuncion endotelial inducida por
hiperglucemia al potenciar la proliferacién vy

HUVECs HG: 5,5 mmol/L D-glucosa ~ HUVECs HG: 30 mmol/L D-glucosa

2

migracion celular. El efecto pro-angiogénico del Mn%

es comparable al observado con VEGF. Esto subraya
su potencial en estrategias terapéuticas para
estimular la angiogénesis bajo condiciones de
hiperglucemia como la que experimentan los
pacientes diabéticos.

50

No. de tabulos

HUVECs HG: 30 mmol/L D-glucosa

Figura 4: (a): Las microfotografias muestran la formacidn de estructuras tubulares sobre una matriz GeltrexTM después de 6
horas de tratamiento. Notese la mayor formacion de estructuras tubulares para la condicidn de hiperglucemia trata con el

ion Mn2*, (b): El gréfico de barras representa el promedio del nimero de estructuras tubulares completamente formadas

(flechas blancas) después de 6 horas de tratamiento. Los valores se expresan como media + desviacion estandar (*p < 0,05
en comparacion con la condicion de normoglucemia, **p<0,01 en comparacion con la condicion de hiperglucemia).

Efecto del ion Min?* sobre la expresién de marcadores
de proliferacion y apoptosis en condiciones de
hiperglucemia

Para evaluar si el ion Mn?* afecta la proliferacion y
apoptosis en células HUVECs expuestas a
hiperglucemia, se analizaron tres marcadores: (1)
pPERK como marcador mitogénico, (2) Bax como
regulador pro-apoptético, y (3) caspasa-3 clivada
como ejecutor de apoptosis. Como se muestra en la
Figura 5, el tratamiento con 100 pmol/L de Mn?*
incrementd los niveles de pERK en un 40% (p > 0,05)
en comparacion con la condicion de hiperglucemia
sin tratamiento, mientras que el VEGF no mostré
cambios significativos (Fig. 5a, 5b). El ion Mn?*
disminuyd significativamente la expresidon de Bax y
caspasa-3 clivada en un 60% y 30%, respectivamente
(p < 0,05). El tratamiento con VEGF también redujo

la expresion de Bax en 30% (p < 0,05) y de caspasa-3
clivada en 25% (p > 0,05) comparado con la condicion
de hiperglucemia sin tratamiento (Fig. 5a, 5c-d).

Estos resultados sugieren que el ion Mn?* modularia
tanto la proliferacion como la apoptosis en células
endoteliales expuestas a hiperglucemia,
promoviendo una respuesta mitogénica a través del
aumento de pERK y reduciendo la expresion de los
marcadores apoptdticos Bax y caspasa-3 clivada.
Esto sugiere que el Mn?* tendria potencial pro-
angiogénico en condiciones que normalmente
inhibirian la formacién de nuevos vasos. La
reduccion de Bax y caspasa-3 clivada refleja un
efecto similar al del VEGF, reforzando la hipétesis de
que Mn* podria ser utilizado en terapias
especialmente  en

angiogénicas, pacientes

diabéticos.
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Figura 5: (a): Densitometrias de bandas para la expresion relativa de pERK, Bax y caspasa-3 clivada luego de 24 horas de
tratamiento con el ion Mn2*, 5b-c: Graficos de barras para la expresion relativa de pERK (b), la expresion relativa de caspasa-
3 clivada (c) y la expresion relativa de Bax (d). Los valores se expresan como media + desviacién estandar (*p < 0,05 en
comparacion con la condicidn de hiperglucemia sin tratamiento). (Casp. 3: caspasa 3, Casp. 3 cliv.: caspasa-3 clivada).
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