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SUMMARY

Renal endothelial dysfunction and oxidative stress in obesity:
role of AMP-related kinase (AMPK)

AMPK is a key cellular energy sensor that is activated in energy deficiency states
to stimulate catabolic pathways such as glycolysis and B-oxidation of fatty acids and thus
obtain ATP that ensures homeostasis and cell survival (Hardie et al., 2016). In addition
to its role in metabolism, AMPK participates in the regulation of autophagy (Alers et al.,
2012), mitochondrial biogenesis (Zong et al., 2002) and vascular function (Salt & Hardie,
2017). AMPK is also involved in the regulation of ROS production derived from
NADPH oxidases and mitochondria in the vasculature (Wang et al., 2012), as well as in

the modulation of vascular inflammation (Katerelos et al., 2010).

The kidney is an organ with a high metabolic rate and energy consumption.
AMPK is abundantly expressed in the kidney and is implicated in the regulation of tubular
transport, lipids and glucose metabolism and podocyte function, among many other

functions (Hallows KR, 2010). However, its role in the renal vasculature is unknown.

Obesity is a public health problem of increasing prevalence worldwide and
represents a risk factor for the development of chronic kidney disease independently of
diabetes, hypertension and other comorbidities (De Vries et al., 2014). AMPK activity in
the kidney has been reported to be altered or decreased in metabolic diseases and has been
linked to diabetic and obesity- associated nephropathy. AMPK dysfunction in the kidney
is implicated in the processes leading to progressive and irreversible loss of renal function
in obesity, including alteration of lipid metabolism and lipotoxicity, alteration in tubular
transport, mitochondrial dysfunction, autophagy reduction, oxidative stress,
inflammation and renal fibrosis (Juszczak F, 2020). However, the role of AMPK in renal
vascular dysfunction has not yet been. Finally, activation of AMPK induces
renoprotective effects, becoming an interesting therapeutic target for the prevention of
metabolic diseases- related kidney injuries (Allouch & Munusamy, 2018).
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AIMS

This study sought to assess the role of AMPK in renal vascular function under
both physiological conditions and in obesity. The specific aims of the study were the

following:

1. To determine the effects of AMPK activation on renal vascular function of human
intrarenal arteries and arteries from Wistar rats.

2. To characterize the mechanisms of vascular action of AMPK in both renal
endothelium and vascular smooth muscle (VSM).

3. To analyze the interactions between AMPK and NADPH oxidases, enzymes that
generate reactive oxygen species in the vascular tissues of the kidney.

4. To assess the variations in the activity of AMPK in obesity and its relationship
with renal endothelial dysfunction, oxidative stress and inflammation in renal
arteries

5. To determine both the ex vivo and in vivo effects of a selective AMPK activator
on endothelial function, vascular oxidative stress and inflammation in models of

genetic obesity
METHODS

Functional responses to the selective AMPK activator A769662 were assessed in
intrarenal small arteries isolated from the kidney of Wistar rats, obese Zucker rats and
ob/ob mice, and human patients. The arteries were mounted in microvascular myographs
and intracellular calcium of VSM was simultaneously measured along with tension by
fluorometry-FURA-2 ratio. In vivo studies were performed in ob/ob mice, which were
treated with A769662 via i.p. for 4 days. Superoxide (O2") and H202 production derived
from NADPH oxidase were measured by chemiluminescence and fluorescence in renal
arteries and cortex. Expression of different proteins from endothelium, and inflammation

and oxidative stress markers were measured by Western Blot in renal arteries and cortex.

RESULTS

Activation of AMPK with A769662 induced a potent relaxation in isolated rat
renal arteries through endothelium-dependent mechanisms involving activation of eNOS

and the release of nitric oxide (NO) and activation of intermediate-conductance calcium-



SUMMARY

activated potassium (IKca) channels, which produces hyperpolarization of endothelial
cells that expands through myoendothelial gap junctions to vascular smooth muscle
(VSM) to reduce calcium levels and produce vasodilation. To a lesser extent, activation
of AMPK produced renal vasodilation by Ca?* independent mechanisms by decreasing
the sensitivity to Ca?* of the VSM contractile machinery. Regarding the endothelium-
independent mechanisms, A769662 induced a potent vasodilation through activation of
ATP-sensitive (Katp) channels and sarcoplasmic reticulum Ca?*-ATPase (SERCA) in
VSM. Relaxations induced by A769662 were associated with increased AMPKa
phosphorylation at Thr'2and acetyl-CoA carboxylase (ACC) phosphorylation, evidence
that support the linking of AMPK vasoactive and metabolic actions in the arterial wall.
Mechanisms of A769662 action at the endothelium and VSM obtained from animal
models were reproducible in human renal arteries. In relation to the interactions between
AMPK and NADPH oxidases in the vascular wall, A769662 significantly inhibited the
production of Oz stimulated by phorbol esters, downregulated Nox4 and reduced Nox2
and Nox4-derived generation of both H.O, and O;", indicating that AMPK is a regulator

of Nox2 and Nox4 activity under physiological conditions.

On the other hand, endothelium-dependent relaxations induced by ACh and
isoprenaline and the activity and expression of eNOS and Akt in renal arteries were
reduced in obese animals compared to controls, along with impaired arterial p-AMPK
and p-ACC activity and blunted relaxations induced by the AMPK activator A769662.
Both mechanical endothelium removal and PI3K/Akt/eNOS blockade markedly reduced
the relaxations induced by AMPK activator in control rats but not in obese Zucker rats,
suggesting that the endothelium-dependent vasodilator mechanism of AMPK is impaired
in obesity, while endothelium-independent relaxations are preserved. In vivo treatment
with A769662 improved acetylcholine-mediated vasodilation and endothelial function of
ob/ob mice and reduced the activity and expression of inflammatory markers (p-1KK,
NFkp and TNFa). With regard to oxidative stress in renal preglomerular arteries,
NADPH-stimulated superoxide levels were higher in obese Zucker rats compared to
controls, while H202 levels were decreased. Activation of AMPK both in vitro and in vivo
inhibited vascular Nox-derived ROS production. Moreover, ob/ ob mice showed lower
NADPH-stimulated superoxide levels compared to their controls in renal cortex samples
and in vivo treatment with A769662 increased and restored ROS levels in obese animals

being similar to controls.
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CONCLUSIONS

. Activation of AMPK induces vasodilation in both human and rat intrarenal

arteries.

Renal vasodilation induced by AMPK activation is produced by endothelium-
dependent mechanisms through the activation of eNOS and IKca channels as well
as activation of Kartp channels and SERCA in VSM.

. AMPK activation produces relaxations that is accompanied by simultaneous
decreases in VSM [Ca®']i but also by calcium-independent desensitization
mechanisms.

. Activation of AMPK reduces ROS generation through inhibition of NADPH
oxidase 4 and NADPH oxidase 2.

Endothelial dysfunction in intrarenal arteries of obese animals is associated with
AMPK dysfunction and impaired PI3K/Akt/eNOS endothelial pathway, while
AMPK vasodilator actions in the VSM are preserved in obesity.

In vivo treatment with selective activator of AMPK improves vascular function
and reduces oxidative stress and inflammation in renal arteries of obese animals.
. Abnormal cortical redox balance in obesity is restored after in vivo treatment with
selective activator of AMPK.
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RESUMEN

Disfuncion endotelial renal y estrés oxidativo en la obesidad: papel de
la proteina quinasa activada por AMP (AMPK)

La AMPK es un sensor clave del estado energético de la célula, activandose en
situaciones de déficit de energia para promover rutas catabolicas como la glucdlisis y la
B-oxidacion de é&cidos grasos y obtener asi ATP que asegure la homeostasis y
supervivencia celular (Hardie et al., 2016). Ademas de su papel en el metabolismo, la
AMPK participa en la regulacién de la autofagia (Alers et al., 2012), la biogénesis
mitocondrial (Zong et al., 2002) y la funcion vascular (Salt & Hardie, 2017). Asimismo,
se ha descrito que la AMPK est& implicada en la regulacién de la producciéon de ROS
derivadas de las NADPH oxidasas y de las mitocondrias en la vasculatura(Wang et al.,
2012), asi como también en la modulacion de la inflamacion vascular (Katerelos et al.,
2010).

El rifidn es un érgano con una alta tasa metabdlica y un gran consumo de energia.
La AMPK se expresa de forma ubicua y abundante en el rifién e interviene en la
regulacion del transporte tubular, el metabolismo renal de lipidos y glucosa y la funcién
de los podocitos, entre otras muchas funciones (Hallows KR, 2010). Sin embargo, sus

funciones en la vasculatura renal no se conocen con exactitud.

La obesidad es un problema de salud publica a nivel mundial, cuya prevalencia
estd en continuo aumento, y representa un factor de riesgo para el desarrollo de
enfermedad renal cronica independiente de la presencia de diabetes, hipertension y otras
comorbilidades (De Vries et al., 2014). Se ha descrito que la actividad de la AMPK en el
rifidn se encuentra alterada o disminuida y se ha relacionado con la nefropatia diabética
y la lesion renal asociada a la obesidad. La alteracion de la AMPK en el rifion esta
implicada en todos aquellos procesos que contribuyen a producir la pérdida progresiva e
irreversible de las funciones renales en la obesidad, entre los que destacan la alteracién
del metabolismo de lipidos, su acumulacion y lipotoxicidad, la alteracion en el transporte
tubular, la disfuncion mitocondrial, la disminucion de la autofagia, el estrés oxidativo, la
inflamacion y la fibrosis renal (Juszczak F, 2020). Sin embargo, su relaciéon con la
disfuncion vascular renal no se ha estudiado. Por ultimo, se ha descrito que la activacion
de la AMPK presenta efectos renoprotectores, convirtiéendose en una diana terapéutica
interesante para la prevencion de las lesiones renales derivadas de las enfermedades
metabolicas (Allouch & Munusamy, 2018).

8



RESUMEN

OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo fue investigar el papel de la AMPK sobre la funcién

vascular renal en condiciones fisiologicas y en la obesidad y de forma especifica:

1. Determinar los efectos de la activacion de AMPK en la funcion vascular renal en
arterias intrarrenales de ratas Wistar y en arterias humanas

2. Caracterizar los mecanismos de accion vascular de la AMPK a nivel del endotelio
y del MLV renal

3. Analizar las interacciones entre la AMPK y las NADPH oxidasas, enzimas que
generan especies reactivas de oxigeno en los tejidos vasculares del rifién.

4. Valorar las variaciones en la actividad de la AMPK en la obesidad y su relacion
con la disfuncién endotelial renal, el estrés oxidativo y la inflamacién en arterias
renales

5. Determinar los efectos de un activador selectivo de la AMPK sobre la funcién

endotelial, el estrés oxidativo y la inflamacion en modelos de obesidad genética

METODOS

El efecto in vitro de un activador selectivo de la AMPK, el A769662, se evalu6
en arterias interlobares del rifion de ratas Wistar, de ratas Zucker obesas y de ratones
ob/ob, junto con sus respectivos controles y de pacientes con tumor renal. Las arterias se
montaron en midgrafos microvasculares y el calcio intracelular del MLV se midi6 de
forma simultanea con la tensién mediante fluorometria-relacion FURA-2. Los estudios in
vivo se realizaron en ratones ob/ob, a los que se les administrd el A769662 por via i.p
durante 4 dias. La produccion de superéxido (O2") y H20 derivados de la NADPH
oxidasa se midieron mediante técnicas de quimioluminiscenciay fluorescencia en arterias
y corteza renales. La expresion de diferentes proteinas del lecho vascular y de proteinas
que intervienen en los procesos de inflamacion y estrés oxidativo se midieron mediante

Western Blot en arterias intrarrenales y corteza renal.

RESULTADOS

La activacion de la AMPK inducida por el A769662 produjo una potente

vasodilatacion en arterias renales de resistencia a través de dos mecanismos dependientes
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del endotelio, la activacion de la eNOS y la activacion de canales de K* activados por
calcio (Kca) de conductancia intermedia (IKca), lo que conduciria a la hiperpolarizacién
de las células endoteliales, que se expande a traves de las uniones gap mioendoteliales
hasta el masculo liso vascular (VSM), reduciendo los niveles de calcio y produciendo
relajacion. En menor medida, la activacion de la AMPK produjo vasodilatacion renal
mediante mecanismos independientes de Ca®* al disminuir la sensibilidad al Ca?* de la
maquinaria contractil en el MLV. Con respecto a la hiperpolarizacion del MLV
independiente del endotelio, la activacion de la AMPK vascular mediante el A769662
indujo una potente vasodilatacion a través de la activacion de canales de K* sensibles a
ATP (Katp) en MLV de arterias renales de resistencia. Ademas, el A769662 incrementd
la actividad de la ATPasa de Ca®* del reticulo sarco/endoplasmico (SERCA) del MLV,
induciendo el movimiento del Ca?* hacia el reticulo sarcoplasmico (RS) y produciendo
de esta manera relajaciones independientes del endotelio. Los efectos vasorelajantes
inducidos por el A769662 se asociaron a un aumento en la fosforilacion del residuo Thr!’2
de la subunidad AMPKal y a la fosforilacion de la acetil-CoA carboxilasa (ACC),
evidencias que apoyan la especificidad de la accion vascular del A769662 y la asociacion
de las acciones vasoactivas y metabdlicas de la AMPK en la pared arterial. Los
mecanismos de accion del A769662 a nivel endotelial y del MLV obtenidos de modelos
animales fueron reproducibles en arterias renales humanas. Respecto a la interaccion de
la AMPK 'y las NADPH oxidasas de la pared vascular, se observo que el A769662 inhibid
significativamente la produccion de O estimulada por los ésteres de forbol, la expresion
de Nox4 y la generacion de O;" y de H20. dependiente de Nox2 y Nox4 en la pared
vascular, indicando que la AMPK es un regulador de la actividad de la Nox2 y la Nox4

en condiciones fisiologicas.

Por otro lado, las relajaciones dependientes de endotelio derivadas de la ACh e
isoprenalina y la actividad y la expresion de eNOS y Akt en arterias renales fueron
menores en los animales obesos comparadas con sus controles y mostraron una menor
vasodilatacion inducida por el A769662, que se asocidé a una menor actividad de p-
AMPKa y p-ACC en la obesidad. Tanto la retirada del endotelio como el bloqueo de la
eNOS y la PI3K/Akt redujeron las relajaciones estimuladas por la AMPK en las ratas
control, pero no en las ratas Zucker obesas, 1o que sugiere que el mecanismo vasodilatador
dependiente de endotelio de la AMPK esta afectado en la obesidad, aunque sus acciones

a nivel del masculo liso vascular estan preservadas. Con respecto a los estudios in vivo,
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la administracion del A769662 mejoro la vasodilatacion mediada por la acetilcolina 'y por
la isoprenalina y la funcién endotelial de los ratones ob/ob y redujo la actividad y la
expresion de marcadores inflamatorios (p-IKK, NF-kp y TNFa). En cuanto al estrés
oxidativo en arterias preglomerulares renales, las ratas Zucker obesas presentaron unos
niveles de superdxido derivados de la NADPH significativamente mayores que sus
controles, mientras que los niveles de H202, se encontraron disminuidos. La activacion
de la AMPK redujo la produccidn vascular de ROS derivada de la NADPH oxidasa tanto
ex vivo como in vivo. Por otro lado, los ratones ob/ob mostraron unos niveles de
superdxido derivados de la NADPH menores respecto a sus controles en muestras de
corteza renal y el tratamiento in vivo con A769662 aument6 los niveles de ROS en el

cortex de animales obesos, siendo similares a los que presentaban sus controles.

CONCLUSIONES

1. Laactivacion de la AMPK produce una potente vasodilatacion en arterias renales
preglomerulares humanas y de ratas Wistar.

2. Lavasodilatacion renal inducida por la activacion de la AMPK se produce a través
de mecanismos dependientes del endotelio mediante la activacion de la eNOS y
de los canales IKc.y también a través de la activacion de canales Katp y la SERCA
enel MLV.

3. La relajacion inducida por la AMPK en el MLV de arterias renales
preglomerulares se acompafa de descensos simultaneos en la [Ca?*]i y por otra
parte intervienen mecanismos de desensibilizacion al calcio.

4. Laactivacion de la AMPK reduce la produccion de ROS derivadas de la NADPH
oxidasa 4 y la NADPH oxidasa 2.

5. Las arterias renales preglomerulares de animales obesos presentan disfuncion
endotelial asociada a una alteracion en la actividad de la AMPK y de la via
endotelial PI3K/eNOS/NO, mientras que las acciones vasodilatadoras de la
AMPK a nivel de MLV estan preservadas en animales obesos.

6. El tratamiento in vivo con A769662, activador selectivo de la AMPK, mejora la
funcién vascular de arterias renales y reduce el estrés oxidativo vascular y la
inflamacion en arterias renales de animales obesos.

7. El equilibrio redox cortical anormal observado en el rifidn de modelos genéticos

de obesidad, se restaura tras el tratamiento in vivo con el A769662.
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ABREVIATURAS

ABREVIATURAS

ACC, acetil-CoA carboxilasa

ACh, acetilcolina

ADP, adenosin difosfato

AG, &cidos grasos

AGL, &cidos grasos libres

AICAR, ribonucleotido de 5-aminoimidazol-4-carboxamida
Akt, proteina quinasa B

AMP, adenosin monofosfato

AMPc, adenosin monofosfato ciclico

ARE, elemento de respuesta antioxidante

ATP, adenosin trifosfato

AMPK, proteina quinasa activada por AMP

AMPKK, quinasas de AMPK

APC, proteina activada C

BH4, tetrahidrobiopterina

BKca, canales de potasio activados por calcio de alta conductancia
Ca?*, i6n calcio

[Ca?*];, concentracion de calcio intracelular

CaMKII, Ca?*/calmodulina quinasa I

CCLS5, quimiocina ligando 5

CE, célula endotelial

CFTR, regulador de conductancia transmembrana de la fibrosis quistica
CIDEA, cell death-inducing DNA fragmentation factor a-like effector
CMLYV, celulas del MLV

COX, ciclooxigenasa

COg, dioxido de carbono

CPA, acido ciclopiazonico

CPT1, carnitina palmitoil transferasa 1

DAG, diacilglicerol

EDH, hiperpolarizacion derivada del endotelio

EDHF, factor hiperpolarizante derivado del endotelio
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EDREF, factor relajante derivado del endotelio
eEF2K, quinasa del factor 2 de elongacion eucariota
ENaC, canal de Na* epitelial

eNOS, sintasa de oxido nitrico endotelial
ETC, cadena de transporte de electrones
ET-1, endotelina-1

ERC, enfermedad renal cronica

FAS, &cido graso sintasa

FOXO, Forkhead box O

FSR, flujo sanguineo renal

GLUT, transportador de glucosa

GMPc, guanosin monofosfato ciclico

GP, glucogeno fosforilasa

GPx, glutation peroxidasa

GS, glucogeno sintasa

GTPCH, GTP-ciclohidrolasa

HMG-CoA reductasa, 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa
HO-1, hemo oxigenasa 1

Hsp90, proteina de shock térmico de 90 kDa
H>0>, peroxido de hidrogeno

ICAM, molécula de adhesion intracelular
IFNy, interferon gamma

IKca, canales de potasio activados por calcio de intermedia conductancia
IKK, 1kB quinasa

IL, interleucina

IMC, indice de masa corporal

INOS, sintasa de 0xido nitrico inducible

I.p, intraperitoneal

IP3, inositol trifosfato

I/R, isquemia/reperfusion

JAK, quinasa Janus

JNK, quinasa c-Jun N-terminal

Katp, canales de potasio sensibles a ATP
Kca, canales de potasio activados por calcio
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LKB1, quinasa hepatica supresora de tumores B1

LPS, lipopolisacarido

LZR, rata Zucker lean

MCP-1, proteina quimiotactica de monocitos 1

MKP-1, quinasa fosfatasa-1 activada por mitdgenos
MLC, cadena ligera de miosina

MLCK, quinasa de la cadena ligera de miosina

MLV, masculo liso vascular

MnSOD, superoxido dismutasa de manganeso

mTORCL1, complejo de diana de rapamicina 1 de mamiferos
MYPT1, subunidad 1 de la miosina fosfatasa

NADPH, nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
NAMPT, nicotinamida fosforribosiltranferasa

NF-xB, factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas
NKCC, cotransportador de Na*-K*-2ClI

NO, déxido nitrico

NOS, enzima de sintesis de 0xido nitrico

Nox, NADPH oxidasa

Nrf2, factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide 2
OH~, anion hidroxilo

02", anién superoxido

ONOQO-, anion peroxinitrito

OZR, ratas Zucker obesas

PGs, prostaglandinas

PGCla, coactivador del receptor gamma 1-alfa activado por el proliferador de
peroxisomas

Phe, fenilefrina

Prx, peroxiredoxinas

Phe, fenilefrina

PI3K, fosfoinositol 3-quinasa

PKA, proteina quinasa A

PKB, proteina quinasa B or Akt

PKC, proteina quinasa C

PKC, proteina quinasa C(
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PP, proteina fosfatasa

PP2A, proteina fosfatasa 2A

PP2Ca, proteina fosfatasa 2C a

PSS, solucidn salina fisiolégica

PTEN, homdlogo de fosfatasa y tensina

RE, reticulo endoplasmico

ROS, especies reactivas de oxigeno

RS, reticulo sarcoplasmico

RNS, especies reactivas de nitrogeno

SERCA, Ca?*-ATPasa del reticulo endoplasmico-sarcoplasmico
SIRT1L, sirtuina-1 desacetilasa dependiente de NAD

SKca, canales de potasio activados por calcio de pequefia conductancia
SNS, sistema nervioso simpatico

SOC, canales de Ca®" operados por almacén

SOD, superdxido dismutasa

SRAA, sistema renina-angiotensina-aldosterona

SREBPI1c, proteina de union al elemento regulador de esterol 1c
TAG, triacilglicérido

TFG, tasa de filtracion glomerular

TGF-B, factor de crecimiento transformante beta

TLR4, receptor de tipo Toll 4

TNFa, factor de necrosis tumoral alfa

Trx, tiorredoxina

TSC, complejo de esclerosis tuberosa

TXA:>, tromboxano Az

UCP2, proteina de desacoplamiento mitocondrial 2

VCAM-1, molécula 1 de adhesion celular vascular

VEGF, factor de crecimiento endotelial vascular

VOC, canales de Ca?* dependientes de voltaje

WT, wild type

18



1. REVISION BIBLIOGRAFICA






REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 AMPK

Todas las células de los organismos vivos utilizan la energia del medio ambiente
para realizar sus procesos vitales. Las células animales extraen energia de las
biomoléculas (carbohidratos, lipidos y proteinas) a través de la respiracion celular,
consumiendo Oz y produciendo CO2, H20 y energia en forma de ATP. Cuando toman
mas energia de la que requieren para su uso inmediato, el exceso de energia se almacena
principalmente como glucdgeno vy lipidos (Suarez, 2012; Yang et al., 2019). Por el
contrario, cuando el almacén de energia (ATP) se va agotando como por ejemplo en
situaciones de hipoxia o de inanicion, los niveles de ADP y AMP intracelulares aumentan
cada vez méas (Hardie, 2014a). La adenilato quinasa es una enzima altamente activa,
expresada en todas las células eucariotas y encargada de catalizar la reaccion reversible
2ADP <« AMP+ATP. La presion por mantener este equilibrio entre el consumo y el gasto
energético ha promovido el desarrollo de complejos enzimaticos para garantizar la

homeostasis y la supervivencia a lo largo de la evolucion.

La AMPK o proteina quinasa activada por AMP es una serina/treonina quinasa
altamente conservada evolutivamente que se expresa de forma ubicua en todas las células
eucariotas, lo que indica el papel clave que juega la AMPK en la biologia celular. La
AMPK acttia como sensor principal de la energia celular, cuando detecta que el ratio
AMP: ATP aumenta, es decir, que los niveles de AMP en la célula son altos y por lo tanto
que hay un déficit de energia, la AMPK activa las vias catabdlicas para incrementar los
niveles de ATP y por el contrario inhibe las vias anabédlicas que consumen ATP, todo ello
con el objeto de restaurar la homeostasis energética de la célula y su supervivencia
(Hardie, 2014a, 2014b).

En 1973 la AMPK fue descubierta por dos grupos de investigacion de forma
independiente, uno de ellos la identificd por su capacidad de fosforilar e inhibir a la acetil-
CoA carboxilasa (ACC), enzima responsable de la sintesis de &cidos grasos (AG),
(Carlson Ca Fau - Kim & Kim, 1973) y el otro grupo por la inhibicidén que ejercia sobre
la 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) reductasa, enzima implicada en la sintesis
de colesterol (Beg ZH, 1973); ademas, ambos grupos observaron que esta quinasa se
activaba en respuesta a elevados niveles de AMP. Durante muchos afios se considerd que

las quinasas responsables de la inhibicion reversible de estas enzimas eran diferentes, sin
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embargo, en 1987 Carling y Hardie concluyeron que era la misma quinasa, la AMPK
(Carling et al., 1987).

En los ultimos afios han aumentado de forma exponencial el nimero de estudios
enfocados en investigar el papel de la AMPK, no s6lo como sensor de energia sino
también su participacion en la regulacion de numerosos procesos celulares como la
apoptosis, el crecimiento, la diferenciacion celular, la autofagia, la funcion inmunitaria,
la inflamacién o el cancer (Carling & Viollet, 2015; Domenech et al., 2015; Hardie,
2014a, 2014b). Por otro lado, se ha estudiado la funcion de la AMPK en diferentes
patologias y se ha observado que algunos farmacos antidiabéticos, las estatinas y otros
compuestos naturales y sintéticos ejercen sus acciones beneficiosas gracias a la activacion
directa o indirecta de la AMPK (Grahame Hardie, 2016; Lu et al., 2019), convirtiéndose
en una potencial diana terapéutica para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares

y metabdlicas y el cancer (Jiang et al., 2018; Umezawa et al., 2017; Wong et al., 2009).

1.1.1 Expresion, estructuray regulacién

La AMPK es un complejo enzimético heterotrimérico formado por una subunidad
catalitica a (a1 and a2) y dos subunidades reguladoras, la f (B2 and B2) y la y (y1, 2, v3)
(Figura 1). Cada isoforma esta codificada por un gen diferente y existen mdltiples
combinaciones posibles de isoformas de AMPK, que forman una gran variedad de
heterotrimeros afy, en concreto 12, que se expresan y se regulan de manera diferente
segun el tejido y la organizacion subcelular donde se encuentren (Kim et al., 2012). Esta
especificidad es interesante desde el punto de vista del futuro desarrollo de posibles
farmacos que tengan como diana a la AMPK, pudiendo dirigir el tratamiento en funcién

de la expresion y la regulacion del heterotrimero de cada tejido u érgano.

La subunidad catalitica o presenta un residuo de Thr'’2 que tiene que ser
fosforilado por diferentes quinasas upstream para tener actividad catalitica. La isoforma
a1 Se encuentra principalmente en el citoplasma y la o2 se localiza también en el ndcleo
(Salt I, 1998). El extremo C-terminal de la subunidad B es el dominio de unién de las
subunidades apy y es fundamental para formar el heterotrimero. En la subunidad B se
encuentra el sitio de unién del glucégeno, CBM (carbohydrate-binding module, por sus

siglas en ingles), que contribuye a la regulacion de la actividad de la AMPK. Ademas, la
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subunidad B presenta varios residuos de serina que pueden ser fosforilados, esta descrito
que la fosforilacion de la Ser'® aumenta la actividad de la AMPK (Sanz, 2008). La
isoforma P31 se expresa principalmente en higado, pancreas, rifion, cerebro y tejido adiposo
marron mientras que la isoforma B2 se ha detectado en musculo cardiaco y esquelético
(Sanz et al., 2013). Por ultimo, la subunidad y presenta un sitio de union para el AMP,
Ilamado el dominio Bateman formado por dos repeticiones de CBS (cystatione-f-
synthase). La isoforma ys es especifica del musculo esquelético, siendo la predominante

y por lo tanto sugiriendo un papel importante en este tejido (Mahlapuu et al., 2004)
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Figura 1. Estructura de las diferentes subunidades e isoformas de la AMPK. Adaptado de
Hallows, KR (2010)

Como se ha comentado anteriormente, la AMPK es muy sensible a los cambios
en la energia celular y es capaz de detectar rapidamente cualquier cambio en las

concentraciones del AMP intracelular. EI AMP y las moléculas pequefias miméticas de
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AMP son activadores directos de la AMPK y al unirse a la subunidad y desencadenan un
cambio conformacional en el complejo AMPK, alejando el dominio inhibitorio de la
subunidad o del dominio quinasa, lo que conduce al aumento de la actividad de la AMPK
(Calabrese et al., 2014; Chen et al., 2012; Ross et al., 2016).

Por lo tanto, la actividad de la AMPK esté regulada por tres mecanismos sensibles

a pequefios cambios en la relacion AMP/ATP:
1) Activacion alostérica directa por AMP y/o ADP

2) Aumento de la tasa de fosforilacion en el residuo Thr'’2 de la subunidad

catalitica AMPKa. por proteinas quinasas upstream de la AMPK

3) Inhibicién de la desfosforilacion del residuo Thri’2 de AMPKa por proteinas
fosfatasas (PP)

En resumen, la AMPK se activa por la unién de AMP a la subunidad y y por tres
mecanismos que son complementarios y que son antagonizados por altas concentraciones
de ATP (Figura 2) (Carling et al., 2008; Hardie, 2018; Hawley et al., 2005; Ross et al.,
2016; Woods et al., 2005).

En condiciones de déficit energético, el residuo Thr!’2 de la subunidad AMPKa
se fosforila principalmente por dos quinasas upstream: la quinasa hepatica supresora de
tumores B1 (LKB1) y la Ca?*/calmodulina quinasa II (CaMKK2 o CaMKKp) (Hawley et
al., 2003; Hawley et al., 2005; Hurley et al., 2005; Shaw et al., 2004; Woods et al., 2005;
Woods et al., 2003). La LKB1 es constitutivamente activa y se expresa en todos los tejidos
siendo un elemento clave en el mecanismo por el cual la AMPK detecta el estado
energético de la célula. La LKB1 fosforila y activa a la AMPK en respuesta al
agotamiento de energia que es modulado por la union de AMP o ADP a la subunidad
AMPKYy, especialmente en tejidos con alta implicacion en el metabolismo energético
como mdasculo, tejido adiposo e higado (Hurley et al., 2005; Woods et al., 2003). La
CaMKKS se activa por el aumento de los niveles de Ca?" intracelular que se produce en
respuesta a muchas hormonas en tipos celulares especificos, como en las neuronas o las
células endoteliales (Carling et al., 2008; Hardie, 2018; Hawley et al., 2005; Sanders et
al., 2007; Woods et al., 2005). La actividad de la AMPK también se puede regular de una
forma independiente de AMP, mediante su inhibicion a través de un mecanismo de

24



REVISION BIBLIOGRAFICA

ubiquitinacion mediado por la formacién de un complejo entre la subunidad f de AMPK
y varios factores, como CIDEA (cell death-inducing DNA fragmentation factor a-like
effector, por sus siglas en inglés), que induce la muerte celular o las ligasas de ubiquitina
E3 como MG53, CRBN/ CRL, entre otros, que inducen la degradacion de la AMPK (Lee
etal., 2018; Qi et al., 2008)

La actividad de la AMPK también puede estar regulada por sefiales extracelulares
como las adipoquinas (adiponectina y leptina) y por farmacos activadores de la AMPK
sintéticos (AICAR, A769662, entre otros) y compuestos naturales (polifenoles,
salicilatos...), como se comentara mas adelante. E1 A769662 es el farmaco activador
sintético utilizado en la parte experimental de esta Tesis Doctoral por lo que se comentara
de forma mas detallada. Este compuesto tiene varios mecanismos de accién (Figura 2);
primero se une de forma selectiva a la subunidad 1 de la AMPK aumentando la actividad
de la AMPK de forma alostérica y segundo inhibe la desfosforilacion por PP, aumentando
asf la fosforilacion de Thr'"?> de AMPKa. Ademas, la autofosforilacion del residuo Sert®®
produce un aumento en la unién del A769662 a la AMPK vy por lo tanto en su actividad,
constituyendo una importante oportunidad terapéutica de aumentar la estimulacién de la
AMPK sin fosforilacion en Thr'’? (Carling, 2017).
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v Y
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N N e
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Figura 2: Mecanismos de regulacion de la AMPK. Tomado de Carling (2017)
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1.1.2 Funcion metabdlica, autofagia y biogénesis mitocondrial

El papel de la AMPK en la regulacion del metabolismo esta muy estudiado y en
general se podria resumir como que la AMPK actia como un modulador positivo de la
energia celular favoreciendo vias catabolicas (glucolisis, B-oxidacion de AG, autofagia,
biogénesis mitocondrial...) para la generacion de ATP y por el contrario, negativo,
inhibiendo vias anabodlicas y otros procesos (sintesis de AG, triglicéridos (TAG),
proteinas, gluconeogénesis...) que consumen ATP y que no son esenciales para la
supervivencia celular a corto plazo. Actualmente, se conocen al menos 60 proteinas que
son fosforiladas en sus residuos de serina/treonina por la AMPK y se cree que este nimero

seguira aumentando (Figura 3) (Hardie et al., 2016).
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Figura 3: Resumen de las vias catabélicas y anabdlicas reguladas por la AMPK. Tomado de
Hardie (2018)

26



REVISION BIBLIOGRAFICA

e Metabolismo lipidico

La regulacion del metabolismo de los lipidos es la primera funcién conocida de la
AMPK. La activacion de la AMPK inhibe la sintesis de AG, colesterol y TAG, mientras
que activa la captacion de AG y las vias de oxidacion de lipidos (Figura 4). Por tanto, en
respuesta a varios factores de estrés celular, la AMPK se activa y produce la fosforilacion
e inactivacion de la acetil CoA-carboxilasa (ACC), enzima que cataliza la conversion de
acetil-CoA en malonil-CoA, primer paso para la sintesis de AG. Un segundo mecanismo
por el cual la AMPK inhibe la sintesis de lipidos es mediante la inhibicion de la proteina
de unién al elemento regulador de esterol 1¢c (SREBP1c), un factor de transcripcién de
enzimas involucradas en la sintesis de lipidos como la ACC y la acido graso sintasa (FAS)
(Carling et al., 2008; Li et al., 2011). Ademas, la AMPK también inhibe la fosforilacion
de la enzima limitante de la velocidad de la sintesis de colesterol, la 3-hidroxi-3-metil-
glutaril-coenzima A (HMG-CoA) reductasa (Carling et al., 1989), reduciendo asi la
sintesis de colesterol. Finalmente, la AMPK inhibe la enzima glicerol-3-fosfato
aciltransferasa, involucrada en la sintesis de TAGs, evitando asi el almacenamiento de
lipidos (Muoio et al., 1999).

Ademas de inhibir el anabolismo lipidico, la AMPK estimula las vias catabolicas
de los lipidos, facilitando la captacién de AG y su B-oxidacion mitocondrial. Al inducir
la actividad del transportador de AG, CD36, la AMPK facilita la captacion de AG a través
de la membrana celular hacia el citosol (Habets et al., 2009). Ademas, al fosforilar e
inhibir a la ACC, la AMPK reduce los niveles de malonil-CoA; este a su vez actla
inhibiendo la carnitina palmitoil transferasa 1 (CPT1), que favorece el movimiento de los
AG desde el citosol hacia el espacio intermembrana de la mitocondria, por lo tanto, la
AMPK facilita indirectamente la captacion de AG y su B-oxidacion (Kahn et al., 2005;
Obici et al., 2003).

e Metabolismo glucidico

Como sensor de energia, la AMPK favorece las vias catabolicas glucidicas en
diferentes 6rganos. La activacion de la AMPK facilita la captacion de glucosa en el
musculo esquelético al aumentar la expresion del transportador de glucosa GLUT4, asi
como su translocacion a la membrana plasmatica (Taylor et al., 2008; Zheng et al., 2001).

Una vez que la glucosa esta dentro de las células, la AMPK facilita su uso como fuente
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de energia estimulando las enzimas involucradas en la glucolisis (Figura 4), como se
demuestra en cardiomiocitos, macrofagos y células tumorales (Marsin et al., 2000; Marsin
et al.,, 2002). La AMPK también favorece la glucogenolisis activando la glucégeno
fosforilasa (GP) mientras que inhibe la glucogeno sintasa (GS), evitando asi la sintesis de
glucdgeno en las células musculares. Las mutaciones en las subunidades y2 y y3 de la
AMPK conducen a un almacenamiento anormal de glucogeno y se ha asociado a arritmias
y amiocardiopatia hipertréfica en el corazon humano (Arad et al., 2002; Blair et al., 2001,
Gollob, Green, et al., 2001; Gollob, Seger, et al., 2001), y también producen niveles
elevados de glucogeno en el musculo esquelético (Milan et al., 2000). Ademas, la AMPK
inhibe la gluconeogenesis hepatica, esencial para el mantenimiento de los niveles de
glucosa plasmaética durante el ayuno, al disminuir la expresién de enzimas como la
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa y la glucosa-6-fosfatasa (Zhang et al., 2019). Por otro
lado, la AMPK asegura tanto la deteccion normal de glucosa por las células f como la
secrecion de insulina estimulada por glucosa, por lo que la actividad reducida de la AMPK
se ha asociado con disfuncion de las células  en roedores con obesidad inducida por
dieta; por ello en los ultimos afios ha aumentado el interés en los activadores de AMPK

como farmacos antidiabéticos (Sun et al., 2010).

e Metabolismo proteico

La AMPK también promueve el catabolismo de proteinas. EI complejo de
esclerosis tuberosa (TSC) 1/2 integra todas las sefiales ambientales entre las que se
incluyen factores estresantes del estado energético. Asi, en condiciones de déficit
energético, la AMPK se activa y es responsable de la inhibicion de la sintesis de proteinas
(Figura 4) para mantener los niveles de ATP de la célula a través de la fosforilacion y
activacion de TSC2, que inhibe el complejo de diana de rapamicina 1 de mamiferos
(mTORCL), y posteriormente la proteina ribosdmica S6 quinasa beta-1 (p70S6K), lo que
impide la traduccion de proteinas ribosomicas (Hoppe et al., 2009). Tambien se ha
descrito que la AMPK inhibe mTORC1 mediante la fosforilacién de RAPTOR (acrénimo
de Regulatory-Associated Protein of mTOR) (Van Nostrand et al., 2020). Otros estudios
han demostrado que la AMPK fosforila y activa a la quinasa del factor 2 de elongacion
eucariota (eEF2K), lo que da como resultado la inhibicién de la fase de elongacion de la

sintesis de proteinas (Leprivier et al., 2013).
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e Autofagia

La autofagia es un mecanismo celular regulado fisiolégicamente que elimina y
reutiliza componentes celulares innecesarios/disfuncionales a través de su degradacion y
reciclaje. Asi, la autofagia consiste en la autodigestion de las estructuras celulares, a
través de procesos dependientes de lisosomas para mantener la integridad celular
principalmente durante la inanicion (Kobayashi, 2015; Mizrachy-Schwartz et al., 2011).
Los genes relacionados con la autofagia codifican las proteinas responsables de la
autofagia, principalmente la ULK1 en mamiferos, una proteina quinasa considerada como
iniciadora de la cascada autofagica, que activa a la fosfoinositol 3-quinasa fosforilada
(pPI3K) para regular la formacion de autofagosomas. La AMPK puede activar
directamente la autofagia a través de la fosforilacion de ULK1, e indirectamente a través
de la inhibicion de mTORCL, ya que este ejerce una fosforilacion inhibidora sobre ULK1
y la autofagia (Figura 4) (Alers et al., 2012). La AMPK también puede activar la familia
de factores de transcripcion FOXO (Forkhead box O, por sus siglas en inglés),
favoreciendo asi la regulacion positiva de varios inductores de autofagia (Figura 4) (Greer
et al., 2007). La autofagia esta regulada principalmente por bucles reguladores de
retroalimentacion. Por tanto, mTORC1 inhibe la actividad de ULK1 y ULK1 regula
negativamente mTORC1 (Egan et al., 2011; J. Kim et al., 2011). Asimismo, la AMPK
activa ULK1 favoreciendo la autofagia, mientras que ULK1 regula negativamente a la
AMPK (Loffler et al., 2011). Los efectos coordinados de mTORC1 y ULK1 previenen el
dafio mitocondrial, preservando asi la integridad de las mitocondrias durante estados de
deficiencia de nutrientes en los que la AMPK esta estrechamente involucrada (Egan et
al., 2011; J. Kim et al., 2011).

e Biogénesis mitocondrial

Los procesos de autofagia son fundamentales para el buen funcionamiento de las
mitocondrias, el principal organulo encargado de la produccion de energia (ATP) a través
de la respiracion mitocondrial. La integridad mitocondrial requiere la eliminacion de las
mitocondrias disfuncionales y sus componentes dafiados a través de la autofagia y la
produccidn de mitocondrias nuevas. Por lo tanto, la biogénesis mitocondrial es un proceso
crucial de produccion de energia y de respuesta celular en situaciones de deprivacion de
nutrientes. Varios estudios han demostrado que el tratamiento crénico con activadores de

la AMPK como el AICAR o el acido B-guanidinopropiénico (B-GPA), pueden estimular
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la biogénesis mitocondrial, desapareciendo este efecto en ratones que carecen de AMPK
(Jorgensen et al., 2007; Jorgensen et al., 2005; Thomson et al., 2007; Zong et al., 2002),
lo que sugiere que la AMPK juega un papel clave en la regulacion de la biogénesis
mitocondrial. La AMPK activa a PGCla. (coactivador del receptor gamma 1-alfa activado
por el proliferador de peroxisomas), un cofactor importante que favorece la expresion de
proteinas de la mitocondria, asi como la replicacién del DNA mitocondrial (Lin et al.,
2005). Por consiguiente, este efecto estimulante de la AMPK sobre PGCla se reduce en
ratones que carecen de AMPK (Zong et al., 2002). Se han propuesto varios mecanismos
a través de los cuales la AMPK puede regular al alza a PGCla. Primero, mediante la
activacion de SIRT1 (sirtuina-1 desacetilasa dependiente de NAD) que a su vez activa a
la AMPK, desacetilando a LKB1, lo que sugiere un ciclo de retroalimentacién positiva
entre AMPK y SIRT1 (Canto et al., 2009; Lan F, 2008; Ruderman et al., 2010; Sun et al.,
2014). Ademas, la AMPK puede activar a PGCla aumentando la nicotinamida
fosforribosiltranferasa (NAMPT) que favorece la relacion NAD+/NADH o mediante la
activacion de p38-MAPK (Chaube et al., 2015).
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Figura 4: Principales vias de activacion e inhibicion de la AMPK sobre el metabolismo y la

autofagia. Tomado de (Rodriguez et al., 2021).
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1.1.3 AMPKy funcion vascular

El sistema cardiovascular tiene mecanismos de regulacion encargados de acoplar
el flujo sanguineo y la perfusion a los 6rganos dependiendo de la demanda metabdlica de
cada tejido. El flujo sanguineo a un érgano viene determinado por la presion de perfusion
y la resistencia vascular. Las arteriolas y las arterias pequefias son los vasos sanguineos
que ofrecen mayor resistencia al paso de la sangre a los tejidos; las paredes de estas
arterias de resistencia tienen un componente mayoritario de musculo liso vascular (MLV),
que se contrae o se relaja en funcion de diferentes factores, regulando asi el calibre de
estos vasos y por lo tanto la perfusién de cada tejido. El endotelio vascular es la monocapa
de células que tapiza la cara interna de los vasos sanguineos, considerado un 6rgano
paracrino y endocrino, sintetiza y libera sustancias vasoactivas con el objeto de regular el
tono del MLV adyacente, ademas de presentar una actividad antitrombdtica,
anticoagulante y antiagregante plaquetaria importantes para mantener la homeostasis
vascular (Vanhoutte, 2009).

En respuesta a varios factores (hormonas, fuerzas de cizallamiento o shear stress,
hipoxia, etc), el endotelio libera sustancias vasodilatadoras y vasoconstrictoras. El factor
relajante derivado del endotelio (EDRF) mejor caracterizado es el éxido nitrico (NO),
sintetizado a partir de L-arginina por accion de la eNOS (sintasa de Oxido nitrico
endotelial), que es liberado en respuesta al shear stress, la acetilcolina, la bradicininay la
histamina, entre otros factores y activa la guanilato ciclasa, produciendo guanosin
monofosfato ciclico (GMPc) y la relajacion del MLV. Otro factor endotelial relajante es
la prostaciclina (PGI2), que se forma a partir del acido araquidénico por la accién de la
ciclooxigenasa (COX), sintesis que es estimulada por la adenosinay el NO; la PGl activa
a la adenilato ciclasa, produciendo adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y la
vasodilatacion del MLV. Por otro lado, la hiperpolarizacion derivada del endotelio
(EDH), se produce por la hiperpolarizacion de las células endoteliales (CE) y su posterior
propagacion a través de uniones gap mioendoteliales al MLV, induciendo su
hiperpolarizacion y relajacion (Vanhoutte, 2009). Entre los candidatos a ser los factores
hiperpolarizantes derivados del endotelio (EDHFs) se encuentran los iones potasio, el
H20- y los epdxidos EETs derivados del citocromo P450 (CYP) epoxigenasas (Mufioz et
al., 2017; Muiioz et al., 2018). Entre las sustancias vasoconstrictoras derivadas del
endotelio encontramos el tromboxano Az (TXA:), derivado de la COX y promotor de la
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agregacion plaquetaria y la endotelina-1 (ET-1), cuya sintesis es estimulada por la

angiotensina I1,la trombina, las citoquinas y las especies reactivas de oxigeno (ROS).

Se ha descrito que la AMPK es capaz de regular la funcién vascular y que, tras
su activacion por estimulos lesivos como el estrés oxidativo, la isquemia o la hipoxia, es
capaz de restaurar la homeostasis vascular (Almabrouk et al., 2014; Bradley et al., 2010;
Chen et al., 2009; Morrow et al., 2003; Salt & Hardie, 2017). La expresion de las
isoformas de la AMPK es diferente en el endotelio y el MLV siendo predominante la
subunidad a1 en el endotelio y la B1 en el MLV (Ewart & Kennedy, 2011; Fisslthaler &
Fleming, 2009; Goirand et al., 2007; Rubin et al., 2005; Zou MH, 2008). Se ha propuesto
que la AMPK vascular actia como un sensor metabdlico, ajustando el flujo sanguineo
segun la demanda metabdlica de cada tejido. A continuacion, se presentan los diferentes
mecanismos descritos de regulacion y activacion de la AMPK y sus principales dianas y

acciones fisioldgicas a nivel del endotelio y MLV (Figura 5) (Rodriguez et al., 2021).

1.1.3.1 AMPK en células endoteliales: mecanismos de regulacion y activacion

La actividad de la AMPK en las células endoteliales puede ser regulada por los
siguientes estimulos: bajos niveles de ATP como ocurre en situaciones de hipoxia,
isquemia o deprivacion de nutrientes, el shear stress, el ejercicio fisico, el incremento de
los niveles intracelulares de calcio por la accion de agonistas y hormonas como la
adiponectina, la angiotensina Il y la grelina y por Gltimo por activadores farmacol6gicos
de la AMPK (Figura 5) (Ewart & Kennedy, 2011).

La AMPK endotelial es activada por LKB1, que a su vez es regulada por un
aumento en los niveles de AMP en condiciones fisiologicas y patoldgicas (Hawley et al.,
2003; Shaw et al., 2004; Woods et al., 2003); también por la quinasa CaMKK2,
independientemente de los niveles de AMP, en respuesta a incrementos en los niveles
intracelulares de calcio producidos por agonistas como la trombina, la bradiquinina o la
histamina, (Stahmann N, 2006; Thors B, 2004) y por ultimo por el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) (Stahmann et al., 2010). Por otro lado, se ha descrito que la
actividad fisica induce la via SIRT1-LKB1, aumentando asi la actividad de la AMPK y
de la eNOS (Cacicedo, Gauthier, et al., 2011).
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Con respecto a la regulacion de la AMPK por fosfatasas (PP) en las células
endoteliales (Figura 5), la PP2Ca es la isoforma més aceptada en la literatura cientifica
para producir la desfosforilacion en el residuo Thr'’? de la subunidad catalitica
AMPKa en la mayoria de los tejidos, sin embargo, se ha descrito que la expresion de esta
isoforma en células endoteliales y en CMLV humanas es muy baja (Lifschitz-Mercer B,
2001). Por otro lado, la isoforma PP2A se expresa ampliamente en el endotelio vascular
y produce la desfosforilacion de Ser'!’’, inactivando a la eNOS (Michell BJ, 2001; Zou
MH, 2008). La activacion cronica de la PP2A en condiciones patoldgicas conduce a la

inactivacion de la AMPK y por consiguiente a la disfuncion endotelial (Zou MH, 2008).

El endotelio esta continuamente expuesto al shear stress, un estimulo fisioldgico
importante que mantiene y modula el tono vascular. El flujo sanguineo laminar
incrementa la fosforilacion de la eNOS y la produccién de NO y se ha descrito que la
AMPK es una de las proteinas quinasas implicadas en este proceso junto la via PI3K/
PKB (Akt) (Dimmeler S, 1999; Fisslthaler et al., 2007; Zhang et al., 2009). El shear stress
activa la via de sefializacion LKB1-AMPK en el endotelio, fosforilando los residuos
Sert'’” de la eNOS e incrementando la biodisponibilidad del NO y la vasodilatacion
(Zhang et al., 2006). Otros estudios sugieren que la SIRT1 es activada por el shear stress
independiente de la AMPK, sin embargo, ambas acttan de forma sinérgica sobre laeNOS
aumentando la produccion de NO (Chen et al., 2010). Ademas, hay evidencias que
indican que el propio NO puede activar a la AMPKa; en células endoteliales (Bess E,
2011).

La adiponectina es un importante activador fisioldgico de la AMPK en células
endoteliales. Es una adipoquina que ejerce acciones cardioprotectoras en parte debido a
la activacion de la AMPK y el aumento de la fosforilacion de la eNOS en el residuo
Ser!!”. La hipoadiponectinemia se asocia con la disfuncion endotelial y la resistencia a
la insulina en enfermedades cardiovasculares y metabdlicas (Zhao et al., 2015). El
mecanismo por el cual la adiponectina estimula a la AMPK ha sido estudiado por
diferentes grupos de investigacion, y se ha sugerido que la adiponectina se une a su
receptor (adipoR1) y activa a la proteina adaptadora fosfotirosina que interactta con el
dominio PH y la cremallera de leucina 1 (APPL1), activando la via de sefializacion
(APPL1)-LKB1-AMPK-eNOS (Achari & Jain, 2017; Cheng et al., 2007; Deepa et al.,
2011). Otros autores sugieren que la adiponectina estimula la eNOS a través de la via
AMPK-PI3K-Akt (Chen H, 2003; Ouchi et al., 2004).
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Otro mecanismo de activacion de la AMPK endotelial es a través de la formacion
de peroxinitrito (ONOQO") por la reaccion del anién superdxido (O27) y el NO, que a su
vez produce la activacion de la proteina quinasa C¢ (PKC(), estimulando a la LKB1 y por
consiguiente la fosforilacion de la AMPK (Xie Z, 2006).

Por ultimo, se ha descrito que los estrogenos son activadores de la AMPK y de la
eNOS en células endoteliales humanas a través de la via CaMKK2 (Yang & Wang, 2015)
y la via SIRTL, ya que el tratamiento con 17p-estradiol aumento la expresion de SIRT1
e incrementd la produccién de NO, produciendo efectos protectores contra la disfuncién

endotelial en ratas ovariectomizadas (Bendale et al., 2013; Leung & Vanhoutte, 2017).

1.1.3.2 AMPK en células endoteliales: principales dianas y acciones fisioldgicas

Como se ha comentado anteriormente, el endotelio es clave en la regulacion del
tono vascular y la perfusion a los tejidos, para lo cual libera factores vasoactivos en
respuesta a diferentes estimulos. Las arterias de conductancia son méas dependientes del
NO que las arterias de resistencia. A medida que el diametro de la arteria se reduce, la
hiperpolarizacion derivada del endotelio se convierte en el mecanismo vasodilatador
predominante, regulando la resistencia vascular periférica y la presion arterial (Godo &
Shimokawa, 2017; Leung & Vanhoutte, 2017; Mufioz et al., 2017).

La eNOS es la principal fuente de produccion de NO vy es activada por la AMPK

mediante diferentes mecanismos (Figura 5):

1) Fosforilacion de la eNOS en los residuos de Ser*'’” o Ser®; el aumento de la
fosforilacion de la eNOS junto con el aumento de la fosforilacion en los residuos de Thr"2
de la AMPK se observo en células endoteliales humanas y arterias en respuesta a shear
stress, atorvastatina, adiponectina y activadores farmacolégicos de la AMPK (Bradley et
al., 2010; Chen et al., 2009; Morrow et al., 2003; Rodriguez et al., 2020; Salt & Hardie,
2017).

2) Supresion de la degradacion de la GTP-ciclohidrolasa | (GTPCH) y el posterior
incremento de los niveles de tetrahidrobiopterina (BH4), como se demostro en aortas de
ratones AMPKa2(-/-) que presentaban niveles reducidos de GTPCH | y BH4 (Wang et
al., 2009).
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3) Aumento de la unidn de la proteina de shock térmico de 90 kDa (Hsp90) a la
eNOS; se demostrd que el tratamiento con AICAR y metformina en ratones wild-type
C57BL6 incrementd la fosforilacion en el residuo de Ser''”® de la eNOS, la
biodisponibilidad de NO y la coinmunoprecipitacion de laeNOS y la Hsp90, al contrario,
que en ratones knock out de AMPKal (Davis BJ, 2006).

Por otro lado, varios estudios han mostrado que la activacion de la AMPK puede
fosforilar también a laeNOS en el residuo Thr*®®, produciendo la inactivacion de laeNOS
y la disminucién en la produccion de NO, siendo estos efectos disminuidos
significativamente cuando se elimina de forma especifica la AMPKaou endotelial (Chen
et al., 2019; Zippel et al., 2018). Los efectos cardiovasculares derivados de la
fosforilacion de la eNOS por AMPK fueron descritos por primera vez por Chen et al
(Chen ZP, 1999). En este estudio, se observé que la AMPK fosforila en el residuo de
Ser!!”” y activa a la eNOS a concentraciones altas de calcio en presencia de la Ca®*-
calmodulina, por el contrario, la eNOS se inhibe cuando la AMPK fosforila el residuo
Thr*% en condiciones de bajas concentraciones de calcio. Como se ha mencionado
anteriormente, estimulos fisiol6gicos como la adiponectina (Deng et al., 2010), la leptina
(Procopio et al., 2009), el ejercicio fisico (Cacicedo, Gauthier, et al., 2011), el shear stress
(Zhang et al., 2006), y farmacos antidiabéticos como la metformina (Zhonglin Xie et al.,
2008) y la rosiglitazona (Boyle JG, 2008) incrementan la produccion de NO gracias a la
activacion de la AMPK y la fosforilacion del residuo de Ser''’’ de la eNOS.

Se ha demostrado que la activacion de la AMPK esta implicada también en las
relajaciones mediadas por hiperpolarizacion dependiente del endotelio (EDH) en arterias
de resistencia (Figura 5) y en la regulacion de la presion arterial en ratones in vivo, ya que
esta respuesta vasodilatadora de tipo EDH se pierde en ratones a los que se les ha
eliminado la subunidad AMPKaz del endotelio (Enkhjargal et al., 2014). Sin embargo,
por el contrario, otros estudios han demostrado que los activadores de AMPK (AICAR y
AT769662) inhiben esta hiperpolarizacion dependiente de endotelio, bloqueando
preferentemente a los canales de K* activados por calcio (Kca) de pequefia conductancia
(SKca) en arterias mesentéricas (Chen et al., 2019). En futuros estudios, es necesario
investigar el potencial terapéutico que tiene la AMPK en las respuestas relajantes tipo
EDH en arterias de resistencia bajo condiciones patoldgicas de presion arterial elevada
y/o disfuncion endotelial en las que existe una disminucién en la sintesis y
biodisponibilidad de NO.
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Ademas de su papel beneficioso en la vasodilatacion dependiente del endotelio, la
activacion de la AMPK endotelial se ha visto implicada en la regulacion de otras
funciones fisiolégicas importantes (Figura 5) como la reduccion del estrés oxidativo y la
inflamacion (Colombo & Moncada, 2009; Jansen et al., 2020), la promocién de la
angiogenesis, (Nagata D, 2003), la inhibicién de la apoptosis (Kim et al., 2010), la
supresion del estrés del reticulo endoplasmico (RE) (Dong et al., 2010; Dong Y, 2010) y
la regulacion del metabolismo endotelial, aumentando la B-oxidacion de acidos grasos
libres, la mayor fuente de energia para las células endoteliales a través de la via AMPK—
ACC-malonyl CoA-CPT1 (Dagher et al., 2001; Fisslthaler & Fleming, 2009; McCarty,
2005).

1.1.3.3 AMPK en el muasculo liso vascular: mecanismos de regulacion y principales
dianas

Las células del MLV producen vasoconstriccion o vasodilatacion en respuesta a
estimulos fisioldgicos y fisiopatoldgicos. Cuando los vasos sanguineos sufren una lesion,
el MLV cambia de un fenotipo contractil a un fenotipo sintético, incrementando los
procesos de proliferacion y migracion, pasos criticos para el desarrollo de aterosclerosis
(Xu Q, 2010). Al igual que en el endotelio, las subunidades AMPKa. y a2 se localizan en
el MLV, siendo la isoforma a1 la mas abundante (Rubin et al., 2005). Las subunidades Bz
y B2 también se expresan en el MLV y de forma mayoritaria la 1 (Goirand et al., 2007,
Rubin et al., 2005).

Ademas de las acciones vasculares a nivel endotelial, esta descrito en la literatura
cientifica que la AMPK produce vasodilatacibn mediante diferentes mecanismos
independientes del endotelio en arterias de conductancia y de resistencia (Goirand et al.,
2007; Rubin et al., 2005; Schneider et al., 2015) asi como también esta implicada en la
regulacién de la proliferacion del MLV y en la inflamacion (Igata et al., 2005). Al
principio se describié que la AMPK se activaba en el musculo liso arterial bajo
situaciones de estrés metabolico (Rubin et al., 2005). La acetilcolina (Lee & Choi, 2013)
y las especies reactivas de oxigeno (ROS) como el H>O (Zhang et al., 2008) activan la
via LKB1-AMPK en el MLV. Por otro lado, se ha demostrado que un heterotrimero de
PP2A, PP2APpp2r2d, inhibe la actividad de la AMPK al producir la desfosforilacion en
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el residuo Thr!’2de AMPKa en células de MLV de ratas y humanos (Joseph et al., 2015;
Salminen et al., 2016).

Se ha demostrado que la activacion de la AMPKa; inducida por el AICAR
producia una potente relajacion en aorta de ratones mediante un mecanismo
independiente del endotelio y de la eNOS (Goirand et al., 2007). Se ha descrito que la
AMPK produce la relajacion directa del MLV mediante mecanismos de disminucion del
Ca2" intracelular (Figura 5). En arterias de resistencia mesentéricas, el activador de
AMPK, A769662, produjo relajacion mediante la activacion de la SERCA a través de la
fosforilacion del fosfolamban dependiente de AMPK (Schneider et al., 2015). Otros
autores han demostrado también que el A769662 induce la hiperpolarizacion y
vasodilatacion mediante la activacion de canales de K* activados por calcio (Kca) de alta
conductancia (BKca) en el MLV de arterias mesentéricas de resistencia (Schneider et al.,
2015).

Por otro lado, la activacion de la AMPK puede interferir directamente con la
maquinaria contractil del MLV e inducir relajaciones a través de mecanismos
independientes del Ca?*, que disminuyen la sensibilidad al Ca®" de la maquinaria
contractil (Figura 5) (Schubert et al., 2017; Sung & Choi, 2012; S. Wang et al., 2011).
Este mecanismo juega un papel clave cuando la vasodilatacion se tiene que mantener
durante periodos prolongados de tiempo sin que haya una reduccion de la concentracion
del Ca?* citosdlico, como ocurre durante la hipoxia. La activacion de la AMPK inducida
por metformina disminuyé la contraccién producida por fenilefrina (Phe) en aorta de rata
e inhibid la quinasa de la cadena ligera de miosina (MLCK) y la fosforilacién de las
cadenas ligeras de miosina (p-MLC) en cultivos de células de MLV de rata (Sung & Choi,
2012). Otros estudios han descrito que la activacion de la AMPK por AICAR en cultivos
de células humanas de MLV suprimio la fosforilacion inducida por Phe de la subunidad
1 de la miosina fosfatasa (MYPT1) e inhibio la p-MLC (S. Wang et al., 2011). Ademas,
la activacion de la AMPK por A769662 o PT-1 produjo la desensibilizacion al Ca®* de la
maquinaria contractil y la relajacion del MLV a través de la despolimerizaciéon del

citoesqueleto de actina (Schubert et al., 2017).
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Ademas de su papel en la relajacion del MLV, la AMPK ejerce acciones
antiproliferativas y antimigratorias en las celulas del MLV (Ferri, 2012; Nagata D, 2004;
Salt & Hardie, 2017) e inhibe la calcificacion vascular (Cai et al., 2016; Cao et al., 2013)
(Figura 5). El hecho de que la AMPK presente acciones vasculares, produciendo la
relajacion del MLV mediante mecanismos independientes del endotelio y acciones
antiproliferativas, confiere un potencial terapéutico adicional a los activadores de la
AMPK para el tratamiento de las complicaciones vasculares asociadas a enfermedades
metabolicas, en las que la disfuncion endotelial y las alteraciones de las vias de
sefializacion de eNOS/NO comprometen las acciones beneficiosas vasodilatadoras,

antiinflamatorias y antiproliferativas mediadas por el NO (Prieto et al., 2014).
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Figura 5: AMPK en la vasculatura, mecanismos de activacion y principales dianas en el
endotelio y el MLV. Tomado de (Rodriguez et al., 2021).

1.1.4 AMPKy especies reactivas de oxigeno (ROS) en la vasculatura

El estrés oxidativo o la produccién excesiva de ROS es un factor patogénico clave
subyacente en la disfuncion endotelial y del MLV en las enfermedades cardiovasculares.

Sin embargo, la sefializacion redox juega un papel fundamental en la homeostasis y la
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supervivencia celular, y las ROS como el anién superéxido (O27), el radical hidroxilo

(OH") o el perdxido de hidrogeno (H202), se producen en pequefias cantidades durante
la funcion celular normal. Las principales fuentes de ROS en la pared vascular incluyen
el complejo I y 111 de las mitocondrias, las NADPH oxidasas (Nox), la xantina oxidasa y
la eNOS desacoplada. La reduccion del O2 molecular por las Noxs en los complejos | y
11 de las mitocondrias durante los procesos metabdlicos, produce O siendo la

respiracion mitocondrial una fuente importante de generacion de ROS en condiciones
fisioldgicas basales. La produccion de ROS estd compensada y modulada por los sistemas
antioxidantes de las células, incluidos la superdxido dismutasa (SOD), la catalasa, la
glutation peroxidasa (GPx) y las peroxiredoxinas (Prx), enzimas que bloquean los efectos
nocivos de las ROS (Lambeth, 2004; Montezano & Touyz, 2014; Mufioz et al., 2017;
Mufioz et al., 2019; Mufoz et al., 2018).

El papel de la AMPK en la homeostasis redox esta bien establecido. Mientras que
las ROS pueden regular la actividad de la AMPK, ésta a su vez modula la expresion de
genes de defensa antioxidante y la produccion de ROS en la pared vascular. Ademas de
su activacion por cambios en las vias metabdlicas y la relacion AMP/ATP, la AMPK
puede estar directa o indirectamente influenciada por el estado redox celular. La AMPK
se puede activar directamente por oxidacion reversible de los residuos de cisteina
(Cys?®/Cys®®) de la subunidad catalitica AMPKoa1, sin gasto de ATP (Zmijewski et al.,
2010). Sin embargo, los cambios en la actividad de la AMPK en respuesta a las
variaciones redox son indirectos y secundarios a los efectos del estado redox en la
produccion de ATP mitocondrial (Hinchy et al., 2018). En la pared vascular, la AMPK
responde a numerosas sefiales de estrés oxidativo e isquémicas, como por ejemplo el NO,
el peroxinitrito, un potente oxidante formado por la reaccion del NO y el O2"y la hipoxia.
En células endoteliales adrticas bovinas, el peroxinitrito activo la AMPK a través de la
fosforilacion en Thri’2 (Zou MH, 2002) y la produccion de ROS mitocondriales por
berberina activo a la AMPK a través de la formacion de peroxinitrito y la fosforilacion de
AMPKa (Han et al., 2010). En células de MLV de arterias pulmonares, la hipoxia produjo
un aumento en la produccion de ROS, que aumento la actividad de la AMPK
independientemente de los cambios en el ratio de AMP/ATP, a través de la liberacion del
Ca?* intracelular del RE, la activacion de la CaMKK} y la fosforilacion del residuo Thrl??

de la AMPKa (Mungai et al., 2011). Las ROS generadas en la cadena de transporte de
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electrones (ETC) mitocondrial y no asi durante la fosforilacion oxidativa, estan

involucradas en la activacion de la AMPK por hipoxia (Emerling et al., 2009).

Los niveles elevados de ROS producen estrés energético y fallo metabdlico al
oxidar enzimas de la ETC, el ciclo de Krebs y la glucolisis (Wu & Zou, 2020). La AMPK
funciona como un sensor redox y su activacién mantiene el estado redox inhibiendo la
produccién de ROS o aumentando las defensas antioxidantes. En las células endoteliales
humanas, la activacion de la AMPK por AICAR inhibe la elevacion de ROS inducida por
palmitato mediante el aumento de la expresién de tiorredoxina (Trx) a través de FOXO3
(Li XN, 2009), y reduce el aumento de las ROS mitocondriales inducido por
hiperglucemia al aumentar la expresion de la superoxido dismutasa de manganeso
(MnSOD), promoviendo la biogénesis mitocondrial a través de la activacion de la
AMPK-PGCla (Kukidome et al., 2006). El silenciamiento de la AMPKaz en cultivos
de células endoteliales umbilicales humanas reduce la expresion de la MnSOD, la
catalasa, la y-glutamilcisteina sintasa y la Trx (Colombo & Moncada, 2009). El factor 2
relacionado con el factor nuclear eritroide 2 (Nrf2) es un factor de transcripcion
antioxidante activado por ROS tanto en condiciones fisiolégicas como de estrés y
estimula la expresion de genes antioxidantes como una respuesta adaptativa al estrés
oxidativo (Cullinan & Diehl, 2004). La AMPK fosforila directamente a Nrf2 en el residuo
Ser®™, lo que promueve la acumulacion nuclear de Nrf2 para la transactivacion genética

impulsada por el elemento de respuesta antioxidante (ARE) (Joo et al., 2016).

La reduccion de la produccion de ROS por AMPK se logra principalmente a través
de la inhibicion de las NADPH oxidasas, la eNOS desacoplada y las ROS derivadas de
las mitocondrias (Salt & Hardie, 2017; Wang et al., 2012). Se ha descrito que la activacion
in vivo de la AMPK en ratas diabéticas, o la sobreexpresion de la AMPK en celulas
endoteliales, normalizé la funcion endotelial y aumento los niveles de GTPCH 1y la
sintesis del cofactor de la eNOS, el BH4, evitando asi el desacoplamiento de la eNOS y

la generacion de superoxido (Wang et al., 2009).

Las NADPH oxidasas (Noxs) generan principalmente ROS y catalizan la reaccién
de reduccion del Oz a Oz utilizando NADPH como donador de electrones. Se han
identificado siete isoformas de Nox en el genoma humano (Brandes et al., 2014), aunque
solamente la Nox1, Nox2, Nox4 and Nox5 se expresan en el endotelio vascular, las
CMLV, los fibroblastos de la capa adventicia vascular y diversos leucocitos presentes en

la pared vascular en condiciones patoldgicas (Figura 6) (Drummond & Sobey, 2014;

40



REVISION BIBLIOGRAFICA

Drummond GR, 2011). La primera vez que se demostro que la AMPK inhibia la actividad
de Nox fue en neutrofilos humanos, donde la activacion de la AMPK con AICAR
suprimié la generacion de O2~ producida por ésteres de forbol y la explosion respiratoria
al reducir la translocacion a la membrana celular y la fosforilacion de p47phox, subunidad
de Nox citosélica, proteina crucial para la activacion de Nox2 (Alba et al., 2004). En
celulas endoteliales de la vena umbilical humana, la activacion de la AMPK con
rosiglitazona redujo significativamente el estrés oxidativo derivado de la Nox2 inducido
por altas concentraciones de glucosa mediante la inhibicion de la expresion de la proteina
p22phox y también la inhibicion de la translocacion dependiente de PKC de p47phox y
Racl a la membrana (Ceolotto et al., 2007). En miocitos cardiacos, el péptido similar al
glucagén-1 (GLP-1) activdo la AMPKaop, isoforma mayoritariamente expresada en
cardiomiocitos, que bloqued la fosforilacién de p47phox dependiente de PKC inducida
por niveles altos de glucosa y por consiguiente su translocacion a la membrana plasmatica

y el estrés oxidativo derivado de Nox2 y la glucotoxicidad (Balteau et al., 2014).
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Figura 6: Expresion y localizacion de las diferentes isoformas de la NADPH oxidasa en la

pared vascular. Tomado de Drummond et al. (2011).

La isoforma Nox2 endotelial también puede ser una fuente fisiol6gicamente
relevante de generacion de H.O, que contribuye a la vasodilatacion dependiente del

endotelio en el corazon y el rifién (Larsen et al., 2009; Mufioz et al., 2017; Mufioz et al.,
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2018). Los ratones knockout para AMPKas mostraron una regulacion al alza de Nox2,
disfuncion endotelial y un aumento del estrés oxidativo vascular en respuesta a la
angiotensina Il (Schuhmacher et al., 2011). Aunque la principal isoforma de la AMPK en
las células endoteliales es AMPKaiB1y1, tanto AMPKai como AMPKay son igualmente
importantes para mantener la funcidén endotelial. Los primeros estudios de Wang y
colaboradores (Wang et al., 2010) demostraron que la AMPKa funciona como un
supresor fisiologico de la actividad de Nox2, y que la delecion de AMPKa. producia
disfuncion endotelial y un aumento en la expresion de p47phox, p67phox y gp91phox,
mientras que la activacién de AMPK con AICAR inhibia la expresion endotelial de Nox2
y la produccién de ROS de una manera dependiente de AMPKa2 (Song & Zou, 2012;
Wang et al., 2010).

La isoforma Nox4 es la enzima Nox que se expresa con mayor abundancia en las
celulas endoteliales, es constitutivamente activa, se localiza en las mitocondrias y el RE
y genera H>O> al contrario de Nox1 y Nox2 que principalmente producen O2~ (Brandes
et al., 2014; Drummond & Sobey, 2014). Ademas, se demostro, por primera vez que la
AMPK regulaba negativamente el estrés oxidativo dependiente de Nox4 y la apoptosis
en los podocitos renales y las células tubulares en la diabetes y la obesidad (Decleves,
Zolkipli, et al., 2014; Eid et al., 2010).

Las mitocondrias son fuentes importantes de generacion de ROS y la AMPK
regula la producciéon de ROS mitocondrial a través de varios mecanismos, entre los que
se incluyen la regulacion al alza de la proteina desacoplante mitocondrial 2 (UCP2), la
modulacion de la autofagia y la eliminacién de mitocondrias disfuncionales (Wang et al.,
2012). La UCP2 es una proteina integral de la membrana interna mitocondrial, implicada
en el transporte de protones desde el espacio intermembrana hacia la matriz mitocondrial
y cumple un papel protector frente al estrés oxidativo. La exposicion de las células
endoteliales humanas al AICAR o la metformina produjo una regulacion al alza
dependiente de la AMPK tanto del ARNm de UCP2 como de la proteina UCP2, mientras
que la sobreexpresion de UCP2 suprimid el estrés oxidativo y la nitracion de la
prostaciclina sintasa inducida por niveles altos de glucosa (Z. Xie et al., 2008). Las
proteinas y el ADN dafiados o las mitocondrias disfuncionales provocan una mayor
produccién de ROS. Las mitocondrias disfuncionales se eliminan de las células mediante
la autofagia y la deficiencia de este mecanismo de reciclaje celular conduce a un aumento
de ROS (Wu et al., 2009). La AMPK regula la produccién de ROS mitocondriales
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mediante la regulacién de la autofagia a través de la inactivacion de la via mTORCL1 (por
fosforilacion y activacion de TSC2) (Inoki et al., 2003) o por fosforilacion directa de

ULK1 favoreciendo asi la autofagia (Roach, 2011).

La disfunciobn mitocondrial estd involucrada en la patogénesis de las
complicaciones vasculares de las enfermedades metabdlicas, generalmente asociada a una
mayor produccion de ROS inducida por estimulos ateroscleréticos como la
hiperglucemia, la hiperlipidemia y las lipoproteinas de baja densidad oxidadas (LDLox)
(Cho YE, 2013; Matsumoto et al., 2014; Z. Xie et al., 2008; Zmijewski et al., 2005). Se
ha demostrado que la activacion farmacoldgica de AMPK en células endoteliales atentia
el estrés oxidativo provocado por la hiperglucemia (Z. Xie et al., 2008) y mejora la
disfuncion endotelial inducida por palmitato mediante la supresion de ROS mitocondrial
asociado al estrés del RE y la posterior activacion del inflamasoma NLRP3 (Li et al.,
2015). La activacion de la AMPK también puede proteger contra el dafio que sufren las
células endoteliales bajo condiciones de estrés oxidativo mediante la inhibicion de la
apoptosis de estas células y la produccion de superdxido mitocondrial mediada por la
fosforilacion de la eNOS (Aoki et al., 2012).

1.1.5 AMPK e inflamacién vascular

La inflamacidn y el estrés oxidativo son dos procesos subyacentes en la
patogénesis de muchas enfermedades y se encuentran en una interaccion constante en la
pared del vaso. La inflamacién de bajo grado en la pared vascular se asocia con disfuncion
endotelial y participa en la patogénesis de la aterosclerosis. La activacion de la AMPK
puede ejercer efectos vasoprotectores no solo al aumentar la biodisponibilidad del NO
endotelial, al reducir la produccion de ROS en el lecho vascular, sino también a través de
sus efectos antiinflamatorios sobre las células endoteliales (Figura 8), al suprimir la via
de sefializacion de NF-«B y asi reducir los niveles de citocinas como el factor de necrosis
tumoral a (TNF-a) y las moléculas de adhesion como la molécula de adhesion celular
vascular 1 (VCAM-1), la molécula de adhesion intracelular 1 (ICAM-1) y la E-selectina
(Hattori Y, 2006; Krasner et al., 2014). EI NF-xB es un factor de transcripcion sensible
al estado redox, que regula la expresion de un gran numero de genes inflamatorios. El
NF-xB es inactivo en el citoplasma y se encuentra unido a la proteina IkB en condiciones

basales; sin embargo, tras la estimulacion con citocinas, la kB es fosforilada por la 1B
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quinasa (IKK), produciendo la degradacion de IxB y permitiendo la translocacion de NF-
kB al nucleo, su activacion y la expresion de genes proinflamatorios (Hinz et al., 2012;
Liu et al., 2017). La AMPK acttia como un modulador de las respuestas inflamatorias
(Figura 7), ya que se ha demostrado que los activadores de la AMPK suprimen la
actividad del lipopolisacarido (LPS) bacteriano, el TNFa y la actividad del NF-xB
inducida por palmitato y la expresion de citocinas proinflamatorias en varios tipos de
células, incluidas las células endoteliales y mesangiales (Cacicedo et al., 2004; Katerelos
et al., 2010), pero también en células gliales (Giri et al., 2004), retinianas (Cacicedo,
Benjachareonwong, et al., 2011) y en miocitos de pacientes obesos y diabéticos tipo 2
(Green, Pedersen, et al., 2011).

La AMPK contribuye a los efectos antiinflamatorios vasculares del NO, ya que el
NO activa a la AMPKa2 en las células endoteliales, que a su vez inactiva a la IKK,
disminuyendo asi la activacion de la sefializacion de NF-xB y la expresion de genes
inflamatorios (Figura 7) (Bess E, 2011). Se ha demostrado que los efectos
antiinflamatorios vasculares de la AMPK estan relacionados con el metabolismo de las
ROS, ya que la AMPK regula negativamente la activacion de NF-xB a través de la
inhibicion de la degradacion de IkBa dependiente del proteasoma 26S y la posterior
expresion de Nox2. Por lo tanto, en células endoteliales adrticas de ratones AMPKoz ™y
células endoteliales de vena umbilical humana que expresaban siARN especifico de
AMPKaog, se demostrd, que la pérdida de actividad de la AMPK caus6 disfuncion
endotelial, un aumento de la expresion de gp91phox, p47phox, p67phox (subunidades de
la Nox2) y de la produccién de superdxido, asi como también un aumento de la actividad
del proteasoma 26S, la degradacion del IkBa y de la translocacion nuclear de NF-xB (p50
y p65), mientras que la activacion de AMPK por AICAR o su sobreexpresion revirtieron
estos efectos, lo que sugiere que la AMPK mantiene el fenotipo no aterogénico y no
inflamatorio del endotelio (Wang et al., 2010). Ademas, la delecion de AMPKay in vivo
aumenta la expresion de la Nox2 y el estrés oxidativo, junto con un aumento de la
expresion de ARNm de mediadores proinflamatorios como la sintasa de oxido nitrico
inducible (iNOS), la ciclooxigenasa-2 (COX-2) y la VCAM-1, lo que da como resultado
la disfuncion e inflamacion vascular, lo que apoya la evidencia de que la actividad de
AMPK basal es un elemento protector y regulador redox de la homeostasis vascular
(Schuhmacher et al., 2011).
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Figura 7: Mecanismos de inhibicion de la AMPK sobre la via inflamatoria NF-kB. Adaptado
de Liu Zhang et al (2017)

Estudios recientes han dilucidado el mecanismo por el cual la AMPKaz endotelial
modula la inflamacién vascular y el estrés oxidativo y lo han relacionado con la
infiltracion vascular de células fagociticas. La delecion endotelial especifica del gen que
codifica para AMPKa1 agravo la disfuncion endotelial inducida por la infusion crénica
de angiotensina Il y aumento el reclutamiento de leucocitos infiltrantes que contribuyeron
aaumentar el estrés oxidativo derivado de la Nox2 (NADPH oxidasa fagocitica) mediante
la regulacion al alza de citocinas y moléculas de adhesion vascular, incluidas la VCAM-
1, la proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1) y la quimiocina ligando 5 (CCLJ5)
(Kroéller-Schon et al., 2019). Ademas, los ratones que carecen de AMPKa; endotelial
perdieron la defensa antioxidante mediada por la hemo oxigenasa 1 (HO-1) (Kroller-
Schon et al., 2019).

Las interacciones entre los monocitos circulantes y las células endoteliales, que
estan reguladas por moléculas de adhesion como las selectinas, la ICAM-1y la VCAM-
1 expresadas en la superficie de las células endoteliales en respuesta a estimulos
inflamatorios, son cruciales para la progresion de la aterogenesis. Se ha descrito en células
endoteliales aorticas humanas activadas por TNF-a, que los farmacos activadores de

AMPK, como la metformina y el AICAR, atenlan la respuesta aterogénica
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proinflamatoria de las células endoteliales al inhibir la adhesion de monocitos (Ewart
MA, 2008; Zhang et al., 2011) mediante la fosforilacion en Ser® del coactivador
transcripcional p300; la AMPK bloquea la acetilacién de NF-kB mediada por p300 y su
activacion, reduciendo asi la expresion de las moléculas de adhesidn y, en consecuencia,

la adhesidn de monocitos a las células endoteliales (Zhang et al., 2011).

El papel modulador de la AMPK en la respuesta inflamatoria del endotelio
vascular se ha relacionado con sus interacciones con las ROS mitocondriales y el estres
del RE (Lietal., 2015). La activacion farmacoldgica de la AMPK con salicilato o AICAR
mejord la disfuncién endotelial inducida por palmitato mediante la supresion del estrés
del RE asociado a ROS mitocondriales y la posterior activacion y expresion del
inflamasoma NLRP3 y la caspasa-1; produciendo la inhibicién de la inflamacién y la
apoptosis, el aumento de la fosforilacion de la eNOS y la mejora de la vasodilatacién
dependiente del endotelio (Li et al., 2015). También se ha demostrado que la AMPK
suprime la via proinflamatoria de sefializacion de la quinasa Janus (JAK) y el activador
de la transcripcion (STAT), mediante la fosforilacion de JAK en las células endoteliales
(Rutherford et al., 2016).

Ademas de en el endotelio, la AMPK puede modular la respuesta inflamatoria en
las células del MLV a través de varios mecanismos, entre los que se incluye el homologo
de fosfatasa y tensina (PTEN), un gen supresor de tumores que actla como regulador
negativo de la PI3K, y modula la proliferacion, la supervivencia y el crecimiento celular
(Kim & Choi, 2012). Ademas, la AMPK también puede modular la cascada STAT-1 en
el MLV (He et al., 2015). Se ha descrito en CMLV adrticas humanas que la activacion
farmacoldgica o genética de la AMPK inhibi6 la sefializacion de STAT-1 y atenud las
acciones proinflamatorias inducidas por activadores de STAT-1 como el interferon-y y la
angiotensina Il e inhibio la inflamacion vascular a través de la regulacion positiva de la
proteina quinasa fosfatasa-1 activada por mitdgenos (MKP-1). Mientras que la inhibicién
de la AMPK tuvo los efectos opuestos y la delecion de AMPKa: 0 AMPKa2 dio como
resultado la activacion de STAT-1 y el aumento de los niveles de mediadores

proinflamatorios (He et al., 2015).

En las células del sistema inmunoldgico, la activacion de la AMPK reduce la
activacion de neutrofilos inducida por el receptor tipo toll 4 (TLR4) y disminuye la
sefializacion de NF-kB y la liberacion de TNF-a e IL-6, lo que mejord la gravedad de la
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lesion pulmonar aguda inducida por LPS (Zhao et al., 2008). Las interacciones entre la
AMPK y los macrdfagos y los linfocitos T del sistema inmunol6gico han sido revisadas
recientemente por Jansen y colaboradores (Jansen et al., 2020). La AMPKa participa en
la proliferacion y la diferenciacién de linfocitos T citotoxicos CD8" y la delecién de la
AMPKa.; en estas células produce una capacidad alterada para generar una respuesta de
memoria cuando son activadas por estimulos infecciosos (Rolf et al., 2013). También se
ha demostrado que la AMPKa.1 es necesaria para acoplar la disponibilidad de nutrientes
a la demanda de las células T durante el proceso inflamatorio (Blagih et al., 2015). La
AMPK juega un papel clave en la regulacion de la activacion e infiltracién de macréfagos.
La AMPK regula negativamente la via de sefalizacion de la quinasa c-Jun N-terminal
(JNK) proinflamatoria; y se ha descrito que la AMPK inhibe la fosforilacion de JNK en
macrofagos (Jeong et al., 2009), aumentando esta fosforilacion en macréfagos y en
células endoteliales de ratones deficientes en AMPK (Galic S, 2011). Por otro lado, la
delecion de AMPKau en las células mieloides condujo a una disfuncion que consiste en
una polarizacion mantenida de macréfagos M1 y una disminucion del nidmero de
macréfagos antiinflamatorios M2 junto con una liberacién alterada de citocinas y una
fagocitosis disfuncional en células necroticas y apoptoticas (Mounier et al., 2013). La
delecion de AMPKau en células mielomonociticas en el modelo de disfuncion endotelial
inducida por angiotensina I, indujo un fenotipo proinflamatorio con disfuncién endotelial
severa y estrés oxidativo, mayor infiltracion de macrofagos F4/80 y granulocitos GR1+y

una liberacion aumentada de interferon-y (IFN-y) y TNF-a (Jansen et al., 2018).
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Figura 8: Resumen del papel de la AMPK en la homeostasis redox e inflamacion en las células
endoteliales. Tomado de (Rodriguez et al., 2021).

1.1.6 AMPK, hipoxia e isquemia/reperfusion (I/R)

La isquemia es la restriccion del flujo sanguineo normal causada por el
estrechamiento de la luz de los vasos sanguineos que disminuye el suministro de O
(hipoxia) a los tejidos afectados. La hipoxia es uno de los activadores fisioldgicos mas
potentes de la AMPK en tejidos y 6rganos, incluido el corazén y el endotelio vascular
(Marsin et al., 2000; Wu & Zou, 2020). Los mecanismos subyacentes a la activacién de
AMPK en situaciones de hipoxia incluyen la disminucion en la produccion de ATP
debido a la inhibicion de la B-oxidacion de los acidos grasos libres (AGL) (Hardie &
Hawley, 2001), y las ROS de la cadena de transporte de electrones de la mitocondria y
las especias reactivas de nitrégeno (RNS) como el peroxinitrito, que activan a la AMPK
en condiciones de hipoxia no severa (Hamanaka & Chandel, 2009; Laderoute et al.,
2006). La hipoxia combinada con la privacion de glucosa en las células endoteliales
induce la activacion de AMPKay, que protege a estas células al prevenir la apoptosis,
mediante la regulacién positiva de la expresién dependiente de Nrf2 de genes
antiapoptaticos y el mantenimiento del ATP intracelular en las células endoteliales (Liu
XM, 2011).
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La hipoxia fosforila y activa la AMPK endotelial, especificamente a la subunidad
AMPKap, para regular la angiogénesis (Nagata D, 2003). Aunque la AMPKas> es la
isoforma de la AMPK menos expresada en las células endoteliales, es esencial para la
angiogenesis en respuesta al estrés hipdxico. La angiogénesis también puede estar
mediada por la activacion de la AMPKas a través del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), posiblemente proporcionando energia a traves de la inhibicion de ACC
(Stahmann et al., 2010). La angiogénesis es inducida por la hipoxia derivada de una
isquemia y consiste en el crecimiento de nuevos capilares, que forman tubos de células
endoteliales sin células del MLV o adventicia de vasos preexistentes, cuyo objetivo es
recuperar la perfusion sanguinea en las zonas isquémicas (Carmeliet, 2000; Chen MH,
2020; Heil et al., 2006). La angiogénesis es necesaria para la migracion y proliferacion
de las células endoteliales y su diferenciacion morfologica en condiciones de hipoxia. Por
lo tanto, la AMPK endotelial puede ser determinante para el reclutamiento de vasos
sanguineos y el mantenimiento de la perfusion sanguinea en tejidos isquémicos (Nagata
D, 2003). La inhibicion de AMPK, por transfeccion de ARN de interferencia o
silenciamiento (siARN) especifico de AMPKa, redujo la formacion de nuevos capilares
en células endoteliales humanas de la vena umbilical, mientras que en las células
endoteliales de aortas de ratones knock out AMPKa: 0 AMPKaz, hubo una expresion
reducida de UCP2, viéndose afectada también la formacion de nuevos capilares. La
isquemia aumentd la angiogénesis, la fosforilacion de Ser'!’” de eNOS y la UCP2 en
musculos isquémicos de ratones wild type (WT) pero no de ratones deficientes en
AMPKa1 0 AMPKoz (Xu MJ, 2011). La disminucion de la expresion de AMPK redujo
la diferenciacion/migracion de células endoteliales y la angiogénesis inducida por hipoxia
(Nagata D, 2003), VEGF (Stahmann et al., 2010) o adiponectina (Ouchi et al., 2004). La
sobreexpresion de UCP2 aumentd la angiogénesis en las células endoteliales de ratones
deficientes en AMPK, lo que indica que la disminucion de ROS derivados de la
mitocondria puede ser critica (Xu MJ, 2011). El mecanismo propuesto para la
angiogénesis mediada por AMPK es que la hipoxia activa la AMPK endotelial que a su
vez estimula la via Akt-eNOS-NO, y se propone que esta via no esta implicada en la
migracion de células endoteliales ni en la formacidn de nuevos capilares en condiciones
normoxicas (Nagata D, 2003). Sin embargo, la fosforilacion directa de la Ser*'’” de la
eNOS, mediada por AMPK, si se produce en condiciones de hipoxia prolongada o de

isquemia-reperfusion (I/R) derivada de peroxinitrito (Nagata D, 2003; Zou MH, 2002).
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¢ AMPK e isquemia/reperfusion (I/R)

Cuando un tejido recupera el flujo sanguineo normal (reperfusion) después de un
periodo hipoxico-isquémico, en lugar de recuperar la funcién normal, se produce una
lesion derivada de la isquemia-reperfusion (I/R). Este dafio se produce principalmente
por la apoptosis de células endoteliales y la posterior obstruccion de capilares y del flujo
sanguineo microvascular, que finalmente produce una lesion en érganos diana como por
ejemplo el cerebro (ictus) (Jiang et al., 2018), el corazon (infarto de miocardio) (Qi &
Young, 2015) o rifiones (insuficiencia renal) (Decleves, Sharma, et al., 2014), siendo una
de las principales causas de morbilidad y mortalidad a nivel mundial. En este contexto,
se ha demostrado que la activacion de la AMPK tiene efectos protectores durante la I/R,
ya que esta implicada en la regulacion del metabolismo energético, el estrés oxidativo, la
inflamacion, la funcién mitocondrial, la autofagia, la apoptosis y el estrés del RE (Ding
etal., 2020; Wu & Zou, 2020).

El corazon es altamente sensible a los cambios en el suministro de O, siendo la
hipoxia o la anoxia muy perjudiciales para la funcién cardiaca. La activacion intrinseca
de la AMPK en situaciones de hipoxia protege al corazon contra la lesidn isquémicay la
apoptosis, aunque también se ha demostrado que la activacion farmacoldgica de la AMPK
protege la funcion de los cardiomiocitos tras una lesion por I/R en el miocardio. (Qi &
Young, 2015). Los corazones de ratones con deficiencia de AMPKoaz no lograron
aumentar la captacion de glucosa y la glucélisis durante la isquemia ni la oxidacion de
AGL durante la reperfusién, mostrando mas apoptosis de miocitos y menos funcién
contractil (Russell et al., 2004). Ademaés, los ratones knockout para adiponectina
presentaban un mayor tamafo de la zona infartada del miocardio y un aumento de la
apoptosis en comparacién con los WT después de la I/R, y observaron que la posterior
administracion de adiponectina redujo el dafio isquémico a través de la activacion de la
AMPK, lo que sugiere un potencial terapéutico para el tratamiento agudo de la cardiopatia
isquémica relacionada con la obesidad (Shibata R, 2005). Por otro lado, la administracion
aguda de metformina antes de la I/R, activd a la AMPK miocérdica y aumentd la
fosforilacion de eNOS en Ser!'’?, disminuyendo el infarto de miocardio en el corazon de
ratones diabéticos db / db (Calvert et al., 2008). Del mismo modo, el pretratamiento con
AT769662 también aumentd la activacion de eNOS, atenud el tamario del infarto y redujo
la apoptosis y la necrosis miocardica (A. S. Kim et al., 2011), lo que confirma que la
estimulacion farmacoldgica de AMPK mitiga el dafio por I/R. Curiosamente, un estudio
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mostré que la restriccion caldrica a largo plazo produce una alta activacion de AMPK que
protege al corazdn envejecido de las lesiones por I/R (Edwards et al., 2010). Por otro lado,
ha aumentado el nimero de estudios que respaldan que los antioxidantes naturales
protegen contra la I/R miocardica al inhibir a las NADPH oxidasas y mejorar la actividad
de las enzimas antioxidantes a través de AMPK (Ding M, 2017; Duan et al., 2017). Se ha
demostrado que la melatonina es un agente cardioprotector, que activa la via AMPK-
PGC10-SIRT3, mejorando la biogénesis mitocondrial y reduciendo la produccion de
ROS derivadas de las mitocondrias en corazones con I/R de ratas diabéticas (Yu et al.,
2017). Ademas de la accion protectora antioxidante de la activacion de AMPK durante
las lesiones de I/R, se ha demostrado que la proteina activada C (APC) (J. Wang et al.,
2011) y la antitrombina (Chaube et al., 2015) activan a la AMPK y ejercen efectos
antiinflamatorios durante la I/R miocardica, inhibiendo la JNK y las vias de sefializacién
de NF-kB.

En el rifion, la activaciéon de la AMPK también le confiere proteccién durante la
I/R renal, una de las principales causas de insuficiencia renal aguda (IRA) en la que se
produce un dafio celular grave y disfuncion renal (Wang LT, 2013). Ademas, existe
evidencia de que la activacion intrinseca de la AMPK por si sola durante la isquemia no
es capaz de detener la progresion del dafio por I/R, sin embargo, la activacion de la AMPK
por metformina o AICAR ejerce acciones renoprotectoras como la inhibicion del estrés
oxidativo, de la apoptosis y de los marcadores profibroticos y la activacion de la
autofagia, que preparan al rifion para responder mejor y poder manejar una lesion
(Decleves, Sharma, et al., 2014). Por otro lado, se ha demostrado que el AICAR
disminuye la infiltracién de monocitos/ macréfagos y mejora la necrosis tubular aguda
después de una lesién renal por I/R (Lempiainen et al., 2012). Ademas, la preactivacién
de AMPK con metformina preserva la integridad celular y disminuye el dafio de las
células epiteliales causado por la isquemia renal (Seo-Mayer et al., 2011). Sin embargo,
a diferencia de lo observado en el corazdn isquémico, parece ser que la activacion de
AMPK después de la I/R renal no aumenta la fosforilacion de la eNOS o la ACC (Mount
et al., 2005).

En conclusion, la activacion de la AMPK durante la I/R produce un aumento de
la glucdlisis y de la captacion y la oxidacion de AGL en las mitocondrias para restaurar
los niveles de ATP, y promueve la supervivencia celular al inducir la autofagia e inhibir

el estrés del RE, la inflamacion y el estrés oxidativo (Qi & Young, 2015; Schneider et al.,
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2015). Por tanto, los activadores de AMPK pueden ser farmacos terapéuticos potenciales

para la proteccidn contra las lesiones producidas por la isquemia-reperfusion.

1.2 AMPK Y RINON

Los rifiones son drganos pares con una funcion excretora crucial, filtrando la
sangre, reabsorbiendo iones, agua y metabolitos necesarios para el organismo vy
eliminando sustancias de desecho a través de la orina. Estos 6rganos también son clave
para el mantenimiento de la homeostasis del organismo al regular el volumen y la
composicion de los liquidos corporales. Los rifiones participan en la regulacion del
balance electrolitico, el equilibrio acido-base, el control de la osmolalidad y el volumen
del liquido extracelular, siendo esta ultima muy importante para el correcto
funcionamiento del sistema cardiovascular. Los rifiones se encargan de mantener el
equilibrio entre la ingesta y la excrecién de la concentracion de diferentes electrolitos,
entre lo que se incluyen Na*, K*, CI', bicarbonato (HCOsY), hidrogeniones (H*), Ca?* y
fosfato inorgénico (Pi), asi como de la eliminacion de sustancias derivadas del
metabolismo (urea, creatinina, acido Urico,etc), farmacos y otros compuestos quimicos.
Ademas de estas funciones, los rifiones son érganos endocrinos que producen y liberan
hormonas, entre las que se encuentran el calcitriol (forma activa de la vitamina D3), la
eritropoyetina y la renina, esta Gltima activa el sistema renina-angiotensina-aldosterona,

encargado de regular la presion arterial y el equilibrio Na*- K* (De Castro, 2013).

Los rifiones son Grganos retroperitoneales situados en la region posterior del
abdomen, por debajo del diafragma y a ambos lados de la columna vertebral. En el borde
medial de cada rifién se observa una hendidura (hilio) a través de la cual pasan las arterias
y las venas renales, los nervios renales, que se originan en el ganglio celiaco perteneciente
al sistema nervioso simpatico, y la pelvis renal. Al practicar un corte sagital en el rifion
se observan dos partes: la parte externa o corteza y la parte interna o medula. La médula
a su vez estd formada por varias piramides renales, cuyos Vvértices (papilas renales)
desembocan en los calices renales, que recogen la orina formada y que confluyen en la
pelvis renal y comunican con el uréter. Si amplidramos una pequefia zona de la parte
interna del rifidn, se observaria que éste esta formado por nefronas, aproximadamente por
1 millén de nefronas, unidades funcionales del rifién. Las nefronas estan formadas por el

corpusculo renal, unidad filtradora formada por el glomérulo y la cdpsula de Bowman, y
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los tubulos renales, donde se producen los procesos de reabsorcion y secrecion, se dividen
en tabulo proximal, asa de Henle (formada por rama descendente y ascendente delgadas
y rama ascendente gruesa), tubulo distal y tabulo colector. Segun la localizacion del
corpusculo renal y la longitud del asa de Henle, se diferencian nefronas corticales, en la

corteza y cortas, y nefronas yuxtamedulares, en la médula y largas (De Castro, 2013).

La sangre que recibe el rifion va a ser filtrada en el corpisculo renal, donde se
produce el paso de la sangre desde el glomérulo a la capsula de Bowman pasando por la
barrera de filtracion glomerular que constituye una limitacion mecénicay eléctrica al paso
de solutos de gran tamafio y con carga negativa. La barrera de filtracion esta formada por
3 elementos: el endotelio vascular renal que es fenestrado, con poros con un limite de
tamafo de 70-100um; la membrana basal glomerular formada por proteinas con carga
negativa; por ultimo, los podocitos del epitelio de la capsula de Bowman que entre ellos
forman una barrera con limite de tamafio y carga. La sangre ultrafiltrada va a dar lugar a
la formacion de la orina primaria formada por agua y pequefios solutos con carga positiva.
A lo largo del tubulo, se va a producir la reabsorcion tubular, en el cual el 90% del liquido
filtrado vuelve a la sangre, y la secrecion tubular, proceso de eliminacion de sustancias
que no han podido ser filtradas que pasan de la sangre al tibulo, con este proceso se forma
la orina definitiva (De Castro, 2013).

En relacion con la vasculatura renal, los rifiones reciben el aporte sanguineo desde
la arteria aorta abdominal a traves de la arteria renal que se ramifica posteriormente en
arterias segmentarias, interlobares, arcuatas, interlobulillares y por ultimo, en arteriolas
aferentes (Figura 9). Estas ultimas entran en el glomérulo donde va a tener lugar la
ultrafiltraciéon de la sangre desde los capilares glomerulares a la capsula de Bowman,
primer paso para la formacion de la orina. Una vez que la sangre ha sido filtrada, sale del
glomérulo a través de las arteriolas eferentes que se continGan con los capilares
peritubulares que irrigan los tabulos, donde se lleva a cabo la reabsorcién de agua y
solutos esenciales desde los tibulos a los capilares, y la secrecién de iones y solutos que
no han sido filtrados anteriormente y necesitan ser eliminados por la orina, desde los
capilares a los tibulos renales. Las arteriolas eferentes de las nefronas yuxtamedulares
dan lugar a los vasos rectos que se sittan en paralelo al asa de Henle, participando en el
intercambio por contracorriente, necesario para la concentracién de orina. Los capilares
peritubulares y los vasos rectos se fusionan en la unién corticomedular para formar el

sistema venoso, formado por las venas interlobulillares, arcuatas, interlobares y
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finalmente la vena renal que desemboca en la vena cava inferior. Los vasos linfaticos se
encuentran principalmente en la corteza y su funcién principal es eliminar el liquido y las
macromoléculas (como la albumina) del espacio intersticial entre los tdbulos y los

capilares, asi como de la infiltracion de células inmunes (Figura 9) (Dumas et al., 2021).
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Figura 9: Anatomia de la vasculatura del rifidn. Tomado de Dumas (2021)

Los rifiones filtran entre 150-1801/dia de sangre y se excretan entre 0,5-1,51/dia de
orina. El flujo sanguineo renal (FSR) es muy elevado, el 25% del gasto cardiaco se utiliza
para unos organos que representan el 0,4% del peso corporal y el 7% del consumo total
de Oz (Hallows KR, 2010). De hecho, los rifiones solo son superados por el corazon en
consumo de oxigeno y abundancia mitocondrial (Galvan et al., 2017).

La tasa de filtracion glomerular (TFG) se mantiene constante gracias a los
mecanismos de autorregulacién que permiten que el FSR sea el mismo
independientemente de los cambios sistémicos de presion, lo que se consigue variando la

resistencia de las arteriolas, principalmente la arteriola aferente del rifidén. Asi la presion
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capilar glomerular no varia a pesar de que la presion arterial si lo haga. ElI primer
mecanismo de autorregulacion se produce cuando aumenta la presion arterial, aumenta el
flujo y se produce el estiramiento de las paredes de la arteriola aferente, lo que activa los
canales de Ca?" y la contraccion del MLV, aumentando la resistencia para que el flujo se
mantenga constante; el segundo mecanismo la retroalimentacion tubuloglomerular, se
activa cuando aumenta el FSR y la TFG, con ello aumenta la concentraciéon de Na* que
es detectada por la macula densa del aparato yuxtaglomerular, que se encuentra entre la
porcion ascendente gruesa del asa de Henle y el tabulo contorneado distal, y se produce
la vasoconstriccion de la arteriola aferente por liberacion de adenosina 'y TXA:. Por otro
lado, otra forma de regulacion del FSR es mediante la inervacion simpatica adyacente al
MLV de la arterial renal y a la parte tubular de las nefronas; el aumento de la actividad
simpatica, por ejemplo, en situaciones de mayor demanda en otros 6rganos vitales como
el corazon o el cerebro, aumenta la secrecion de renina por parte de las células
yuxtaglomerulares y la liberacion de noradrenalina y dopamina por los nervios simpéticos
y de adrenalina por parte de la médula adrenal. La adrenalina y la noradrenalina producen
vasoconstriccion al unirse a los receptores a1 de la arteriola aferente, reduciendo el FSR
y la TFG y aumentando la presién sanguinea. La renina a su vez estimula la via renina-
angiotensina-aldosterona; altas concentraciones de angiotensina Il producen la
vasoconstriccion de la arteriola aferente y eferente y un aumento de la presion sanguinea,
reducen la TFG y ademas aumenta la reabsorcion tubular de Na* y la retencion de H.O
por lo que favorece una elevacion del volumen del liquido extracelular. Por altimo, el
endotelio renal libera sustancias vasoconstrictoras (angiotensina Il, ET-1, adenosina), que
disminuyen el FSR y la TFG, y sustancias vasodilatadoras (NO, PGI>), que aumentan el
FSR y la TFG, constituyendo todo ello un mecanismo de regulacion local del FSR al

modificar la resistencia de las arteriolas del rifion (De Castro, 2013).

1.2.1 Expresion de la AMPK en el rifidn

Como se ha comentado anteriormente, los rifiones tienen una alta tasa metabolica,
necesaria para filtrar la sangre y para el transporte en los procesos de reabsorcion y
secrecion en el tibulo. La AMPK se encuentra altamente expresada en el rifion, un 6rgano
con un gran consumo energético (Stapleton et al., 1996). Estudios de inmunohistoquimica

en ratones, donde utilizaron un anticuerpo especifico para detectar la fosforilacion en
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Thrt"2-AMPKao, han detectado a la AMPK en células epiteliales tubulares corticales,
especialmente en la superficie apical de los tabulos distales (Juszczak F, 2020; Seo-Mayer
etal., 2011), asi como en el tbulo contorneado proximal y la rama ascendente gruesa del
asa de Henle. En estas células tubulares hay una gran cantidad de mitocondrias y son muy
dependientes del metabolismo oxidativo de lipidos, por lo que era previsible una mayor
expresion de AMPK (Hallows KR, 2010). La AMPK se ha detectado en otras células
renales como los podocitos, células mesangiales y células endoteliales glomerulares,
poniendo de manifiesto que la AMPK se expresa de forma ubicua en el rifion (Kume et
al., 2012). En cuanto a la expresion de las subunidades de la AMPK, se ha identificado
que la subunidad a3 es laisoforma predominante en el rifidn de rata, aunque la subunidad
a2 también es detectable pero en menor medida (Fraser et al., 2005). La isoforma f1 esta
altamente expresada en rifion de roedores y humanos mientras que las isoformas y1y y2

se expresan de forma similar (Fraser et al., 2005; Hallows KR, 2010).

1.2.2 Papel de la AMPK en la regulacion de procesos fisiolégicos en el rifion

El papel de la AMPK ha sido estudiado de forma extensa en muchos érganos como
en el masculo esquelético (Kjabsted et al., 2018) y el corazén (Shirwany & Zou, 2010),
sin embargo, el papel de la AMPK en la fisiologia y la fisiopatologia renal no esta tan
extensamente estudiado. Se ha descrito que la AMPK renal interviene en la regulacién
del transporte de sodio y otros iones, la funcidn de los podocitos y el metabolismo de
lipidos y glucosa, ademéas de estar implicada en procesos patolégicos como la
inflamacion, el estrés oxidativo y la isquemia, como se ha comentado anteriormente y la
nefropatia diabética y la enfermedad renal crénica asociada a la obesidad, como se

comentard mas adelante.

e AMPK v la requlacion del transporte tubular

La deteccion de energia por AMPK a nivel renal es particularmente importante,
ya que las células renales dependen en gran medida de la regulacion del metabolismo
energético para el transporte tubular. Por lo tanto, la AMPK es el sensor de energia que
acoplaria el metabolismo del rifién y el transporte de iones a lo largo del tubulo segun la

demanda energética celular (Figura 10) (Hallows, 2005).
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Se ha descrito que la AMPK regula el transporte de iones a través del canal de Na*
epitelial (ENaC), el cotransportador de Na*-K*-2CI" (NKCC) y el CFTR (regulador de la
conductancia transmembrana de la fibrosis quistica), canal de CI'. El canal CFTR esta
implicado en la secrecion de CI™ en el tubulo distal y se ha demostrado que la AMPK
fosforila el dominio regulador del canal en el residuo de Ser’®, inhibiendo asi su actividad
(Takiar et al., 2011). El canal ENaC se encarga de la reabsorcion de Na*, junto con la
bomba Na"K*- ATPasa, y se expresa en el tlbulo distal final y el tibulo colector. La
reabsorcion de Na* es un proceso que implica un alto consumo de ATP; los rifiones se
encargan de mantener la excrecion de Na* en equilibrio con la ingesta, con el objetivo de
mantener constante la concentracion Na* en el liquido extracelular, el volumen y la
presion arterial. Se ha descrito que la AMPK inhibe este canal no mediante la
fosforilacion directa sino mediante la disminucion en el numero de canales activos en la
membrana plasmaética, lo que ayudaria a la prevencion de una sobrecarga de Na* en
condiciones de hipoxia/isquemia (Carattino MD, 2005). El cotransportador NKCC se
expresa en la rama ascendente gruesa del asa de Henle y se ha descrito en lineas celulares
de la méacula densa de ratones que la activacion de la AMPK aumento la fosforilacién en
la Ser'?® de NKCC y su posterior inhibicion (Fraser SA, 2007). La bomba Na*K*-ATPasa
basolateral es el principal mecanismo de transporte activo responsable de la reabsorcion
de Na* en toda la nefrona, sin embargo, actualmente no hay evidencia directa del papel

de la AMPK en su regulacion en el rifidn.

Por otro lado, se ha descrito el papel que juega la AMPK en respuesta a cambios
en la osmolalidad renal. En un estudio in vivo se ha demostrado que una dieta alta en sal
aumentaba en un 25% la fosforilacion en el residuo de Thr'’2 de AMPKo renal y debido
a que la activacién de la AMPK produce la inhibicién de diferentes transportadores de
Na* y su posterior reabsorcion, sugiere un mecanismo nuevo de regulacién de la

homeostasis del Na* (Fraser et al., 2005).

Por ultimo, se ha descrito que la isquemia renal aguda es un potente activador de
la AMPK, principalmente en los tubulos corticales (Mount et al., 2005). Como se ha visto
anteriormente, la activacion de la AMPK renal inhibe el transporte de iones a través del
tabulo, por lo que durante la isquemia renal, la AMPK podria estar limitando el consumo
de ATP necesario para el transporte tubular activo de estos iones y asi aumentar la

supervivencia celular (Hallows, 2005)
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¢ AMPK vy requlacion del metabolismo renal

Los lipidos son una de las fuentes principales de energia del rifién, junto con la
glucosa que también es un sustrato energético importante (Hallows KR, 2010). La B-
oxidacion de AG en la mitocondria consume dos tercios del oxigeno total del rifion y es
la fuente principal de ATP en los tabulos proximales (Sharma, 2016), mientras que los
podocitos, las células endoteliales y mesangiales exhiben mas flexibilidad en su
capacidad glucolitica para generar energia (Galvan et al., 2017). Como se ha comentado
anteriormente, la activacion de la AMPK inhibe las vias anabolicas que consumen ATP
y favorece las vias catabodlicas de produccion de ATP, por lo que la lipolisis y la glucolisis
van a incrementarse tras la activacion de la AMPK en el rifion (Figura 10). Por el
contrario, cuando la actividad de la AMPK est4 inhibida o alterada como se ha descrito
en ratones con una dieta alta en grasas (Decleves et al., 2011; Decleves, Zolkipli, et al.,
2014) se produce un aumento de la lipogénesis y laacumulacion de AG, colesterol y TAG

en el rifion, junto con una disminucidn de la oxidacion de AG en la mitocondria.

En cuanto al metabolismo glucidico en el rifién, los podocitos que forman parte
de la barrera de filtracion, presentan pocas mitocondrias, por lo que son muy dependientes
de la glucolisis anaerdbica como fuente de energia predominante, lo que los hace
especialmente sensibles a la insulina (Brinkkoetter et al., 2019). La AMPK regula
positivamente la captacidn de glucosa por insulina 'y su cascada de sefializacion (Jakobsen
et al., 2001; Ouchi et al., 2004) y su alteracion se ha asociado con resistencia a la insulina
en humanos y roedores (Ruderman et al., 2013). Se ha demostrado que la actividad de
AMPK es esencial para la sensibilidad a la insulina en los podocitos ya que altas
concentraciones de glucosa produjeron resistencia a la insulina en cultivos de podocitos
debido a una disminucién en la actividad de la AMPK y un aumento de los niveles de la
proteina PTEN, inhibidor de la via PI3K/Akt (Rogacka et al., 2014). Por lo tanto, una
alteracion en la actividad de la AMPK afectaria al correcto metabolismo y funcion de los
podocitos, un dafio en la barrera de filtracion glomerular y por lo tanto a un mayor riesgo
de desarrollo de nefropatia diabética. Por otro lado, se ha descrito que la disminucion de
la actividad de la AMPK en el rifion de ratas diabéticas produjo la acumulacion de

glucdgeno en el tabulo renal (Cammisotto et al., 2008).

En referencia al metabolismo proteico, se ha demostrado que la reduccién de la

actividad de la AMPK en ratas diabéticas incrementa la sintesis de proteinas a través de
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la activacion de mTORC1, produciendo el engrosamiento de la membrana basal, la
acumulacion de matriz extracelular en las células mesangiales e hipertrofia renal (Lee
MJ, 2007; Lieberthal & Levine, 2009).

¢ AMPK renal y adiponectina

La adiponectina es una hormona producida en los adipocitos que presenta un papel
clave en la regulacion de la funcién de los podocitos, con efectos protectores sobre la
funcién renal. Los niveles de adiponectina en sangre se encuentran disminuidos en
individuos con obesidad y resistencia a la insulina y se ha relacionado con un aumento de
la albuminuria (Christou & Kiortsis, 2014). Se ha descrito en cultivos de podocitos que
la administracion de adiponectina incrementa la actividad de la AMPK (Figura 10) y
disminuye la actividad de la Nox4 denominada renox por su alta expresion en el rifidn,
reduciendo de esta manera el estrés oxidativo y la permeabilidad de los podocitos a la
albuminay su disfuncion (Sharma et al., 2008). Por lo tanto, la medida de los niveles de
adiponectina circulantes, podria ser un buen indicador para identificar individuos obesos
con alto riesgo de desarrollar enfermedades renales y cardiovasculares y prevenir asi la
disfuncion de los podocitos y la albuminuria en las primeras etapas. Mediante un estudio
de microscopia electrénica se localiz6 el receptor ADIPORL de la adiponectina junto con
la AMPKa en el glomérulo renal, en las células endoteliales, mesangiales y podocitos. Se
observd que la incubacidn in vitro de los glomérulos aislados con adiponectina aumentaba
la actividad de la AMPK, lo que sugiere que la activacion de la AMPK por adiponectina
estd implicada en la regulacion del estrés oxidativo, la inflamacion, la fibrosis y la

apoptosis en el glomérulo (Cammisotto & Bendayan, 2008; Christou & Kiortsis, 2014).
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Figura 10: Papel de la AMPK en la regulacién del transporte tubular y el metabolismo renal.
Adaptado de Hallows, KR (2010).

1.3 AMPK, OBESIDAD Y ENFERMEDAD RENAL CRONICA

La enfermedad renal crénica (ERC) es un problema de salud publica a nivel
mundial, siendo causa directa de morbilidad y mortalidad, asi como un factor de riesgo
independiente para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares. En la ERC se produce
un fallo progresivo, mantenido e irreversible de las funciones renales, que cursa
inicialmente de manera asintomatica, solo apareciendo sintomas en las ultimas etapas y
requiriendo didlisis o trasplante renal (Hill NR, 2016). Para considerar una insuficiencia
renal como croénica, la tasa filtracion glomerular tiene que ser menor o igual a 60 ml/min
durante al menos 3 meses (De Castro, 2013). En 2017, la prevalencia de esta enfermedad
se encontraba en el 9,1% (697,5 millones de casos) a nivel mundial, lo que supone un
incremento del 30% desde el 1990. ElI 5% se encontraba en el estadio 1 y 2 de la
enfermedad, el 3,9% en el estadio 3, el 0,16% en el estadio 4, el 0,07% en el estadio 5, el

0,041% en dialisis y el 0,011% para trasplante renal. La ERC afecta 1,3 veces mas a
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mujeres que a hombres, sin embargo, la incidencia de dialisis, trasplante renal y
mortalidad es mayor en hombres. Ademas, 1,2 millones de personas fallecieron en 2017
en el mundo debido a la ERC y 1,4 millones de muertes se produjeron por enfermedad
cardiovascular atribuibles a una funcion renal alterada, clasificandose como la 122 causa
principal de muerte en 2017 (Collaboration, 2020). La hipertension, la resistencia a la
insulina y la diabetes son los factores de riegos que mas influyen en la patogénesis y la
progresion de la ERC, junto con la obesidad, el sindrome metabdlico, las enfermedades

cardiovasculares y el envejecimiento (Juszczak F, 2020).

La obesidad es una enfermedad metabdlica que juega un papel clave en el
desarrollo de resistencia a la insulina, sindrome metabdlico y diabetes mellitus, factores
de riesgo de enfermedades cardiovasculares. La obesidad se define como una
acumulacién anormal o excesiva de grasa corporal, superando un indice de masa corporal
(IMC) de 30 (OMS, 2020). Los cambios en la sensibilidad a la insulina, la dislipemia, la
disfuncion vascular, la inflamacion y el estrés oxidativo son los mecanismos
fisiopatoldgicos subyacentes en la obesidad (Prieto et al., 2014). Por otro lado, el
sindrome metabodlico es una enfermedad caracterizada por un conjunto de alteraciones
metabdlicas en las que se incluyen principalmente obesidad visceral y resistencia a la
insulina, junto con hipertensién y dislipemia, alteraciones que incrementan
significativamente el riesgo de desarrollar otras patologias como la diabetes y las
enfermedades cardiovasculares (Cornier et al., 2008; Rochlani et al., 2017). Segun la
Organizacion Mundial de la Salud, la prevalencia de la obesidad en el mundo en 2016 se
habia triplicado con respecto a los datos del afio 1975. En 2016, mas de 1900 millones de
adultos de 18 o mas afios tenian sobrepeso, de los cuales, mas de 650 millones eran
obesos, es decir, que alrededor del 40% de la poblacion mundial presentaba sobrepeso y
el 13% obesidad (OMS, 2020). Con respecto a la prevalencia del sindrome metabélico,
la Federacion Internacional de Diabetes estima que el 20-25% de la poblacion adulta en

todo el mundo presenta esta enfermedad (IDF, 2020).
1.3.1 Obesidad y enfermedad renal cronica: fisiopatologia

El aumento global de la ERC crece de forma sorprendente en paralelo al nimero
de casos de obesidad. La diabetes y la hipertension son las principales causas de ERC, sin

embargo, estudios demuestran que la obesidad es un factor de riesgo de ERC

independiente de la presencia de diabetes, hipertension y otras comorbilidades. Varias
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revisiones sistematicas y metaanalisis sefialan que la obesidad incrementa el riesgo de
presentar albuminuria y una TFG menor de 60 ml/min (De Vries et al., 2014; Garofalo et
al., 2017; Thomas et al., 2011).

La principal causa de la obesidad y el sindrome metabdlico es el desequilibrio
energético cronico entre las calorias ingeridas y las utilizadas, debido a la falta de
actividad fisica y/o a un aumento de la ingesta de alimentos hipercaloricos con un alto
contenido de grasas y azUcares, son factores de riesgo responsables de la elevada
adiposidad visceral (O'Neill & O'Driscoll, 2015). Ademas, la obesidad tiene un origen
multifactorial y en los ultimos afios se han descrito factores genéticos y epigenéticos
implicados en esta patologia (Rohde et al., 2019). La acumulacién excesiva de lipidos en
el tejido adiposo produce una liberacion de altos niveles de citoquinas como IL-6, TNFa
y MCP-1y de AGL no esterificados, que favorecen un estado de inflamacion sistémica
cronica. El tejido adiposo de fenotipo proinflamatorio se caracteriza por un aumento en
la produccién de ROS, un aumento en la secrecion de adipoquinas proinflamatorias como
la leptina y la resistina y una disminucion de adipoquinas antiinflamatorias como la
adiponectina. Por lo tanto, el tejido adiposo en la obesidad se convierte en un 6rgano
endocrino muy activo, que secreta una elevada cantidad de citoquinas inflamatorias, AGL
y ROS, lo que a su vez produce resistencia a la insulina no solo en higado y masculo, sino
también a nivel vascular en las células endoteliales desencadenando disfuncion endotelial
y vascular (Prieto et al., 2014). La lipotoxicidad, la inflamacion y el estrés oxidativo son
los mecanismos fisiopatolégicos implicados en el desarrollo de disfuncion vascular
asociada a la obesidad, y es considerada la primera manifestacion que precede a la pérdida
de la sensibilidad a la insulina y a las complicaciones cardiometabdlicas como la

nefropatia diabética y la ERC asociada a obesidad.

En este contexto de inflamacion sistémica y estrés oxidativo, cuando afecta al
rifidn se produce inflamacién renal de bajo grado y fibrosis (Figura 11) (Juszczak F,
2020). Ademas, durante la obesidad y la diabetes se produce un aumento en la produccion
de angiotensina Il y de la activacion del sistema renina-angiotensina-aldosterona
(SRAA), y laactivacion del sistema nervioso simpatico (SNS) por aumento de los niveles
de leptina, lo que produce a su vez un aumento en la reabsorcion tubular del sodio, una
elevacion del volumen e hipertensién. Este aumento en la actividad tubular en la corteza
renal produce un incremento del consumo de oxigeno, que junto a un aumento en el flujo

sanguineo, contribuye a la induccion de hipoxia en el tejido renal (Figura 11). La
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hipertension acelera la hiperfiltracién glomerular, lo que da lugar a una glomerulopatia
asociada a la obesidad que se caracteriza por glomerulomegalia y glomeruloesclerosis
(Figura 11) (Juszczak F, 2020). Por otra parte, se ha demostrado que la acumulacion
ectdpica de lipidos en tejidos no adiposos como el rifion estd asociada con cambios
estructurales y funcionales en podocitos, células mesangiales y células tubulares
proximales, que se asocia con hiperfiltracion y albuminuria (De Vries et al., 2014). La
lesion renal asociada a obesidad se ha relacionado con disfuncién endotelial, alteracion
en la funcion de los podocitos, engrosamiento de la membrana basal glomerular y
expansion mesangial, atrofia tubular, fibrosis intersticial y disminucion progresiva de la
funcion renal como consecuencia de un aumento de la albuminuria y una disminucion de
la TFG, que en Gltima instancia produciria la pérdida de nefronas y enfermedad renal en
etapa terminal (Decléves & Sharma, 2015; Juszczak F, 2020).
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Figura 11: Mecanismos implicados en la patogénesis de la enfermedad renal cronica

asociada con obesidad/diabetes. Adaptado de Juszczak (2020).
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1.3.2 Alteracion de la AMPK en la enfermedad renal cronica asociada a obesidad

El exceso energético en la célula producido por el exceso de nutrientes debido a
la hiperglucemia, la dislipemia y la acumulacion de lipidos, producen la inhibicion de la
AMPK en patologias como la obesidad y la diabetes. Diversos estudios demuestran que
la actividad de la AMPK se encuentra disminuida o alterada en el rifion de ratones
alimentados con una dieta alta en grasas, produciendo un aumento en los marcadores de
inflamacion, estrés oxidativo y fibrosis renal que se revierten tras la administracion de
activadores de la AMPK (Decleves et al., 2011). La actividad de la AMPK renal también
se encuentra alterada en ratones y humanos diabéticos y la activacion de la AMPK con
AICAR aumenta la funcién mitocondrial y mejora los parametros de la nefropatia
diabética (Dugan et al., 2013). Ademas, la via adiponectina-AMPK se encuentra
disminuida en la obesidad y la diabetes y recientemente se ha demostrado que la
administracion oral de un agonista sintético de adiponectina previene la lipotoxicidad
inducida por palmitato en células endoteliales glomerulares y podocitos del rifion de
ratones db/db, mejorando la funcién endotelial y reduciendo el estrés oxidativo, la
apoptosis y el dafio renal (Choi et al., 2018). Como se ha comentado anteriormente, la
AMPK se encuentra altamente expresada en el rifion, un érgano con una de las demandas
de energia mas altas después del corazon, por lo tanto, cualquier alteracion entre la
demanda y el suministro de energia va a causar un dafio renal. Se ha demostrado en
modelos de ratones con ERC que la actividad de la AMPK para detectar los cambios en
el ratio AMP/ATP esta alterada y que la activacion de la AMPK protege al rifién de los
cambios fibroticos (Kikuchi et al., 2018). Como se ha descrito anteriormente, la AMPK
en el rifidn juega un papel clave en la regulacién del transporte activo tubular, el
metabolismo glucidico y lipidico, asi como también en la inflamacion, el estrés oxidativo,
la homeostasis mitocondrial y la autofagia, por lo tanto, la alteracion de su actividad esta
implicada en la ERC asociada a obesidad/diabetes y se ha demostrado que su activacion

mejora estas patologias (Juszczak F, 2020).

1.3.2.1 AMPK y disfuncion vascular

La pérdida de la funcion normal del endotelio o disfuncion endotelial es un evento
patogénico temprano en el desarrollo de una disfuncion vascular y se caracteriza por un

cambio en el fenotipo endotelial. Este cambio es producido por una mayor exposicion del
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endotelio a estimulos dafiinos mecanicos, metabdlicos, oxidativos o hipdxicos, que
conducen a una alteracion en la vasodilatacion mediada por endotelio, un deterioro de la
funcion de barrera y una mayor expresion de factores proinflamatorios y protromboticos
(Prieto et al., 2014; Vanhoutte et al., 2017). En las enfermedades metabolicas como la
diabetes y la obesidad la disfuncién endotelial es el principal factor predictor y el primer
paso para el desarrollo de aterosclerosis y complicaciones cardiovasculares, en las que se
incluyen infarto de miocardio, ictus y fallo renal (ERC, insuficiencia renal) (Vanhoultte,
2009; Vanhoutte et al., 2017). La alteracion de la AMPK vascular podria estar implicada
en estas complicaciones cardiovasculares asociadas a las enfermedades metabdlicas
(Dugan et al., 2013; C. F. Garcia-Prieto et al., 2015; Ruderman & Prentki, 2004;
Ruderman et al., 2013; Steinberg & Kemp, 2009).

Como se ha comentado anteriormente, no es sorprendente que los niveles altos de
glucosa, triglicéridos o AGL en la obesidad y la resistencia a la insulina conduzcan a la
inhibicion de la actividad vascular de la AMPK (ldo et al., 2002; Weikel et al., 2015).
Los mecanismos implicados en esta inhibicidn no estan claros, pero se ha propuesto que
la activacion de la proteina quinasa C (PKC), aumentada en muchos trastornos
metabolicos, puede fosforilar el residuo de Ser*®” de la AMPKo., inhibiendo y reduciendo
asi su actividad (Heathcote et al., 2016). Ademas, la activacion de la PKC, inducida por
altos niveles de glucosa y AGL, activa la produccion de ROS derivada de la NADPH
oxidasa en las células endoteliales y MLV, disminuyendo asi la biodisponibilidad de NO
(Inoguchi et al., 2000). Por otro lado, otro posible mecanismo descrito es que el aumento
de la expresion de la proteina PP2A en aortas de ratones alimentados con una dieta alta
en grasas disminuye la fosforilacion de la AMPK (Joseph et al., 2015; Salminen et al.,
2016). Ademas, la hiperglucemia y la hiperinsulinemia propias de la diabetes suprimen
la activacion de la AMPK en el MLV, a través de la fosforilacion de la Ser*®® de AMPKax,
mecanismo inhibitorio dependiente de la Akt (Ning et al., 2011).

Como se ha mencionado anteriormente, la AMPK ejerce acciones beneficiosas
sobre el lecho vascular, aumentando la produccion del NO endotelial y la relajacion del
MLV, disminuyendo la inflamacion y la produccion de ROS y aumentando las defensas
antioxidantes. Por tanto, la inhibicion de la actividad de la AMPK va a tener
consecuencias perjudiciales para el sistema cardiovascular. En un modelo de obesidad
inducida por dieta alta en grasa en ratas, se ha descrito que se produce una regulacién a
la baja de la via AMPK-PI3K-Akt-eNOS, lo que induce disfuncion endotelial (Concha F.

Garcia-Prieto et al., 2015). Ademas, otros estudios sugieren que los niveles altos de AGL
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producen una acumulacion de lipidos en las células endoteliales y disfuncién endotelial
en la obesidad debido a la alteracion de la actividad de la AMPK y de ACC, inhibiendo
la oxidacion de AGL y promoviendo la lipotoxicidad (Lee et al., 2005). Otros estudios
han mostrado evidencias de que la pérdida de AMPKa en células del MLV promueve la
calcificacion aterosclerotica in vivo (Cai et al., 2016) y estrés de RE en células

endoteliales de aortas de ratones knockout para AMPKao2 (Dong Y, 2010).

1.3.2.2 AMPK y alteracion en el transporte tubular

En las enfermedades metabdlicas, como la obesidad y la diabetes, se producen
cambios significativos en el transporte tubular y alteraciones hidroelectroliticas como
hipomagnesemia, hiper/hiponatremia, hiper/hipopotasemia e hiper/hipocalciuria. Las
alteraciones en el transporte de iones en el rifibn pueden exacerbar la hipertension y
acelerar la lesién renal. Los transportadores de iones renales y la homeostasis de
electrolitos juegan un papel fundamental en los cambios funcionales y la lesién renal
durante la nefropatia diabética y la ERC asociada a la obesidad (Spires et al., 2019). Se
ha descrito que la AMPK regula el transporte de iones a lo largo del tabulo y su activacion
lleva a la inhibicién de diferentes canales como el ENaC, NKCC y el CFTR, por tanto, la
alteracion de la AMPK renal en enfermedades metabolicas podria modificar la expresion
y la actividad de estos transportadores de iones en el rifion y estar implicada en el
desequilibrio electrolitico de la ERC asociada a diabetes/obesidad (Juszczak F, 2020). En
condiciones de hiperglucemia e hiperinsulinemia, se produce un aumento del SRAA, que
aumenta a su vez la actividad de ENaC y la reabsorcién de Na*, produciéndose la
elevacion de la presion intraglomerular e hipertension, paso previo para el desarrollo de
glomeruloesclerosis e hipertrofia (Spires et al., 2019). Por otro lado, en rifiones de ratones
obesos con una dieta alta en grasas se ha demostrado que la actividad de la AMPK se
encuentra reducida en la corteza renal, mientras que la actividad del transportador NKCC
esta incrementada, lo que produce un aumento en la reabsorcién de Na* e hipertension en
la obesidad (Davies et al., 2014).

66



REVISION BIBLIOGRAFICA

1.3.2.3 AMPK vy alteracién del metabolismo renal

Como se ha descrito anteriormente, la AMPK regula el metabolismo de lipidos,
glucidos y proteinas en el rifidn y una alteracién en su actividad produce acumulacion de
lipidos y glucdgeno en el tabulo renal, resistencia a la insulina en podocitos, dafio en la

barrera de filtracion e hipertrofia renal.

Cuando la ingesta de lipidos supera la capacidad del tejido adiposo de almacenar
grasa, se produce la acumulacion de lipidos en el rifidén; esta lipotoxicidad va a
desencadenar lesiones renales y esta estrechamente relacionada con una alteracion en la
actividad de la AMPK renal (Decleves, Zolkipli, et al., 2014). La nefropatia diabética y
la ERC asociada a obesidad comparten la alteracion en el metabolismo de los lipidos y su
acumulacién dafiina en el rifion (Kume et al., 2007). La alteracion de la AMPK en el rifidn
en estas patologias produce la activacion de la ACC, la estimulacion de la lipogénesis y
la inhibicion de la entrada de AG por la CPT1 para su oxidacion en la mitocondria, lo que
contribuye a la acumulaciéon de AG en el rifion (Juszczak F, 2020). Por otro lado, la
disminucion de la actividad de la AMPK aumenta la activacion del factor de
transcripcion, SREBP 1/2, produciendo el depdsito de colesterol y AG en cultivos
celulares de rifiones de ratas control (Lin YC, 2019). La acumulacion de colesterol en las
células de los tubulos proximales de ratones alimentados con dieta alta en grasa se revierte
tras la activacion de la AMPK con AICAR, al inhibir a la HMG-CoA reductasa y con ello
la sintesis de colesterol (Decleves, Zolkipli, et al., 2014). En las células de los tdbulos
proximales se lleva a cabo la reabsorcion del Na* filtrado, proceso que requiere elevadas
cantidades de ATP que se obtienen a través de la oxidacién de AG en la mitocondria.
Estos AG entran en las células a través del transportador CD36; se ha demostrado que la
sobreexpresion de CD36 en el rifion produce la inhibicion de la AMPK y la consiguiente
lipotoxicidad (Lin YC, 2019). La acumulacion intracelular de AG produce el depdsito de
metabolitos lipidicos toxicos como las ceramidas y el diacilglicerol (DAG), activadores
enddgenos de la PKC y la PP2A, involucrados en la resistencia a la insulina y como se ha
descrito anteriormente en la inhibicion de la actividad de la AMPK. Por otro lado, la
ferroptosis una forma de muerte celular dependiente de hierro causada por la peroxidacién
de lipidos, especialmente los &cidos grasos poliinsaturados, es crucial en el desarrollo de
la enfermedad renal aguda o cronica (Tang & Xiao, 2020). Recientemente se ha

demostrado que la AMPK es imprescindible para la inhibicién de la ferroptosis (Lee et
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al., 2020) aungue se necesitan mas investigacion para esclarecer estos mecanismos de la
AMPK en el rifidn.

Por otra parte, los podocitos son altamente dependientes del metabolismo de la
glucosa y una alteracion en la funcion de estos da lugar a un aumento en la permeabilidad
de la barrera de filtracion glomerular y proteinuria. Los canales TRPC6 se encuentran en
la membrana plasmatica de los podocitos y regulan los cambios en la concentracién
intracelular de Ca?* y diferentes proteinas del citoesqueleto. Recientemente se ha
demostrado en rifiones de ratdn y en cultivos celulares que la sobreexpresion de TRPC6
en los podocitos produce una elevacion en las concentraciones intracelulares de Ca®*,
induciendo apoptosis y proteinuria; ademas mutaciones en el gen de TRCP6 en humanos
se relacionan con la glomeruloesclerosis focal y segmentaria (Dryer & Reiser, 2010; Krall
et al., 2010). Un estudio ha demostrado que, en condiciones de hiperglucemia, la
disminucion de la actividad de la AMPK se relaciona con una sobreexpresion de los
canales TRCP6 en los podocitos y un aumento de la permeabilidad de la barrera de
filtracion; por otro lado, el tratamiento con metformina aumenta la activacion de la
AMPK, normalizando la expresién de TRCP6 y la dinamica del citoesqueleto de los
podocitos, poniendo de manifiesto el papel protector de la AMPK sobre la funcion renal
(Szrejder et al., 2020). Como se ha mencionado anteriormente, la resistencia a la insulina
y la hiperinsulinemia contribuyen de forma significativa al desarrollo de la ERC. En el
rifidn, la insulina se une a sus receptores IRS 1/2 que activan vias de sefializacién que
promueven la captacién de glucosa, el crecimiento celular o la produccion de NO; la
sefializacion de la insulina tiene una funcién clave en mantener la funcion renal normal
especialmente en los podocitos como demuestra el estudio en ratones con carencia del
receptor de la insulina que mostraron un aumento de la matriz glomerular y albuminuria
(Welsh et al., 2010). Ademas, la exposicion de ceramidas y palmitato en podocitos
humanos produce resistencia a la insulina y disminucion de la captacion de glucosa
(Lennon et al., 2009). La alteracion de la AMPK en la obesidad se ha relacionado con la
resistencia a la insulina y su activacion en el rifidn desempefia un papel beneficioso

protegiendo la funcién renal (Decleves, Zolkipli, et al., 2014; Ruderman et al., 2013).
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1.3.2.4 AMPK, disfuncion mitocondrial y alteracion de la autofagia en el rifion

Debido a la alta demanda energética de los rifiones, una correcta funcién
mitocondrial es primordial para la produccion de ATP necesaria para realizar todas las
funciones renales. Como ya se ha mencionado, la SIRT1, sensor energético que se activa
ante el aumento de NAD*/NADH, activa a la AMPK que a su vez activa a PGCla, factor
de transcripcion que regula la biogénesis mitocondrial. La actividad de la SIRT1 y la
AMPK se encuentran alteradas en las enfermedades metabdlicas y la disfuncién
mitocondrial estd implicada en la patogénesis de la ERC inducida por diabetes/obesidad
(Galvan et al., 2017; Tang et al., 2016).

La cardiolipina es el lipido de la membrana interna mitocondrial encargado de la
estabilizacion y ensamblaje de los complejos de la cadena respiratoria y esta implicado
por su interaccion con el citocromo c en la apoptosis mitocondrial. El exceso de lipidos
en el rifibn produce un aumento en la produccion de ROS en la mitocondria y la
peroxidacién de la cardiolipina lo que va a afectar a la estructura y organizacion de la
mitocondria, produciéndose la pérdida de las crestas mitocondriales (Figura 12). Esto
limita la oxidacion de AG en la mitocondria y una mayor acumulacion de lipidos en el
rifidn, incrementando ain mas la lipotoxicidad, la produccion de ROS y la expresién de
citoquinas proinflamatorias, lo que contribuye a la disminucion de la actividad de la
AMPK. El aumento de ROS 'y la menor produccion de ATP afecta al correcto plegamiento
de las proteinas, induciéndose estrés del RE. Ademas, la alteracion de la AMPK produce
la apoptosis de podocitos, células endoteliales glomerulares y células epiteliales del
tubulo proximal, lo que resulta en proteinuria, glomeruloesclerosis y fibrosis intersticial,
respectivamente (Figura 12) (Tang et al., 2016). Un estudio ha demostrado en rifiones de
ratones alimentados con una dieta alta en grasas, que el tratamiento con el péptido SS-31,
antioxidante dirigido selectivamente a la cardiolipina, protege la estructura y la funcién
de la mitocondria, promueve la respiracion celular, restaura la actividad de la AMPK 'y
previene la acumulacion intracelular de lipidos y las lesiones glomerulares y tubulares,
poniendo de manifiesto que la proteccion de la mitocondria es una nueva diana terapéutica
para el desarrollo de nuevos farmacos contra el dafio renal en la obesidad (Szeto et al.,
2016). Otro estudio con células HKCS8, linea celular del tubulo proximal renal de origen
humano, sometidas a altas concentraciones de glucosa, ha demostrado que la disminucion
de la actividad de la AMPK y PGCla, junto con un aumento del estrés oxidativo
mitocondrial y apoptosis se revierte tras el tratamiento con AICAR y metformina (Lee
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SY, 2017), demostrando que la activacion de la AMPK es beneficiosa para la correcta

funcién mitocondrial lo que reduciria el dafio renal.

Por otro lado, la autofagia es esencial para mantener la homeostasis celular y la
funcién renal. Como ya se ha mencionado, la activacion de la AMPK activa a ULK-1 e
inhibe a mTORC, incrementando la formacién de autofagosomas, que posteriormente se
fusionan con lisosomas para eliminar de las células de forma selectiva proteinas, lipidos
y organulos potencialmente toxicos. La delecion especifica de los genes de la autofagia
en el rifidén de ratones produce mitocondrias dafiadas, agregados de proteinas, estrés del
RE, pérdida de podocitos y de células tubulares proximales y deterioro progresivo de la
funcion renal (Kaushal et al., 2020). La obesidad y la diabetes producen la alteracion de
la autofagia en células renales y se asocia con el desarrollo de la ERC (Satriano & Sharma,
2013). Ademas, se ha demostrado que la obesidad suprime la autofagia en células
epiteliales del tabulo proximal, tanto en ratones como en muestras renales de biopsia de
humanos. En este estudio, la administracion i.p de AGL y albdmina produce dafio tubular
leve, apoptosis y activacion de la AMPK vy de la autofagia en ratones control, mientras
que en la obesidad la disminucion de la actividad de la AMPK junto con un aumento en
la activacién de mTORC se asocia con una inhibicion de la autofagia, perdiéndose asi los
efectos renoprotectores y aumentando la lesién renal (Yamahara et al., 2013). Por otro
lado, la mitofagia o la autofagia de las mitocondrias dafiadas, es un proceso dependiente
de la AMPK. Recientemente, se ha demostrado en células epiteliales tubulares de rata,
que la hiperglucemia disminuye la actividad de la AMPK y aumenta la activacion de
mTORC, disminuyendo la mitofagia y aumentando la acumulacion de mitocondrias
dafadas y la produccion de ROS; la activacion de la AMPK con AICAR, revierte estos
efectos y disminuye la lesion tubular renal (Wang et al., 2020). En resumen, la alteracién

de la AMPK inhibe la autofagia y participa en la patogénesis de la ERC inducida por
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enfermedades metabolicas; por ello la activacion de AMPK puede ser una forma valiosa

de restaurar el proceso de autofagia y prevenir lesiones renales.
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Figura 12: Disfuncion mitocondrial, AMPK y ERC asociada a la obesidad. Adaptado de Tang,
Cai et al (2016)
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1.3.2.5 AMPK, estrés oxidativo e inflamacion renal

Las ROS intervienen en la regulacion de la hemodindmica renal y el transporte de
iones, asi como en la regulacion del tono vascular, la remodelacion vascular, la
proliferacion y la migracién celular, el deposito de la matriz extracelular, la inflamacion
y la apoptosis (Irazabal & Torres, 2020; Sedeek et al., 2013). La sobreproduccion de ROS
derivadas de la mitocondria y las NADPH oxidasas estan implicadas en el desarrollo del

estrés oxidativo, la disfunciéon vascular y la posterior lesion renal derivadas de las
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enfermedades metabolicas. El estrés oxidativo juega un papel clave en la patogénesis de
la ERC asociada a obesidad/diabetes (Daenen et al., 2019) y la AMPK es un sensor redox
esencial capaz de suprimir la produccion excesiva de ROS, como se ha descrito
anteriormente. Se ha demostrado que la produccion de ROS esta incrementada en
pacientes obesos en las primeras etapas de ERC, existiendo una correlacion positiva entre

el estrés oxidativo y la progresion del dafio renal (Himmelfarb, 2005; Ramos LF, 2008).

Durante la respiracion aerdbica celular en las mitocondrias se produce la
oxidacion de compuestos organicos a través del ciclo de Krebs para generar ATP y los
donantes de electrones, NADH y FADHo>. Estos ultimos transfieren sus electrones a los
complejos de la cadena de transporte de electrones para generar ATP hasta que llegan al
0>, que se reduce a H20 en su mayor parte y solo el 1% se convierte en O~ en condiciones
fisioldgicas. Sin embargo, en condiciones patoldgicas, la hiperglucemia o el exceso de
AG produce una fuga excesiva de electrones principalmente en los complejos | y IlI
(Kashihara et al., 2010). Debido a la alta demanda de energia, las células renales
contienen muchas mitocondrias, lo que hace que el rifién sea especialmente susceptible
al dafio oxidativo. Durante la obesidad/diabetes, la produccion de ROS supera la
capacidad antioxidante de las células, produciéndose alteraciones en la cadena de
transporte de electrones y el ADN mitocondrial, disminucion en la produccién de ATP,
disfuncion mitocondrial y apoptosis (Che et al., 2013). Numerosos estudios in vitro en
cultivos celulares han demostrado que altas concentraciones de glucosa producen un
incremento en la produccion de ROS derivadas de la cadena de transporte de electrones
de las mitocondrias (Brownlee, 2001; Nishikawa et al., 2000). Esta sobreproduccion de
ROS mitocondriales esta asociada a la disfuncion mitocondrial, que en ultimo término,
produce lesion renal y favorece la progresion de la ERC, como se comentd anteriormente
(Galvan et al., 2017). Por el contrario, en un estudio in vivo en el que se utiliz6 una sonda
fluorescente de dihidroetidio (DHE) especifica de O.~ en ratones diabéticos, se ha
demostrado que la produccién de O2~ por parte de la mitocondria se encuentra reducida
en los glomérulos y los tubulos corticales en comparacién con los controles. En este
mismo estudio, la disminucion de la generacion de ROS en el rifién se asocia con una
reduccion en la capacidad oxidativa de la mitocondria, una disminucion de la biogénesis
mitocondrial y una alteracion en la actividad de la AMPK que empeora aun mas la
disfuncion mitocondrial; la activacion de la AMPK con AICAR pudo restablecer la

funcién mitocondrial y la produccion de ROS, disminuyendo asi la matriz glomerular, los
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niveles de TGF-B y la albuminuria (Dugan et al., 2013). Estos resultados aparentemente
contradictorios podrian explicarse por la progresion de la ERC, mostrando en etapas
iniciales un aumento de las ROS mitocondriales que al producir el dafio del ADN de la
mitocondria y de la cadena de transporte electronico, en Gltima instancia, conduce a una
reduccion de ROS (Irazabal & Torres, 2020).

Por otro lado, la SIRT3 es la principal desacetilasa de la mitocondria, cuya funcion
es regular la producciéon de ROS y mantener la homeostasis mitocondrial. Tiene como
diana a los complejos de la cadena respiratoria y a varias enzimas antioxidantes entre las
que destacan la isocitrato deshidrogenasa y la manganeso superéxido dismutasa. En la
obesidad y la diabetes, la actividad de la SIRT3 disminuye en el rifion produciendo la
pérdida de la integridad funcional de la mitocondria y aumentando la produccion de ROS,
y la inflamacion (Koyama et al., 2011). Se ha demostrado que la activacion de la AMPK
mejora la funcion renal mediante la restauracion de la expresion y la actividad de la SIRT3
en celulas tubulares renales (Morigi et al., 2015). Por tanto, la activacién de la via
AMPKI/SIRT3 es beneficiosa para mantener la homeostasis mitocondrial en las

enfermedades metabdlicas.

Ademas, las ROS participan en la regulacion de los procesos de autofagia para
eliminar aquellos organulos y macromoléculas dafiadas, sin embargo, en condiciones
patoldgicas la alteracion de este proceso de reciclaje celular produce un incremento de
ROS, favoreciendo la progresion de las lesiones renales (Kaushal et al., 2019). Como se

ha mencionado, la activacién de la AMPK podria revertir estos efectos.

Por otro lado, otra fuente importante de generacion de ROS en el rifion son la
Nox1, la Nox2 y la Nox4. La Nox4 es la isoforma predominante en el rifion y en la
vasculatura renal, junto con la Nox2, pero en menor proporcion. La Nox4 se expresa en
los tabulos renales, células mesangiales glomerulares, podocitos, fibroblastos y células
endoteliales, se localiza en la membrana interna de la mitocondria y en el RE y genera
H20,, a diferencia de las otras isoformas que producen O2". La Nox4 es activa de forma
constitutiva por lo que el aumento en la produccién de H.O2 depende de los niveles de
expresion (lrazabal & Torres, 2020). Recientemente, se ha demostrado que una
sobreproduccién de O2” debido a una mayor expresion de la Nox1 y Nox2 en arterias
renales, junto con una disminucién de la expresion de la Nox4 y una menor produccion
del vasodilatador H2O>, estd implicado en el estrés oxidativo y la disfuncion endotelial en

el rifidn. Por otro lado, en este mismo estudio se observa que la expresion de la Nox1 y
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4 en la corteza, que contiene principalmente tabulos renales, estd regulada al alza,
mientras que la Nox2 se encuentra disminuida (Mufioz et al., 2019). Esto muestra la
complejidad y la diferente contribucion de las diferentes isoformas de Nox en el estrés
oxidativo renal. Ademas, se ha descrito que la Nox4 esta sobreexpresada en el rifion tanto
en la nefropatia diabética como en la ERC asociada a obesidad (Decleves et al., 2011;
Jiang et al., 2011; Sedeek et al., 2010), lo que produce un aumento en la produccion de
ROS, que a su vez induce la generacion de ROS por parte de la mitocondria (Dikalov,
2011), cuyas consecuencias a nivel renal son la inflamacion y la fibrosis. La activacion
de la AMPK reduce la expresion de la Nox4 y la produccién de ROS, inhibiendo la
fibrosis en ratones db/db (He et al., 2016) y disminuyendo la acumulacion de lipidos y el
dafio renal en ratones alimentados con dieta alta en grasa (Zhang SQ, 2014).

Por ultimo, a nivel vascular niveles elevados anormales de ROS, en particular de
O, producidos por las Noxs, las mitocondrias o la eNOS desacoplada en respuesta a
hiperglucemia, hiperlipidemia o citocinas proinflamatorias en diabetes/obesidad, estan
implicados en el desarrollo de disfuncion endotelial y vascular asociada a enfermedad
metabolica (Mufioz et al., 2019; Prieto et al., 2014; Santiago et al., 2016). Como se ha
descrito anteriormente, la AMPK es un sensor oxidativo y un regulador redox en el
sistema cardiovascular. La actividad de la AMPK puede ser regulada por el estrés
oxidativo, y a su vez, la AMPK es capaz de modular tanto la generacion de ROS
mitocondriales como la expresion génica de las enzimas antioxidantes en las células
endoteliales. Por ello, la activacion farmacoldgica de AMPK en el endotelio vascular se
ha propuesto como beneficiosa en la enfermedad metabdlica, no solo por sus efectos
bioenergéticos, sino también por su capacidad para contrarrestar el estrés oxidativo
(Colombo & Moncada, 2009). Los efectos beneficiosos de la activacion de la AMPK
sobre el estrés oxidativo vascular son consistentes con las acciones protectoras
cardiovasculares de farmacos utilizados en el tratamiento de trastornos metabolicos que
activan la AMPK, como el AICAR, la metformina o las tiazolidinedionas (Ewart &
Kennedy, 2011).

El estrés oxidativo renal y la inflamacion son dos procesos en interaccion
constante y estan implicados en la progresion de la ERC en enfermedades metabdlicas.
En la obesidad, la disminucion de los niveles de adiponectina, junto con un aumento de
los niveles de insulina en plasma, se ha asociado una elevacién de citoquinas

inflamatorias e inflamacion renal (Stemmer K, 2012). En este contexto, el aumento de
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ROS estimula el reclutamiento y la infiltracion de macréfagos, células T y otras células
del sistema inmunitario debido a la actividad de la MCP-1, altamente expresada en células
endoteliales y mesangiales. En modelos experimentales de diabetes, se ha demostrado
que los rifilones muestran un aumento de los niveles de NF-xB y de la expresién de MCP-
1, TNFa e IL-6, mostrando una correlacion positiva con los niveles de albuminuria (Jha
et al., 2016). Estudios in vitro, in vivo y en humanos han demostrado que la activacion
persistente del NF-kB, factor de transcripcion sensible a ROS, en células epiteliales
tubulares, podocitos, células endoteliales glomerulares y células mesangiales produce
inflamacion crénica y la progresion de la ERC (Rangan et al., 2009). Las consecuencias
de una inflamacion persistente son la acumulacion de la matriz extracelular y la
consiguiente fibrosis renal, caracteristica comin en la ERC, siendo el factor de
crecimiento transformante beta (TGF-p) el agente fibrogénico implicado en este proceso.
La sobreproduccién de ROS derivadas de la Nox4 produce la regulacién al alza del TGF-
By se induce la diferenciacion de fibroblastos y la sintesis de proteinas de la matriz
extracelular (colageno y fibronectina), mientras se inhibe la degradacion de estas (Jiang
et al.,, 2014). Un estudio ha demostrado que la disminucion de la AMPK en ratas
diabéticas, junto con un aumento de la expresion de la Nox4, produce un aumento del
TGF-B y de la acumulacion de la matriz extracelular en el rifion; por otro lado, la
activacion de la AMPK inhibe la via Nox4/ TGF-$ (Papadimitriou et al., 2014), lo que

supondria un enfoque terapéutico para prevenir las lesiones fibroticas renales.

Por otro lado, a nivel vascular, la inflamacion podria ser el vinculo entre la
enfermedad metabodlica y la cardiovascular, un estado proinflamatorio de bajo grado en
la pared vascular asociado a una disfuncion endotelial es subyacente en las
complicaciones vasculares que se producen en la obesidad, la diabetes y otros estados de
resistencia a la insulina (Prieto et al., 2014). La hiperglucemia, la hiperlipidemia y la
resistencia a la insulina activan la via de sefializacion JAK/STAT, una importante cascada
intracelular que promueve la respuesta inflamatoria y la resistencia a la insulina y acelera
el desarrollo de complicaciones cardiovasculares (Recio et al., 2014; Wunderlich et al.,
2013). Como se mencion0 anteriormente, la AMPK es un represor inflamatorio vascular,
y la delecién de la AMPK o su inhibicion en individuos obesos exacerba la inflamacién
(Gauthier MS, 2011; Schuhmacher et al., 2011). La reduccién de la actividad de la AMPK
se ha asociado con inflamacién crénica en el sindrome metabdlico, la obesidad y la

diabetes tipo 2, y también con un desarrollo mas rapido de la aterosclerosis (Luo et al.,
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2005; Steinberg & Schertzer, 2014), mientras que los activadores de la AMPK como el
AICAR o la metformina inhiben la inflamacion, atentan la respuesta aterogénica
proinflamatoria de las células endoteliales al inhibir la adhesion de monocitos y tienen
efectos protectores cardiovasculares (Akbar, 2003; Ewart & Kennedy, 2011).

1.3.3 Perspectivas terapéuticas de los activadores de la AMPK: enfermedades
metabolicas y enfermedad renal crénica

La alteracién en el metabolismo de lipidos y su acumulacion en el rifion, la
alteracion en el transporte tubular, la disfuncién mitocondrial, la disminucion de la
autofagia, el estrés oxidativo, la inflamacion, la fibrosis y la disfuncion vascular son los
procesos que contribuyen a producir lesion renal en las enfermedades metabolicas. El
dafio renal es generalmente irreversible por lo que es necesario establecer terapias
tempranas de prevencion. Actualmente, la estrategia terapéutica de la ERC derivada de
enfermedades metabdlicas se basa en el control de la hiperglucemia, la dislipemia y el
control de la presion arterial, sin embargo, la progresiéon de la ERC en individuos con
obesidad y diabetes continla a pesar de los tratamientos recibidos entre los que se
incluyen los inhibidores del SRAA, antihipertensivos y antidiabéticos. Por ello, es
necesario comprender mejor los mecanismos subyacentes involucrados en el desarrollo
de la ERC con el objetivo de desarrollar terapias para prevenir o frenar su progresion,

evitando asi la dialisis y el trasplante renal (Whaley-Connell & Sowers, 2017).

La activacion de la AMPK presenta efectos renoprotectores y se ha convertido en
una diana terapéutica atractiva para prevenir la lesion renal derivada de las enfermedades
metabolicas (Allouch & Munusamy, 2018; Rajani et al., 2017). Se ha demostrado en
modelos preclinicos que hay una gran variedad de compuestos naturales y sintéticos que
ejercen efectos protectores sobre la funcion renal en la obesidad y la diabetes a través de
la activacion de la AMPK. Los mecanismos de estos compuestos en general se basan en
disminuir la acumulacion de lipidos en el rifion, promover la autofagia, disminuir el estrés
oxidativo, la inflamacion y la fibrosis renal (Li et al., 2021). Es necesario determinar si
estos efectos renoprotectores de los activadores de la AMPK se reproducen en los ensayos
clinicos. En la actualidad, farmacos empleados en el tratamiento de enfermedades
metabdlicas como los antidiabéticos (metformina, tiazolidinedionas) o las estatinas, han

demostrado que muchas de las acciones beneficiosas que ejercen se deben a la activacion

76



REVISION BIBLIOGRAFICA

de forma indirecta de la AMPK. En los ultimos afios, se han desarrollado moléculas que
activan de forma directa a la AMPK como el A769662 o el AICAR, sin embargo,
muestran algunas limitaciones para su uso clinico. Ademas, se ha identificado que
determinados compuestos naturales activan a la AMPK y producen efectos beneficiosos
sobre la funcion renal y las enfermedades metabdlicas en estudios preclinicos, asi como
se ha demostrado que la restriccion caldrica y el ejercicio mejoran el estado metabdlico
también a través de la activacion de la AMPK (Grahame Hardie, 2016).

1.3.3.1 Modificacién del estilo de vida

La acumulacién de lipidos ectdpicos en el rifion esta asociada con la progresion
de la ERC, por ello, la reduccion de peso y el control de la ingesta de lipidos en la dieta
ha mostrado un beneficio claro en la funcién renal, reduciendo la proteinuria en pacientes
obesos y diabéticos con nefropatia (Saiki et al., 2005). La activacion de la AMPK reduce
la acumulacion de colesterol y fosfolipidos en el rifion de ratones con una dieta alta en
grasa (Decleves, Zolkipli, et al., 2014). Asimismo, la funcion protectora de la restriccidn
caldrica sobre la funcion renal se ha estudiado principalmente en modelos de roedores y
ejerce sus efectos beneficiosos a través de la activacion de la AMPK y la SIRTL,
reduciendo la inflamacion y el estrés oxidativo y aumentando la autofagia (Wang et al.,
2018). Ademas, a nivel vascular la restriccion calérica mejora la funcién endotelial y
reduce la presion arterial debido a la activacion de la via AMPK/PI3K/Akt/eNOS en ratas
Zucker obesas (Concha F. Garcia-Prieto et al., 2015). Con respecto a la dieta, un estudio
de cohorte observacional muestra como el consumo excesivo de alimentos procesados se
asocia con una mayor tasa de mortalidad en pacientes con ERC, mientras que una dieta
vegetariana 0 con mayor consumo de frutas y verduras reduce este riesgo (Gutiérrez et
al., 2014). Los acidos grasos poliinsaturados omega-3 no se sintetizan en el organismo y
se aportan a través del consumo de pescado azul o las nueces y han mostrado que su
suplementacion presenta efectos protectores sobre la funcion renal en pacientes diabéticos
con ERC (Miller et al., 2013). En un reciente estudio, se ha demostrado por primera vez
que el ejercicio fisico mejora la funcién renal de ratones alimentados con una dieta rica
en grasa, que presentaban enfermedad renal cronica inducida por obesidad. El ejercicio
mostré una mejora significativa de la glomerulopatia relacionada con la obesidad, la

fibrosis tubulointersticial, la inflamacién y el estrés oxidativo. De la misma forma, el
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ejercicio impidio la acumulacion y el deposito de lipidos en el tabulo proximal. En este
estudio, se muestran evidencias de que estas acciones beneficiosas del ejercicio sobre el
rifién estan mediadas por la actividad de la AMPK, al incrementar la 3-oxidacion de

acidos grasos y la autofagia en ratones obesos (Juszczak et al., 2021).

1.3.3.2 Compuestos naturales activadores de la AMPK

En los ultimos afios, se han identificado 100 productos naturales diferentes que
activan a la AMPK, aunque no se conoce con exactitud el mecanismo de accion de
muchos ellos. Entre ellos destaca por su gran uso clinico, el salicilato, un compuesto
natural extraido tradicionalmente de la corteza de sauce, y producto metabolico del &cido
acetilsalicilico o aspirina, se ha demostrado que es un activador directo de la AMPK que
se une a la subunidad B1, en el mismo sitio que el compuesto sintético A769662. En un
estudio in vivo se ha demostrado como la administracion de salicilato produce la
inactivacion de la ACC vy la reduccion de AG en suero junto con un aumento de la
oxidacion de AG en la mitocondria, gracias a la activacion de la AMPK (Hawley et al.,
2012). La galegina de la planta Galega officinalis, es el principio activo a través del cual
se sintetiza la metformina, que activa a la AMPK al disminuir la produccion de ATP tras
la inhibicién del complejo | (Grahame Hardie, 2016). Otro compuesto natural inhibidor
del complejo | es la berberina y se ha demostrado que aumenta la activacion de la AMPK
y protege frente a la apoptosis de podocitos en condiciones de hiperglucemia (Jin et al.,
2017). Ademas, la berberina aumenta la expresién de los receptores de adiponectina en
el rifion, incrementa la actividad de la AMPK, mejora la sensibilidad a la insulina y
protege la funcidn renal en ratones alimentados con una dieta alta en grasas (Wu U, 2015).
El resveratrol es un polifenol presente en las uvas que inhibe la ATP sintasa o el complejo
V de la cadena de transporte electronico y se ha demostrado, que activa a la AMPK y es
capaz de atenuar la fibrosis renal en ratones db/db mediante la via AMPK/Nox4/ROS (He
etal., 2016).

1.3.3.3 Activadores indirectos de la AMPK

La metformina es un compuesto sintético derivado de la galegina, farmaco de
primera linea para el tratamiento de la diabetes tipo 2. Este medicamento activa
indirectamente a la AMPK mediante la inhibicion del complejo | de la cadena respiratoria
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mitocondrial y el consiguiente aumento del ratio AMP/ATP (Kim et al., 2016; Lu et al.,
2019). El principal sitio de accion de la metformina es el higado, ya que este expresa altos
niveles del transportador de cationes organicos OCT1 necesario para la absorcion de la
metformina. En el higado, este farmaco inhibe la produccion de glucosa hepatica por un
mecanismo independiente de la AMPK como se ha mostrado en ratones knock out para
las isoformas a1 y a2 de AMPK, sin embargo, sus efectos sobre la mejora de la sensibilidad
a la insulina e hipolipemiantes estdn mediados por la inactivacion de la ACC por AMPK
en hepatocitos (Fullerton et al., 2013; Zhou et al., 2001). Se ha demostrado que en el
corazén, la activacion de la AMPK por metformina después de un episodio de
isquemia/reperfusion, aumenta la actividad de la AMPK por fosforilacion en el residuo
Thr!", incrementando la fosforilacion de la eNOS vy la biodisponibilidad del NO (Calvert
et al., 2008). En el rifion, la metformina ha mostrado efectos protectores sobre la funcién
renal en modelos animales y pacientes con nefropatia diabética o ERC asociada a otras
enfermedades metabolicas. La metformina entra en las células renales a través del
transportador OCT2 y activa a la AMPK de forma indirecta por el aumento del AMP
derivada de la inhibicién del complejo I mitocondrial; la activacion de la AMPK en el
rifidn tiene numerosos beneficios como se ha descrito anteriormente (Corremans et al.,
2019; Ravindran et al., 2017). Por otro lado, las tiazolidinedionas son una familia de
antidiabéticos que ejercen sus acciones hipoglucemiantes mediante la activacion de
PPARy y de la AMPK. La AMPK se activa por la inhibicion del complejo I mitocondrial
y por accion de la adiponectina, cuya liberacién desde los adipocitos aumentan tras la
accion de las tiazolidinedionas, aumentando la captacion de glucosay la oxidacién de AG
en el masculo esquelético y el higado (LeBrasseur et al., 2006). Otra familia de farmacos,
las estatinas, ampliamente utilizadas en el tratamiento de la hipercolesterolemia ejercen
parte de sus efectos beneficiosos sobre el sistema cardiovascular a través de la inhibicion
de laHMG-CoA y de la activacion de la AMPK. Estudios in vitro e in vivo han mostrado
como las estatinas ejercen sus efectos beneficiosos sobre el sistema cardiovascular al
aumentar la fosforilacion de la AMPK, aumentando la activacion de la eNOS vy la
biodisponibilidad del NO (Sun et al., 2006). A nivel renal, las estatinas han mostrado su
capacidad para mejorar la funcién renal en ratas Zucker obesas, al reducir el estrés
oxidativo, la inflamacion, la fibrosis renal y la albuminuria (Reisin et al., 2009), aunque
los mecanismos exactos no se han estudiado se especula que la activacion de la AMPK

esté implicada en efectos renoprotectores de las estatinas.
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1.3.3.4 Activadores directos de la AMPK

En los ultimos afios se han desarrollado activadores directos de AMPK que se
unen de forma selectiva a subunidades especificas de la AMPK produciendo un cambio
de conformacion en el complejo y su activacion sin producir cambios significativos en
los niveles de AMP o ATP, sin embargo, algunos de estos compuestos pueden tener
efectos secundarios y una potencia y una selectividad limitadas. Uno de ellos, el AICAR
(rib6sido de 5-aminoimidazol-4-carboxamida) es un profarmaco que se convierte en un
andlogo del AMP (ZMP) dentro de las células para unirse a la subunidad AMPKy
(Grahame Hardie, 2016). EI ZMP como activador de la AMPK es mucho menos potente
que el propio AMP, sin embargo, se acumula en las células en concentraciones
milimolares por lo que activa a la AMPK en la mayoria de las células (Kim et al., 2016).
El AICAR es uno de los primeros activadores de la AMPK y a pesar de sus efectos en la
mejora de la tolerancia a la glucosa y la reduccion de AG circulantes, es un farmaco con
baja biodisponibilidad oral. Otra limitacion de uso es que el AICAR es capaz de activar
otras enzimas dependientes de AMP como la fructosa-1,6-bisfosfatasa (Kim et al., 2016).
El AICAR produce vasodilatacion en la aorta a través de la activacion de la subunidad
AMPKa: (Goirand et al., 2007), reduce de manera significativa la presion arterial y
produce relajacion en arterias de resistencia mesentéricas de ratas hipertensas (Ford et al.,
2012), sin embargo, causa bradicardia cuando se administra por via intravenosa, lo que
lo hace inadecuado para uso clinico (Young et al., 2005). Por otro lado, la tienopiridina o
AT769662, es un activador alostérico selectivo que se une especificamente a la subunidad
B1 de la AMPK aumentando asi la actividad quinasa de la subunidad catalitica ai, y
también a su vez protegiendo contra la desfosforilacion del residuo Thr'’? (Grahame
Hardie, 2016; Kim et al., 2016; Ross et al., 2016; Sanders MJ, 2007; Scott JW, 2008). El
AT769662 tiene poca biodisponibilidad por via oral, sin embargo, se ha demostrado que
su administracién por via intraperitoneal en ratones ob/ob reduce los niveles de glucosa
y triglicéridos en plasma y reduce el peso corporal (Cool et al., 2006). EI A769662 es un
activador farmacoldgico potente y especifico de la AMPK y una valiosa herramienta
experimental para estudiar las funciones fisiologicas de la AMPK (Géransson et al.,
2007). La sintesis de nuevos compuestos como MT63-78 y PF-249 interactlan con el
sitio ADaM (allosteric drug and metabolite), ubicado entre el dominio quinasa de la

subunidad o y el CBM de la subunidad B, y activan alostéricamente los trimeros de

AMPK que contienen las subunidades 1 and 2 (Cokorinos et al., 2017; Myers et al.,
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2017); con respecto al potencial terapéutico protector a nivel cardiovascular de estos
agentes, se ha descrito que producen efectos secundarios como hipertrofia cardiaca y la
acumulacién de glucégeno (Myers et al.,, 2017). ElI PF-249 tiene una elevada
biodisponibilidad por via oral y se ha demostrado que mejora significativamente la
funcién renal en un modelo de ratas con nefropatia diabética, poniendo de manifiesto el
potencial terapéutico de los activadores de la subunidad AMPKf: en enfermedades
renales (Salatto et al., 2017). Por otro lado, recientemente se ha identificado un nuevo
activador pan-AMPK denominado O304 y se ha demostrado que aumenta la actividad de
la AMPK al suprimir la desfosforilacion del residuo Thr!’? mediada por PP2C (Steneberg
et al., 2018). Este compuesto no solo reduce la glucosa plasmética y mejora la resistencia
a la insulina, sino que también mejora la perfusion microvascular y la presion arterial
tanto en ratones obesos como en pacientes diabéticos tipo Il, lo que sugiere un gran
potencial terapéutico como farmaco antidiabético debido a sus beneficiosos efectos
metabdlicos y vasculares. Se necesitan mas estudios para dilucidar los mecanismos
subyacentes de estos nuevos compuestos y determinar si son prometedores para uso

clinico en el futuro.
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Adenosine monophosphate-activated protein kinase (AMPK) is a cellular energy
sensor activated during energy stress that plays a key role in maintaining energy
homeostasis. This ubiquitous signaling pathway has beenimplicated in multiple

vascular smooth muscle functions including mitochondrial biogenesis, redox regulation, cell growth and

proliferation, cell autophagy and inflammation. The protective role of AMPK in
cardiovascular function and the involvement of dysfunctional AMPK in the
pathogenesis of cardiovascular disease have been highlighted in recent years. In
this review, we summarize and discuss the role of AMPK in the regulation of
blood flow in response to metabolic demand and the basis of the AMPK
physiological anticontractile,  antioxidant,  anti-inflammatory,  and
antiatherogenic actions in the vascular system. Investigations by others and us
have demonstrated the key role of vascular AMPK in the regulation of
endothelial function, redox homeostasis, and inflammation, in addition to its
protective role in the hypoxia and ischemia/reperfusion injury. The
pathophysiological implications of AMPK involvement in vascular function
with regard to the vascular complications of metabolic disease and the
therapeutic potential of AMPK activators are also discussed.
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AMPK, a key regulator of energy
metabolism and mitochondrial
homeostasis

All living cells use energy from the environment for
vital processes such as growth, reproduction, and
development. Animal cells extract energy from biomo-
lecules through respiration, which consumes O, and
produces CO- and H.O. When they take more energy
than they require for immediate use, the excess energy
is stored in chemical bonds, primarily as glycogen and
lipids [1,2]. Adenosine monophosphate (AMP)-acti-
vated protein kinase (AMPK) is a main sensor of the
cellular energy status. AMPK is activated in response
to energy deficiency when the AMP/ATP ratio is
increased and restores energy balance by inhibiting
anabolism that consumes ATP, while promoting cata-
bolic processes that generate ATP. Several conditions
favor depletion of energy levels, such as hypoxia,
exposure to mitochondrial respiration toxic agents,and
nutrient starvation [3].

AMPK is a heterotrimeric serine/threonine protein
kinase complex ubiquitously expressed, consisting of a
catalytic & subunit (1 and &) and two regulatory sub-
units namely B (B: and B2) and Y (Y1, Y2, and ys). There
are multiple AMPK isoforms composed of one o-sub-
unit, one B-subunit, and one y-subunit, in any of their
possible combinations, that are differentially expressed
and regulated throughout the human body [4]. AMP
and AMP mimetic small molecules are direct activa-
tors of AMPK that trigger a conformational change in
the AMPK complex leading to phosphorylation of
Thr'’2 in the AMPKx subunit [5-7]. Besides its key
role as a gauge energy sensor, AMPK is involved inthe
regulation of several other cell processes such as
apoptosis, cell growth and differentiation, cell polarity,
autophagy, immune function, and inflammation [3,8,9].

Regulation of AMPK activity

AMPK is activated by three mechanisms sensitive to
small changes in the AMP/ATP ratio: phosphorylation at
the Thr'’2 residue of the AMPKx catalytic subunit by
upstream  protein  kinases, dephosphorylation by
upstream protein phosphatases (PP), and then

allosteric activation by AMP or/and ATP [10]. Under
conditions of energy deficit, the Thr'"2 residue is phos-
phorylated mainly by two distinct upstream kinases: the
tumor suppressor liver kinase B1 (LKB1) and the
Ca?*/calmodulin-dependent protein kinase 2
(CaMKK2 or CaMKKp) [11-16]. LKBL1 is constitu-
tively active and a key element in the mechanism by
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which AMPK senses the energy status of the cell. LKB1
activates AMPK in response to energy depletion which
is modulated by AMP or ADP binding tothe AMPK-y
subunit, especially in metabolic tissues such as muscle,
adipose tissue, and liver [12,16].

CaMKK?2 is activated by increases in intracellular Ca?*
which occurs in response to many hormones in specific
cell types such as neurons or endothelial cells (ECs)
[10,14,15,17,18] (Fig. 1). In contrast to upstream kinases,
PP dephosphorylates the Thr!’2 residue on the AMPK
catalytic subunit. To sense cell energy status, AMPK
primarily monitors the AMP: ATP ratio and

is activated by AMP binding by three mechanisms that
are complementary and antagonized by ATP: increasing
the rate of AMPK phosphorylation at Thr'’? by LKB1,
suppressing dephosphorylation of p-Thr'”? AMPKx by
PPs and by allosteric activation increasing

the activity of AMPK already phosphorylated onThr?2
[7,10,14,15,17]. AMPK can also be regulated by
inhibition through an ubiquitination mechanism medi-
ated by the formation of a complex between the AMPKf
subunit and several factors such as the cell death-
inducing DNA fragmentation factor «-like effector, or
E3 ubiquitin ligases such as MG53, CRBN/

CRL, among others, which induces AMPK degradation
[19,20]

Role of AMPK in metabolism:
downstream pathways

Lipid metabolism

The regulation of lipid metabolism is the first known
function of AMPK. AMPK inhibits the novo synthesis
of fatty acids (FAs), cholesterol, and triacylglycerides
(TAG), while it activates FAs uptake by the cell and
lipid oxidation pathways. Thus, in responseto several
cell stressors, AMPK is phosphorylated at Thr'”? that
induces acyl CoA-carboxylase (ACC) phosphorylation,
thus inhibiting ACC activity as rate- limiting step in FAs
synthesis that converts acetyl- CoA to malonyl-CoA. A
second mechanism by which AMPK inhibits lipid
synthesis is by inhibition of sterol regulatory element-
binding protein 1c, transcriptional factor of enzymes
involved in lipid synthesis such as ACC and FA
synthase  [17,21]. Furthermore, AMPK inhibits
phosphorylation of the cholesterol synthesis rate-limiting
enzyme 3-hydroxy- 3-methyl-glutaryl-coenzyme A
reductase [22], thus reducing cholesterol the novo
synthesis (Fig. 1). Finally, AMPK inhibits the enzyme
glycerol-3-phosphate acyltransferase, involved in the
synthesis of TAGs, thus avoiding lipid storage [23].
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Fig. 1. AMPK signaling pathways. AMPK is a trimeric protein formed by subunits «, B, and y. During energy starvation (ATP deficiency), AMP or
ADP bind to AMPK leading to its activation through phosphorylation at Thr172 by AMPK kinases (AMPKK) as LKB1. Increased intracellular
calcium levels stimulate CAMKK2 that also phosphorylates AMPK. Other factors inhibit AMPK, such as a PP that reduces AMPK activity by
dephosphorylation. AMPK activation restores the energy status through activation of catabolic pathways. First, AMPK stimulates phosphorylation
of ACC, preventing transformation of acetyl-CoA to malonyl-CoA which inhibits free FAs (FFA) mitochondrial uptake by CPT1. Consequently,
AMPK activation favors FFA mitochondrial uptake to get energy through p-oxidation. AMPK also stimulates FFA cell uptake by the transporter
CD36 to supply mitochondrial B-oxidation. Furthermore, AMPK activity inhibits lipid anabolic pathways, preventing synthesis of cholesterol, FFA,
and TAG. Second, AMPK activation increases glucose cell uptake into the cell by GLUT4 and stimulates enzymes involved in glycolysis. Third,
AMPK activation inhibits the mammalian target of rapamycin 1 (mTOR1) thus preventing protein synthesis. Forth, AMPK activation favors
autophagy mainly through the autophagy-related protein ULK1 and forkhead family of transcription factor (FOXO) signaling pathways. (Green
color: processes stimulated by AMPK activation, mainly catabolic pathways such as glycolysis, -oxidation, autophagy. Red color: processes
inhibited by AMPK activation, mainly anabolic pathways, such as lipid and protein synthesis).

In addition to inhibiting lipid anabolism, AMPK
stimulates lipid catabolic pathways by facilitating FAs
uptake and FAs mitochondrial B-oxidation (FAO). By
inducing the activity of the FAs transporter CD36,
AMPK facilitates FAs uptake through the cell mem-
brane into the cytosol [24]. Moreover, by phosphory-
lating and inhibiting ACC, AMPK reduces malonyl- CoA
levels; malonyl-CoA in turn inhibits carnitine
palmitoyltransferase 1 (CPT1) that favors movement of
FAs from the cytosol into the intermembrane space of
mitochondria to be oxidized, thus resulting in AMPK
indirectly facilitating FAs uptake into themitochondria
and FAO [25,26].

Glucose metabolism

As an energy sensor, AMPK favors glucidic catabolic
pathways in different organs. AMPK facilitates skele-
tal muscle glucose uptake by increasing the expression

of the glucose transporter 4 (GLUT4), as well as its
translocation to the plasma membrane [27,28]. Once
glucose is inside the cells, AMPK facilitates its use as
an energy source by stimulating enzymes involved in
the glycolysis (Fig. 1), as demonstrated in cardiomy-
ocytes, macrophages, and tumor cells [29,30]. AMPK
also favors glycogenolysis by activating glycogen phos-
phorylase (GP) while inhibits glycogen synthase thus
preventing glycogen synthesis in skeletal muscle cells.
Mutations in the y. and ys-AMPK subunits lead to
abnormal glycogen storage associated with arrhyth-
mias and hypertrophic cardiomyopathy in human heart
[31-34] and also to elevated glycogen levels in skeletal
muscle [35]. In addition, AMPK inhibits hep- atic
gluconeogenesis, essential for maintenance of plasma
glucose levels during fasting, by decreasing

expression of enzymes such as phosphoenolpyruvate
carboxykinase and glucose-6-phosphatase [36]. On the
other hand, AMPK ensures both normal B-cell glucose
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sensing and glucose-stimulated insulin secretion, and
reduced AMPK activity has been associated with -cell
dysfunction in diet-induced obese rodents, which
increases the therapeutic potential of AMPK activators as
antidiabetic drugs [37].

Protein metabolism

AMPK promotes protein catabolism. The tuberous
sclerosis complex (TSC)1/2 integrates environmental
signals including energy status stressors. Thus, under
conditions of energy deficit AMPK is activated and is
responsible for inhibition of protein synthesis to keep
ATP levels in the cell through phosphorylation of
TSC2, which inhibits mammalian target of rapamycin
complex 1 (mTORC1) and subsequently the ribosomal
protein S6 Kkinase beta-1 (p70S6K), resulting in the
prevented translation of ribosomal proteins [38].
AMPK has also been reported to inhibit mTORC1
through phosphorylation of RAPTOR [39]. Other
studies have shown that AMPK directly inhibits trans-
lational protein elongation by phosphorylating and
activating the eukaryotic elongation factor 2 kinase,
resulting in the inhibition of protein synthesis [40]
(Fig. 1). However, under conditions of energy deple-
tion AMPK activation can favor the synthesis of vari-
ous proteins essential for cell survival [41].

Role of AMPK in autophagy and
mitochondrial biogenesis

Autophagy is a physiological regulated cell mechanism
that removes and reuses unnecessary/dysfunctional cell
components through degradation and recycling. Thus,
autophagy consists in the self-digestion through lyso-
some-dependent processes to maintain cellular integrity
mainly during starvation [41,42]. Autophagy-related
genes codify the proteins responsible for autophagy,
mainly ULK1 in mammals, a serine/threonine-protein
kinase considered as an initiator in the autophagic cas-
cade that activates phosphorylated phosphoinositide 3-
kinase (pPI3K) to regulate the formation of
autophagosomes. AMPK is involved in the regulation
of autophagy, since AMPK can directly activate
autophagy through ULKZ1 phosphorylation and indi-
rectly through mTORCL1 inhibition, since mTORC1
exerts an inhibitory phosphorylation on ULK1, pre-
venting autophagy [43]. AMPK can also activate fork-
head family of transcription factor (FOXO) thus favoring
upregulation of several autophagy inducers [44].
Autophagy is mainly regulated by feedback regulatory
loops. Thus, mTORCL1 inhibits ULK1 activity and
ULK1 negatively regulates mTORC1 [45,46].
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Likewise, AMPK activates ULK1 favoring autophagy,
while ULK1 negatively regulates AMPK [47]. The
coordinated effects of mMTORC1 and ULK1 prevent
mitochondrial damage thus preserving mitochondrial
integrity during nutrient deficiency states in which
AMPK is closely involved [45,46].

Autophagy processes are essential for the proper
functioning of mitochondria, the main organelle in
charge of energy production through mitochondrial
respiration. Mitochondrial integrity requires elimina-
tion of damaged mitochondria through autophagy and
the production of fresh mitochondria through biogene-
sis. Therefore, mitochondrial biogenesis is a crucial
process of energy production and cellular response
during nutrient starvation. Several studies have
demonstrated that chronic treatment with AMPK acti-
vators such as 5-aminoimidazole-4-carboxamide ribo-
side (AICAR) or B-guanidionapropriate can stimulate
mitochondrial biogenesis, and this effect disappears in
mice lacking AMPK [48-51] suggesting that AMPK
plays a key role in the regulation of mitochondrial bio-
genesis. Accordingly, genetic and pharmacological evi-
dence reveals the importance of AMPK in mitochondrial
biogenesis through activation of peroxi-
some proliferator-activated receptor y coactivator 1x
(PGClx), an important cofactor which favors tran-
scription of genes involved in mitochondrial biogenesis
[52]. Accordingly, the stimulatory effect of AMPK on
PGC1wx is reduced in mice lacking AMPK [51]. Several
mechanisms have been proposed through which AMPK
can upregulate PGClx. First, through activation of
SIRT1, a nicotinamide adenine dinucleotide (NAD*)-
dependent protein/histone deacetylase sirtuin,which in
turn activates AMPK by deacetylating
LKB1, thus suggesting a positive feedback loop between
AMPK and SIRT1 [53-56]. Moreover, AMPK can
activate PGClo by increasing  nicotinamide
phosphoribosyltransferase which favors NAD+/NADH
ratio or through upregulation of FAO or p38-MAPK
[57].

Role of AMPK in vasculature

The cardiovascular system has mechanisms responsible
for coupling blood flow and organ perfusion in response
to tissue metabolic demand. AMPK regulates vascular
function and structure in EC, vascular smooth muscle
cells (VSMCs), and immune cells, andit is activated by
harmful stimuli including oxidative stress, ischemia, and
hypoxia to restore vascular home-

ostasis [58-62]. In the vasculature, each AMPK iso-form
is layer-specific: o and o, AMPK subunits are
expressed in both endothelium and VSM, «i-subunit
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isoform. VSM also
preferentially

being the most predominant
expresses both B; and B. subunits,

AMPKB; [63-67].

AMPK in endothelial cells: regulation and activation
mechanisms

Activity of AMPK in ECs can be regulated by various
stimuli including low ATP levels, as occurs in hypoxia,
ischemia or nutrient deprivation conditions, shear stress,
exercise, elevation of intracellular calcium byagonists
and hormones such as adiponectin, angiotensin Il and
ghrelin and by pharmacological activators [64], as
illustrated in Fig. 2. Endothelial AMPK is

activated by LKBI, that is upregulated in AMP-rising
physiological and pathological conditions [11-13], and
also by CaMKK?2 in response to increases in intracellular
Ca?* levels produced by endothelial agonists such as
thrombin, bradykinin, or histamine in an AMP-in-
dependent manner [68,69] or by vascular endothelial
growth factor (VEGF) [70]. Concerning AMPK regu-
lation by PP in ECs, although protein phosphatase 2C «
(PP2Cx) is the most accepted isoform that dephos-
phorylates the Thr'”? residue on the AMPK catalytic
subunit in several tissues, it is hardly expressed in
human ECs and VSMCs [71]. In contrast, protein
phosphatase 2A (PP2A) is abundantly expressed in ECs
nitric oxide

wherein it inactivates endothelial
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Fig. 2. AMPK in the vasculature: activation mechanisms of AMPK and main targets in endothelium and VSMCs. Endothelial AMPK can be

activated by upstream AMPKK such as LKB1 and CaMKK2, hormones such as adiponectin, pharmacological activators (metformin, AICAR, A769662),
as well as the energy-sensing molecule, SIRT1. In contrast, PP dephosphorylates and inactivates AMPK. AMPK activation leads to phosphorylation
and activation of eNOS, increase in BH4 levels and Hsp90 association with eNOS, which results in NO production. Another eNOS stimulation
mechanism by AMPK is through AMPK-PI3K-Akt pathway. AMPK is also involved in EDH-mediated relaxation of resistance arteries through
activation of endothelial KCa channels. Activation of endothelial AMPK inhibits oxidative stress, inflammation, ER stress, and apoptosis, and also
activates endothelial metabolism by upregulation of B-oxidation of FFAs and glycolysis and promotes angiogenesis. In VSMCs, AMPK can be
activated by LKB1 and pharmacological activators that induce relaxation through endothelium-
VSM by Ca2+-lowering mechanisms, increasing SERCA activity, activation of KATP and BKCa channels resulting in hyperpolarization and inhibition
of Ca2+ entry through VOC channels. AMPK activation can directly interfere with VSM contractile machinery and induce VSM relaxation by
decreasing VSM Ca2+ sensitivity through inhibition of MLCK and phosphorylation of MYPT1. In addition to its role in VSM relaxation, AMPK exerts
antiproliferative, antimigratory actions and inhibits vascular calcification (straight black line: processes stimulated by AMPK activation; straight red

line: processes inhibited by AMPK activation; discontinuous lines: speculation).
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independent mechanisms. AMPK directly relaxes
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synthase (eNOS) by dephosphorylation of Ser*'””
[67,72]. Chronic activation of PP2A under pathological
conditions triggers AMPK inactivation which results
in endothelial dysfunction [67]. On the other hand, acute
exercise has been reported to induce SIRT1- LKB1
cascade to activate AMPK and eNOS [73].

Endothelium is constantly exposed to shear stress,
an important physiological stimulus to maintain and
modulate vascular tone. Laminar blood flow enhances
NO production by phosphorylation of eNOS and
AMPK is one of the protein kinases implicated in this
process along with the PI3K/Akt pathway [74-76]. Shear
stress activates LKB1-AMPK signaling cascade
in endothelium to activate eNOS through phosphory-
lation at Ser'!”” thus increasing bioavailability of NO
and vasodilatation [77]. Other studies suggest that
SIRT1 is activated in response to shear stress indepen-
dently of AMPK but both act synergistically on eNOS
to increase NO bioavailability [78]. Furthermore, there
is evidence that NO itself can activate AMPK, in ECs
[79].

An important physiological activator of AMPK in
ECs is adiponectin, an adipokine that exerts cardio-
protective actions in part through activation of AMPK
and eNOS phosphorylation at Ser''””. Hypoad-
iponectinemia has been associated with endothelial
dysfunction and insulin resistance in metabolic and
cardiovascular diseases [80]. The mechanism by which
adiponectin stimulates AMPK has been studied by dif-
ferent research groups, suggesting that adiponectin
binds to its receptor (adipoR1) and activates adaptor
protein-phosphotyrosine interacting with PH domain and
leucine zipper (APPL1)-LKB1-AMPK-eNOS pathway
[81-83]. Other authors reported that adipo- nectin
stimulates eNOS through AMPK/PI3K7Akt
pathway [84,85]. Another reported mechanism of
AMPK activation in ECs is through peroxynitrite
(ONOO-) formation by the reaction of O, and NO,
which activates protein kinase CT and leads to activa-
tion of LKB1 and subsequent AMPK phosphorylation
[86]. Moreover, estrogens have been identified as acti-
vators of AMPK and eNOS in human ECs via CaMKK2
[87] and via SIRT1, since treatment with 17B-estradiol
upregulates the expression of SIRT1 and increases
production of NO, protecting against
endothelial dysfunction in ovariectomized rats [88,89].

Pharmacological activation of vascular AMPK

Besides its physiological regulation, activation of vas-
cular AMPK can be achieved by direct or indirect
pharmacological approaches. In fact, the cardiovascu-
lar protective effects of many antidiabetic drugs
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traditionally used in the treatment of metabolic dis- eases
such as statins, metformin, and thiazolidine- diones
involve AMPK activation [58-67]. Thus, metformin
indirectly activates AMPK through inhibition of
complex | of the mitochondrial respiratory

chain and subsequent increase in the AMP/ATP ratio
[90,91]. In the heart, metformin-induced AMPK acti-
vation following ischemia/reperfusion (I/R) enhanced
AMPK activity by phosphorylation at the Thr’? residue,
upregulated eNOS phosphorylation, and increased NO
bioavailability [92]. Direct AMPK activators have been
developed to selectively bind AMPK- specific subunit
isoforms independently on AMP or ATP levels, although
some of these compounds may have off-side target
effects in vascular tissues and limited potency and
selectivity. AICAR is a pro-drug that

is converted into the AMP analog ZMP inside cells to
bind AMPKY subunit [93], while the thienopyridine
A769662 is a selective allosteric activator that preferen-
tially binds the AMPK B subunit and increases activity of
the a; catalytic subunit by protecting against Thrl??
dephosphorylation [7,90,93-95]. AICAR is a vasodila-
tor in aorta through AMPK &1 subunit activation [65] and
acutely lowers blood pressure and relaxes mesen-
teric resistance arteries of hypertensive rats [96] but it
causes bradycardia when administered intravenously
which makes it unsuitable for clinical use [97].
A7669662 has been reported to be 3 orders of magni-
tude more potent than AICAR as in vitro vasodilator
of resistance arteries, its vasorelaxant effects in intrare-
nal arteries being associated with phosphorylation of
the AMPKa; subunit at Thr'”? and phosphorylation
of the AMPK downstream target ACC, thus support-
ing the specificity of A7669662 vascular action and
linking AMPK vasoactive and metabolic actions in the
arterial wall [65,66,98,99]. New synthetic compounds
such as MT63-78 and PF-249 interact with the allos-
teric drug and metabolite (ADaM) site located between
AMPK o and B subunits and allosterically activate both
Bi- and PB-containing AMPK trimers

[100,101]; concerning cardiovascular protective thera-
peutic potential of these agents, cardiac hypertrophy and
glycogen accumulation have been reported as off- side
target effects [101]. On the other hand, the novel pan-
AMPK activator O304 has recently been shown to
increase AMPK activity by suppressing PP2C-medi- ated
dephosphorylation of the Thr? residue in human
recombinant AMPK and trimers [102]. This compound
not only reduced plasma glucose and ameliorated insu-
lin resistance but also improved microvascular perfu-
sion and blood pressure in both obese mice and type
Il diabetic patients, which suggests a great therapeutic
potential as antidiabetic drug due to its beneficial
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metabolic and vascular effects. Further studies are
needed to elucidate the mechanisms underlying the
vascular actions of these new agents.

Endothelial AMPK: main targets and
physiological actions

Endothelium is the key modulator of vascular tone and
tissue perfusion and releases vasoactive factors in
response to different stimuli; as a metabolic sensor,
vascular AMPK has been proposed to be involved in
coupling blood flow to energy demand. Conduit arteries
are more dependent on NO than resistance arteries. As
the diameter of the artery becomes smaller, endothelium-
derived hyperpolarization (EDH) turns into the
dominant endothelium-dependent vasodilator
mechanism, regulating peripheral resistance and blood
pressure [89,103,104].

Endothelial NOS is the major source of vasodilator
NO and is activated by AMPK through different
mechanisms (Fig. 2): (a) phosphorylation of eNOS at
Ser''™” or Ser5%, as depicted from the increased eNOS
Ser!”” and/or Ser®®® phosphorylation concomitant
with increased Thr'’? pAMPK and AMPK activity
found in human ECs or intact arteries in response to
various stimuli including shear stress, adiponectin, or
pharmacological activators [58-61,99]; (b) suppression
of GTP-cyclohydrolase | (GTPCH) degradation and
the subsequent increase in tetrahydrobiopterin (BH4)
levels, supported by the reduced levels of GTPCH |
and BH4 in aortas from the AMPK o2(~/~) mice [105];
(c) increase in heat-shock protein 90 (Hsp90) associa-
tion with eNOS, as demonstrated by the augmented
eNOS Ser'!” phosphorylation, NO bioactivity, and
coimmunoprecipitation of eNOS with hsp90 induced
by AICAR and metformin in wild-type C57BL6 mice
but not in AMPK &, knockout mice [106]. On the other
hand, several studies have shown that activation
of AMPK can phosphorylate eNOS at the inhibitory
Thr*® site, inactivating eNOS and reducing NO pro-
duction, these effects being attenuated by specific
endothelial AMPKx; deletion [107,108]. AMPK-in-
duced cardiovascular effects by phosphorylation of
eNOS were first reported by Chen et al [109] in the
heart. In this study, eNOS was shown to be activated
in high calcium conditions with Ca2*-calmodulin pres-
ence by AMPK phosphorylation at Ser''”” and, in
contrast, to be inhibited in low calcium conditions by
AMPK phosphorylation at Thr*®® site. As mentioned
above, physiological stimuli such as adiponectin [110]
or leptin [111], acute exercise [112], shear stress [77] and
antidiabetic drugs such as metformin [113] and
rosiglitazone [114] increase endothelial NO production

through AMPK activation and eNOS phosphorylation
at Sert?’,

AMPK activation has also been implicated in the
EDH-mediated relaxations of resistance arteries and in
the regulation of blood pressure in mice in vivo, since this
EDH-type vasodilator response is lost after speci-
fic knockout of the endothelial AMPK®; subunit
[115]. However, other studies have contradictorilyshown
that activators of AMPK (AICAR andA769662) inhibit
EDHe-like relaxations, through block- ing preferentially
small conductance Ca?*-activated K* (Kca) channels in
mesenteric arteries [108]. In a recent study, our group
first demonstrated that AMPK activation in Kkidney
resistance arteries induced a potent
renal vasodilation through endothelium-dependent
mechanisms involving activation of both eNOS by eNOS
Ser''’” phosphorylation concomitant with increased
Thr? pAMPK, and endothelial intermediate-
conductance calcium-activated K* channels, the latter
inducing hyperpolarization of ECs that further spreads
through myoendothelial gap junctions to the
underlying VSM to reduce calcium and induce relax-
ation [99,116], as shown in Fig. 2. Further investiga-
tions are needed to elucidate the therapeutic potential
of the AMPK-induced potentiation of EDH-relaxant
responses in resistance arteries under pathological con-
ditions of elevated blood pressure and/or endothelial
dysfunction involving impaired NO bioavailability.

Besides its beneficial role in endothelium-dependent
vasodilation, activation of endothelial AMPK has been
implicated in the regulation of other important physio-
logical functions (Fig. 2) such as reduction of oxidative
stress and inflammation [117,118], promotion of angio-
genesis [119], inhibition of apoptosis [120], suppression
of endoplasmic reticulum (ER) stress [121,122], and
regulation of endothelial metabolism by upregulationof
B-oxidation of FAs, a major energy source in ECs,via
an  AMPK-ACC-malonyl-CoA-CPT1  mechanism
[63,123,124].

AMPK in vascular smooth muscle: regulation and
main targets

Vascular smooth muscle cells produce vasoconstriction
or vasodilation in response to physiological or patho-
logical stimuli. In blood vessel injury, VSM changes
the contractile to a synthetic phenotype thus increasing
proliferation and migration, a critical step for develop-
ment of atherosclerosis [125]. As in the endothelium,
AMPK: and o subunits are located in VSM, o sub-
unit being the most abundantly expressed isoform [66].
VSM also expresses both B; and B, subunits, predomi-

nantly B:-AMPK [65,66]. AMPK has been involved in
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endothelium-independent vasodilation of both large and
small arteries [65,66,98] and in the regulation of VSM
proliferation and inflammation [126]. AMPK was
initially reported to be activated by metabolic stress in
arterial smooth muscle [66]. Acetylcholine

[127] and reactive oxygen species (ROS) such as H,0,
[128] activate LKB1-AMPK pathway in VSM. On the
other hand, a PP2A heterotrimer, PP2APpp2r2d, has
been shown to inhibit AMPK activity by
dephosphorylating AMPKa at Thr172 in rat and human
VSMCs [129,130].

Activation of AMPKx; by AICAR was demonstrated
to induce a potent relaxation in mice aorta in an
endothelium- and eNOS-independent manner [65]. Ithas
been proposed that AMPK directly relaxes VSM by Ca?*-
lowering mechanisms, as shown in Fig. 2. Accord-ingly,
our group has recently demonstrated that AMPK
activation produces renal vasodilation by reducing VSM
[Ca?*]; and to a lesser extent through Ca?*-independent
mechanisms by decreasing VSM Ca?* sensitivity of the
contractile machinery. Moreover, we also demonstrated
that activation of AMPK by A769662 in renal resistance
arteries increased sarcoplasmic reticulum (SR) Ca?*-
ATPase (SERCA) activity in VSM, thus inducing Ca?*
sequestration to SR and producing endothelium-inde-
pendent relaxations [99]. In other small arteries such as
mesenteric arteries, A769662 was shown to activate
SERCA by AMPK-dependent phosphorylation of phos-
pholamban [98], thus supporting that SERCA stimula-
tion by AMPK activation is a common mechanism to
induce VSM-mediated relaxations in small arteries. In
relation to endothelium-independent hyperpolarizationof
VSM, our group also demonstrated that vascular AMPK
activation by A769662 induced a potent vasodi-
lation through activation of VSM ATP-sensitive K*
(Katp) channels in renal resistance arteries [99], whereas
other authors proposed that A769662 activates large
conductance Kca (BKca) channels in VSM of mesenteric
resistance arteries, resulting in hyperpolarization(Fig.
2) [98].

On the other hand, AMPK activation can directly
interfere with VSM contractile machinery and signal-
ing to induce VSM relaxation through a Ca?*-indepen-
dent mechanism that decreases Ca?* sensitivity [131-
133]. This relaxing mechanism plays a key role
when vasodilation is needed for prolonged periods
without lowering cytosolic Ca2* concentrations, such
as occurs in hypoxia. Thus, AMPK activation by met-
formin decreased phenylephrine (Phe)-induced contrac-
tion in rat aortic rings and inhibited Phe-mediated
myosin light-chain kinase (MLCK) phosphorylation of
myosin light chains (p-MLC) in cultured rat VSMCs
(Fig. 2) [132]. Other studies reported that AMPK
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activation by AICAR in cultured human VSMCs
abolished Phe-induced phosphorylation of myosin
phosphatase targeting subunit 1 (MYPT1) and inhibited
p-MLC (Fig. 2) [131]. AMPK activation by A769662 or
PT-1 has also been shown to mediate

Ca?* desensitization of the contractile machinery and
VSM relaxation through depolymerization of the actin
cytoskeleton [133].

In addition to its role in VSM relaxation, AMPK exerts
antiproliferative and antimigratory actions in VSMCs
[58,134,135] and inhibits vascular calcification
[136,137]. The fact that AMPK can have vascular
endothelium-independent VSM-mediated vasorelaxant
and antiproliferative effects confers an additional ther-
apeutic potential to AMPK activators in the treatment
of metabolic disease-associated vascular complications
wherein endothelium dysfunction and impaired eNOS/
NO signaling pathway compromise NO-mediated
vasodilator, antinflammatory, and antiproliferative
actions [138].

AMPK and reactive oxygen species in
the vasculature

Oxidative stress or excessive ROS production is a key
pathogenic factor underlying endothelial and VSM
dysfunction in cardiovascular diseases. Nevertheless,
redox signaling plays a critical role in homeostasis and
cell survival, and ROS such as the superoxide anion
(O27), the hydroxyl radical (OH ), or the cell-perme-
able nonradical H2O, are produced in small amounts
during normal cell function. ROS sources in the vascu-
lar wall include complex I and 111 of the mitochondria,
NADPH oxidases (Nox), xanthine oxidase, and uncou-
pled eNOS. Reduction of molecular O, by Nox in
complexes | and Il of the mitochondria electron
transport chain (ETC) during metabolic processes pro-
duces O, being the mitochondrial respiration a major
source of ROS generation under basal physiological
conditions. ROS production is counterbalanced and
modulated by the cell antioxidant systems including
superoxide dismutase (SOD), catalase, glutathione per-
oxidase, and peroxiredoxins, which block harmful
effects of ROS [104,139-142]

The role of AMPK in redox homeostasis is well
established. While ROS can regulate AMPK activity,
AMPK in turn modulates antioxidant defense gene
expression and ROS production in the vascular wall.
In addition to its activation by changes in metabolic
pathways and AMP/ATP ratio, AMPK can be directly
or indirectly influenced by cellular redox status (Fig.
3). Thus, AMPK is directly activated by reversible
oxidation of critical cysteine residues (Cys-299/Cys-303)
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Fig. 3. Role of AMPK in redox homeostasis of ECs. AMPK activity can be regulated by direct oxidation of cysteine residues (Cys-
299/Cys- 303) and by ischemic signals, NO, and hypoxia through the formation of peroxynitrite ONOO—. AMPK in turn modulates
antioxidant defense gene expression through transcription factors FOXO3 and Nrf2 and by promoting mitochondrial biogenesis
through activation of the PGC1x. AMPK downregulates oxidant production by increasing levels of GTPCH | and the synthesis of the
eNOS cofactor BH4, thus preventing eNOS uncoupling and O2.- generation and by suppressing Nox2 and mitochondrial Nox4 ROS
generating activity and expression, and by inhibiting activation of the redox-sensitive transcription factor NF-kB. AMPK reduces
mitochondrial ROS production by promoting biogenesis through activation of PGC1«x, by upregulating UCP2 and by regulating
autophagy via by direct phosphorylation of the autophagy kinase ULK1.

in the AMPK; catalytic subunit without ATP depletion
[143]. However, changes in AMPK activityin response
to redox variations have also been reported to be
indirect and secondary to redox effects on mitochondrial
ATP production [144]. In the vascular wall, AMPK is
responsive to numerous oxidative stress and ischemic
signals including NO, the potent oxidant peroxynitrite
formed by interaction of NOand O~ and hypoxia. In
bovine aortic ECs, peroxynitrite activated AMPK through
phosphorylation at Thr'’? [145], and mitochondrial ROS
stimulated by berberine activated AMPK through
peroxynitrite formation and AMPK phosphorylation
[146] (Fig. 3). In pulmonary arterial smooth muscle cells,
hypoxia-induced ROS elevation increased AMPK activity
independently of changes in AMP/ATP ratio, through
intracellular Ca®* release from ER and enhanced
store-operated Ca?* entry, activation of CaMKKp and
AMPKx phosphorylation at Thri7?, [147]. ROS generated
within the mitochondrial ETC and not oxidative
phosphorylation are involved in hypoxic activation of
AMPK [148].

Elevated ROS levels produce energy stress and metabolic
failure by oxidizing enzymes from the ETC, tricarboxylic
acid cycle, and glycolysis [149]. AMPK functions as a redox
sensor and its activation maintains redox status by inhibiting
oxidant production or by increasing the antioxidant
potential (Fig. 3).
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In human ECs, activation of AMPK by AICAR inhibits
palmitate-induced ROS elevation by upregulating
expression of thioredoxin (Trx) through FOXO3 [150],
and reduces hyperglycemia-induced increase in mito-
chondrial ROS by upregulating manganese SOD
(MnSOD) and promoting mitochondrial biogenesis
through activation of the AMPK-PGC1x [151]. Silenc-
ing of AMPKx; in cultured human umbilical ECs
reduces the expression of MnSOD, catalase, y-glu-
tamylcysteine synthase, and Trx genes [118]. Nuclear
factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) is an antioxi-
dant transcription factor activated by ROS under both
physiological and stress conditions and stimulates the
expression of antioxidant genes as an adaptive
response to oxidative stress [152]. AMPK positively
regulates and directly phosphorylates Nrf2 at the
Ser®0 residue, which promotes nuclear accumulation
of Nrf2 for antioxidant response element-driven gene
transactivation [153].

Reduction of oxidant production by AMPK is
mainly achieved through inhibition of Nox, uncoupled
eNOS, and mitochondria-derived ROS [58,154]
(Fig. 3). Invivo activation of AMPK in diabetic rats,
or AMPK overexpression in ECs, normalized endothe-
lial function and increased levels of GTP-cyclohydro-
lase (GTPCH 1) and the synthesis of the essential
eNOS cofactor BH4, thus preventing eNOS uncou-
pling and superoxide generation [105].
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NADPH oxidases from the Nox family primarily
generate ROS and catalyze the conversion of O, into
Q5 using NADPH as electron donor. Seven Nox
homologues have been identified in the human genome
based on the number of big transmembrane catalytic
subunits, Nox1-Nox5, as well as Duoxl and Duox2
[155]. and from these, Noxl, Nox2, Nox4, and Nox5
are expressed in the vascular endothelium but also 1n
other vascular cells such as VSMCs, adventitial fibrob-
lasts, and various leucocytes present in vascular wall
under pathological conditions [156]. AMPK was first
shown to inhibit Ngx activity in human neutrophils
wherein AMPE activation with AICAR suppressed
phorbol ester-stimulated O, ~ generation and the respi-
ratory, burst by reducing translocation to the cell mem-
brane and phosphorylation of the cytosolic Nax
adaptor p47phox, protein crucial for Nox2 activation
[1537] (Fig. 3). In human umbilical vein ECs, activation
of AMPEK with rosiglitazone guenched high glucose-in-
duced Nox-derived oxidative stress through inhibition
of p22phox protein expression, but also inhibition of
the protein kinase C (PKC)-dependent translocation of
p47phox and Racl to the membrane [158]. In cardiac

myocytes, glucagon-like peptide-1 activates AMPE ;.
the major isoform expressed in cardiomyocytes, thus
blocking high glucose-induced PEC-p,-dependent
phosphorylation of p47phox_ translocation to the
plasma membrane and Nox2-derived pxidative stress
and glucotoxicity [159]. Endothelial Nox2 can also be
a physiologically relevant source of H,O, generation
that contributes to the endothelivm-dependent yasodi-
latation in the heart and kidney [104.141,160]. Our
group has recently demonstrated that AMPEK 1s a
phyvsiclogical regulator of Nox2 activity in intrarenal
arteries, since acute exposure to the AMPK activator
AT769662 suppressed O,” generation stimulated by
phorbol esters and did not further inhibit Nox-derived
FOS production under conditions of Nox2 blockade
[99]. On the other hand, AMPK does not only regulate
Nox2-derived ROS production by inhibiting its activa-
fion but also through regulation of Nox2 expression.
AMPEK M, knockout mice displayed Nox2 upregulation,
endothelial dysfunction, and increased vascular gxida-
tiye stress in response to angiotensin II [161]. Although
the major isoform of AMPK in ECs is AMPK,B,Y:.
both AMPE®, and AMPK®,; are equally important in
maintaining endothelial function. The early studies of
Wang et al. [162] demonstrated that AMPK o, func-
fions as a phvsiological suppressor of Nox2 activity
and that AMPKo, deletion leads to endothelial dys-
function and enhanced expression (pd7phox, p6iphox,
and gp9lphox) and activity of Nox2? mediated by
increased nuclear factor (NF)-kappaB, activation in

ECs., whereas AMPK activation with AICAR inhibited
endothelial Nox2 expression and ROS production in
an AMPK o(,-dependent manner [162.163].

Nox4 is the most abundantly expressed Nox enzyme
in ECs, is constitutively active, localized in the mito-
chondria and ER, and generates H,0; in contrast to
Noxl and Nox2 that primarily produce Oy, [155,156].
While AMPE was first shown to negatively regulate
Nox4-dependent oxidative stress and apoptosis in kid-
nev podocytes and tubular cells in diabetes and obesity
[164.165]. we have recently shown that acute treatment
of healthy renal interlobar arteries with the AMPEK
activator AT769662 induced a powerful inhibition of
NADPH-derived ROS production associated with a
marked downregulation of Nox4 expression and
reduced H,0, generation in the vascular wall, which
suggests that AMPEK 1s a regulator of arterial Nox4
activity under physiological conditions [99] (Fig. 3).

Mitochondria are major sources of ROS generation
and AMPK regulates mitochondrial ROS production
through several mechanisms including upregulation of
the mitochondrial anion carmner protemn uncoupling
protein 2 (UCP2) and by modulating autophagy and
elimination of dysfunctional mitochondria [154]. Expo-
sure of human ECs to etther AICAR or metformin
caused AMDPK-dependent upregulation of both UCP2
mBNA and UCP2? protein, while overexpression of
UCP2 suppressed both O, -
nitration induced by high glucose [166]. Damaged pro-
teins and DNA or dysfunctional mitochondria cause

enhanced ROS production. Dyvsfunctional mitochon-
dria are eliminated from cells through autophagy

and prostacyclin synthase

mechanism, autophagy deficiency leading to enhanced
ROS [167]. AMPK regulates mitochondrial ROS pro-

duction through the regulation of autophagy via inac-
tivation of the mTORCI1 pathway (by phosphorylation
and activation of TSC2 exchange factor) [168] or by
direct phosphorylation of ULK1 thus favoring auytop-
hagy [169] (Fig. 3).

Mitochondrial dysfunction is mvelved in the patho-
genesis of the vascular complications of metabolic dis-
ease, with  enhanced ROS
production induced by atherosclerotic stimuli such as

usually  associated
hyperglycemia, hyperlipidemia, and oxidized low-den-
sity lipoproteins [166,170-172]. Pharmacological acti-
vation, of AMPEK in ECs has been shown to attenuate
oxidative stress evoked by hyperglycemia [166] and to
ameliorate palmitate-induced endothelial dysfunction
by suppression of mitochondrial ROS-associated ER
stress  and  subsequent  Trx-interacting  protein
(TXNIP)/INLRP3? inflammasome activation [173].
AMPK activation can also protect against EC damage

under oxidative stress via inhibition of EC apoptosis
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and mitochondrial superoxide production mediated by
phosphorylation of eNOS [174].

Pathophysiological significance of the AMPK-ROS axis
in vascular disease

Abnormal elevated levels of ROS, in particular O,
produced by Nox, mitochondria or uncoupled eNOS

in response to hyperglycemia, hyperlipidemia, or
proinflammatory cytokines in diabetes, obesity and
insulin resistance, are involved in endothelial and vas-
cular dysfunction associated with metabolic disease
[138,142,175]. As described above, AMPK is an oxida-
tive sensor and redox regulator in the cardiovascular
system, AMPK activity can be regulated by oxidative
stress and AMPK in turn is able to modulate both
mitochondrial ROS generation and gene expression of
antioxidant defenses in ECs. Hence, pharmacological
activation of AMPK in the vascular endothelium was
early proposed to be beneficial in metabolic disease not
only because of its bioenergetic effects but alsodue to
its ability to counteract oxidative stress [118].The
powerful beneficial effects of AMPK activation on
vascular oxidative stress are consistent with the cardio-
vascular protective actions of drugs used in the treat-
ment of metabolic disorders that activate AMPK such
as AICAR, metformin, or thiazolidinediones [64].

AMPK, hypoxia, and ischemia/
reperfusion

Ischemia is the restriction of normal blood flow caused
by narrowing of blood vessel lumen which decreases
O, supply (hypoxia) to affected tissues. Hypoxia is one
of the most potent physiological activators of AMPK
in tissues and organs including heart and the vascular
endothelium [29,149]. The mechanisms underlying
AMPK activation by hypoxia include reduced ATP
production due to inhibition of FAs B-oxidation [176],
and ROS from the mitochondrial ETC and reactive
nitrogen species such as peroxynitrite that activate
AMPK under conditions of nonsevere hypoxia
[177,178]. Hypoxia combined with glucose deprivation
in ECs induces AMPK; activation and protects these
cells by preventing apoptosis via both upregulation of
the Nrf2-dependent expression of anti-apoptotic gene
products and maintaining intracellular ATP in ECs [179].

Hypoxia phosphorylates and activates endothelial
AMPK, specifically AMPKx, subunit, to regulate
angiogenesis [119]. Although AMPKa;, is the least
expressed AMPK subunit isoform in ECs, it is essen-
tial for angiogenesis in response to hypoxic stress.

Angiogenesis can also be mediated via AMPKx; acti-
vation by VEGF, independently of eNOS and possibly by
providing energy through inhibition of ACC [70].
Angiogenesis is induced by ischemia-derived hypoxia
and is the growth of new capillaries consisting of EC
tubes without VSMCs or adventitia from pre-existing
vessels, to recover blood perfusion in the ischemic zones
[180-182]. Angiogenesis is required for migration

and proliferation of ECs and morphological differenti-
ation of ECs into capillary-like tubes under hypoxia
conditions. Therefore, endothelial AMPK may be
determinant for blood vessel recruitment and mainte-
nance of blood perfusion in ischemic tissues [119].
AMPK inhibition by transfection of AMPK x-specific
SiIRNA reduced tube formation in human umbilical
vein ECs, whereas in mouse aortic ECs isolated from
AMPKo; or AMPKa, knockout mice there was a
reduced expression of UCP2, and tube formation was
impaired. Ischemia increased angiogenesis, Ser'!’”’
phosphorylation of eNOS, and UCP2 in ischemic mus-
cles from WT mice, but not from either AMPKx; or
AMPK xp-deficient mice [183]. Downregulation of
AMPK attenuates EC differentiation/migration and
angiogenesis induced by hypoxia [119], VEGF [70], or
adiponectin [85]. Overexpression of UCP2 increased
angiogenesis in ECs of AMPK-deficient mice indicat-
ing that downregulation of ROS may be critical [183].
The mechanism proposed for AMPK-mediated angio-
genesis is that hypoxia activates endothelial AMPK that
in turn stimulates the Akt/eNOS/NO signaling cascade.
This endothelial AMPK pathway was not implicated in
EC migration and tube formation under normoxic
conditions [119]. However, direct AMPK- mediated
eNOS phosphorylation at Ser!'”” was produced under
prolonged hypoxia conditions or peroxynitrite-derived
ischemia-reperfusion (I/R) [119,145].

AMPK and I/R

When a tissue recovers the normal blood flow (reper-
fusion) after a hypoxic-ischemic period, an I/R injury
is produced rather than the recovery of normal func-
tion. I/R damage is produced mainly because of apop-
tosis of ECs and subsequent obstruction of capillaries and
microvascular flow, which finally produces injuryto
target organs such as brain (stroke) [184], heart
(myocardial damage) [185], or kidneys (renal failure)
[186], being a major cause of morbidity and mortality
worldwide. In this context, AMPK activation has been
demonstrated to have protective effects during I/R via
regulation of energy metabolism, oxidative stress,
inflammation, mitochondrial function, autophagy,
apoptosis, and ER stress [149,187].
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The heart is highly sensitive to changes in O, sup- ply,
hypoxia, or anoxia being detrimental for cardiac function.
Intrinsic AMPK activation by hypoxia protects the heart
against ischemic injury and apoptosis, but also
pharmacological AMPK activation has beenshown to
protect cardiomyocyte function under
myocardial I/R injury [185]. Hearts from AMPKo;
deficiency mice failed to increase glucose uptake and
glycolysis during ischemia and FA oxidation during
reperfusion and exhibited more myocyte apoptosis and
less contractile function [188]. Moreover, adiponectin
knockout mice had an increased myocardial infarct size
and apoptosis compared to WT after I/R, and
administration of adiponectin reduced ischemic dam-age
via AMPK activation, which suggests therapeutic
potential for acute treatment of obesity-related ischemic
heart disease [189]. On the other hand, acute metformin
administration before I/R, activated myocardial AMPK,
increased eNOS  phosphorylation at Ser!!”” and
decreased myocardial infarction in theheart of db/db
diabetic mice [92]. Pretreatment with A769662 also
increased eNOS activation, attenuated infarct size and
reduced myocardial apoptosis and necrosis [190],
confirming that pharmacologic AMPK stimulation
mitigates I/R damage. Interestingly, long- term caloric
restriction has been reported to produce a high AMPK
activation that profoundly protects the aged heart from
I/R injury [191]. Increasing experimental evidence
supports that natural antioxidants protect against
myocardial I/R by suppressing Nox and enhancing
antioxidant enzymes activity via AMPK [192,193] and
melatonin has been shown to bea cardioprotective agent
by enhancing mitochondrial biogenesis and reducing
mitochondrial-derived ROS production in I/R hearts
from diabetic rats [194]. Inaddition to the antioxidant
protective action of AMPK activation in I/R injuries,
activated protein C [195] and antithrombin [196] have
been shown to activate AMPK and to exert anti-
inflammatory effects during myocardial /R through
inhibition of c-Jun N-terminal

kinase (JNK) and the NF-kB signaling pathways.

In the kidney, AMPK activation also confers protec-
tion during renal I/R, a major cause of acute kidney injury
in which severe cellular damage and kidney dys- function
are produced [197]. There is evidence that intrinsic
AMPK activation alone during ischemia is not able to
stop progression of I/R damage butAMPK activation
by metformin or AICAR exerts renoprotective actions
such as inhibition of oxidative stress, apoptosis, and
profibrotic markers, and activation of autophagy, thus
better preparing the kidney to respond to and manage
injury [186]. On the other hand, AICAR has been
shown to decrease
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monocyte/macrophage infiltration and to ameliorate
acute tubular necrosis after kidney I/R injury [198].
Moreover, preactivation of AMPK by metformin pre-
serves cellular integrity and ameliorates the epithelial cell
damage caused by renal ischemia [199]. However,it
seems that AMPK activation after renal I/R does not
increase phosphorylation of eNOS or ACC, in contrast to
that observed in the ischemic heart [200].

In conclusion, AMPK activation during I/R leads to
increased glycolysis and FAs uptake and oxidation in the
mitochondria to restore ATP levels, promotes cell
survival by inducing autophagy and inhibiting ER stress,
inflammation, and oxidative stress [185,187]. Therefore,
AMPK activators may be potential therapeutic drugs for
protection against I/R injuries.

AMPK and vascular inflammation

Low-grade inflammation of the vascular wall is associ-
ated with endothelial dysfunction and involved in the
pathogenesis of atherosclerotic cardiovascular disease.
AMPK activation can exert vasoprotective effects not
only through augmentation of endothelial NO avail-
ability or through reduction of vascular oxidant pro-
duction, but also through its anti-inflammatory effects on
ECs by suppressing the NF-kB signaling pathway and
thus reducing levels of cytokines such as tumornecrosis
factor a (TNF-a) and adhesion molecules such as
vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1), intra-
cellular adhesion molecule 1 (ICAM-1), and E-selectin
[201,202] (Fig. 3). The NF-kB is a redox-sensitive tran-
scription factor that regulates expression of a large
number of inflammatory genes. NF-kB is inactive in the
cytoplasm bound to 1kB protein under basal condi- tions;
however, upon cytokine stimulation, IkB is
phosphorylated by IkB kinase (IKK) that targets its
degradation allowing NF-kB translocation into the
nucleus, its activation, and the expression of proin-
flammatory genes [203]. AMPK has been implicated as
a modulator of the inflammatory response since AMPK
activators suppress lipopolysaccharide (LPS)-, TNFo-,
and palmitate-induced NF-kB activity and expression of
proinflammatory cytokines in various

cell types including endothelial and mesangial cells
[204,205], but also in glial cells [206], retinal pericytes
[112], and skeletal myocytes of obese/type 2 diabetic
patients [207].

AMPK contributes to the vascular anti-inflammatory
effects of NO, since NO activates AMPK&, inECs
which in turn phosphorylates (at Ser’” and
Ser'®) and inactivates IKK thus attenuating activation
of NF-kB signaling and the expression of inflamma-
tory genes [79]. Vascular anti-inflammatory effects of
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AMPK were early shown to be related to AMPK
interactions with ROS metabolism, and AMPK was
demonstrated to negatively regulate NF-kB activation
through inhibition of the 26S proteasome-dependent
IkBx degradation and the subsequent expression of
Nox2 (Fig. 3). Thus, in aortic ECs from AMPK,—/—
mice and human umbilical vein EC expressing domi-
nant negative AMPK or AMPK o,-specific siRNA, loss
of AMPK activity caused endothelial dysfunction and
increased subunit expression of gp91lphox (Nox2),
p47phox, p67phox, superoxide production, 26S protea-
some activity, IkBx degradation, and nuclear translo-
cation of NF-kB (p50 and p65); in contrast, AMPK
activation by AICAR or AMPK overexpression reversed
these effects suggesting that AMPK maintains the
nonatherogenic and noninflammatory phenotype of ECs
[162]. Furthermore, in vivo AMPK; deletion leads to
Nox2 upregulation and to Nox2-derived

oxidative stress and to increased mRNA expression of
pro-inflammatory mediators such as iNOS, cyclooxy-
genase-2, and VCAM-1, resulting in endothelial dys-
function and vascular inflammation, and supporting that
basal AMPK activity is a protective, redox-regu- lating
element in vascular homeostasis [161]. Recent
investigations have elucidated the mechanism by which
endothelial AMPK&; modulates vascular inflammation
and oxidative stress and has involved vascular infiltra-
tion of phagocytic cells. Thus, specific endothelial
AMPK®; deletion aggravated endothelial dysfunction
induced by chronic angiotensin Il infusion, and enhanced
recruitment of infiltrating leukocytes that contributed to
augmented oxidative stress derived from

Nox2 (phagocytic NADPH oxidase) by upregulating
of cytokines and vascular adhesion molecules including
VCAM-1, monocyte chemoattractant protein 1, and
chemokine (C-C motif) ligand 5 [208]. Furthermore,
mice lacking endothelial AMPK; lost heme oxyge-
nase 1-mediated antioxidant defense [208].

Interactions between circulating monocytes and
ECs, which is regulated by adhesion molecules such as
selectins, ICAM-1, and VCAM-1 expressed on the sur-
face of ECs in response to inflammatory stimuli, are
crucial for the progression of atherogenesis. AMPK
and AMPK activating drugs such as metformin and
AICAR have been reported to attenuate EC pro-in-
flammatory atherogenic response by inhibiting mono-
cyte adhesion [209,210] through phosphorylation at
Ser® of the transcriptional coactivator p300; AMPK thus
blocks p300-mediated acetylation of NF-kB andits
activation and reduces the expression of adhesion
molecules and, consequently, adhesion of monocytesto
ECs in TNF-x-activated human aortic ECs [210].As
mentioned above, NF-kB pathway can also be

inhibited through AMPK,-mediated phosphorylation
and inactivation of IKK, as depicted by the reducedIL-1-
stimulated IKK phosphorylation found in ECs lacking
AMPK; but not AMPKx; [79].

The modulatory role of AMPK in vascular endothe-
lium inflammatory response has been related to its
interactions with mitochondrial ROS and ER stress [173].
Pharmacological activation of AMPK with salicylate or
AICAR ameliorated palmitate-induced endothelial
dysfunction by suppression of mitochondrial ROS-
associated ER stress and the subsequent TXNIP/NLRP3
inflammasome activation through the reduction of
NLRP3 and caspase-1 expression; the latter resulted in
inhibition of inflammation and apoptosis, enhancement
of eNOS phosphorylation, and improved endothelium-
dependent vasodilatation [173]. AMPK has also been
reported to suppress the proinflammatory Janus kinase
(JAK)-signal transducer and activator of transcription
(STAT) signaling pathway by phosphorylating JAK in
ECs [211].

Besides endothelium, AMPK can modulate the
inflammatory response in VSM cells through various
mechanisms including the phosphatase and tensin
homolog, a tumor suppressor gene that acts as a negative
regulator of PI3K and regulates cell proliferation,
survival, and growth [212]. Moreover, AMPK can also
modulate the STAT-1 cascade in VSM [213]. Thus, in
human aortic VSMCs, pharmacologic or genetic acti-
vation of AMPK inhibited STAT-1 and attenuated the
proinflammatory actions induced by STAT-1 activa-
tors such as interferon-y (IFN-y) and angiotensin II,
while inhibition of AMPK had opposite effects. Dele-
tion of AMPKo; or AMPKx; resulted in activation of
STAT-1 and increased levels of proinflammatory medi-
ators, both of which were attenuated by genetic or
pharmacological inhibition of STAT-1. AMPK activa-
tion suppressed STAT-1 signaling and inhibited vascu-
lar inflammation through upregulation of mitogen-
activated protein kinase phosphatase 1 [213].

In cells of the immune system, AMPK activation was
early reported to reduce Toll-like receptor 4-induced
neutrophil activation and to decrease NF-kB
signaling and the release of TNF-a and IL-6 thus ame-
liorating severity of LPS-induced acute lung injury [214].
The interactions between AMPK and macro- phages and
T lymphocytes of the immune system have recently been
reviewed by Jansen et al. [117]. AMPKiis involved in

proliferation and differentiation of CD8* cytotoxic T
lymphocytes and deletion of AMPKx; in these cells

leads to impaired ability to generate memory CD8*-T-
cell responses when activated by infectious stimuli [215].

AMPK; has alsobeen demonstrated to be necessary to
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couple nutrients availability to T-cell demand during the
inflammatory process [216]. AMPK plays a key role in
regulatingmacrophage activation and infiltration through
thenegative regulation of the proinflammatory JNK sig-
naling. Thus, AMPK-mediated inhibition of JNK
phosphorylation has been reported in macrophages
[217] and increased JNK phosphorylation has been
demonstrated in macrophages and ECs from mice defi-
cient in AMPK subunits [218]. On the other hand,
AMPK; deletion in myeloid cells led to dysfunction
consisting in maintained polarization of M1 and
decreased number of M2 anti-inflammatory macro-
phages along with impaired release of cytokines and
impaired phagocytosis of necrotic and apoptotic cells
[219]. AMPK; deletion of myelomonocytic cells in the
angiotensin Il-induced model of endothelial dys-
function, induced a pro-inflammatory phenotype with
severe endothelial dysfunction and oxidative stress,
enhanced F4/80 macrophage and GR1+ granulocyte
infiltration, and augmented release of IFN-y and

TNF- [220]

Pathophysiological significance of the AMPK-
inflammation axis in vascular disease

Inflammation might be the link between metabolic and
cardiovascular disease, and a low-grade proin-
flammatory state of the vascular wall associated with
endothelial dysfunction underlies the vascular compli-
cations of obesity, diabetes, and other insulin-resistant
states [138]. Metabolic abnormalities such as hyper-
glycemia, hyperlipidemia, and insulin resistance acti-
vate the JAK/STAT signaling pathway, a major
intracellular cascade that promotes inflammatory
response and insulin resistance and accelerates the
development  of cardiovascular complications
[221,222]. As mentioned above, AMPK is a vascular
inflammatory repressor and AMPK deletion orAMPK

inhibition in obese humans exacerbate inflammation
[161,223]. Reduction of AMPK activity has been
associated with chronic inflammation in metabolic

syndrome, including obesity and type 2 diabetes, and
acceleration of atherosclerosis [224,225], while AMPK
activators such as AICAR or antidiabeticdrugs like
metformin inhibit inflammation, attenuate EC pro-
inflammatory atherogenic response by inhibiting
monocyte adhesion, and have cardiovascular protective
effects [64,226].

Vascular AMPK and metabolic disease

Endothelial dysfunction is an early pathogenic event in
vascular dysfunction and represents a maladapted
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endothelial phenotype produced by enhanced exposure
to mechanical, metabolic, oxidative, or hypoxic stimuli
that lead to impaired vasodilatation, angiogenesis, and
barrier function along with elevated expression of
proinflammatory and pro-thrombotic factors [138,227].
In diabetes, obesity and other insulin-resistant states,
hyperglycemia, hyperlipidemia, or hypertension induce
oxidative stress, inflammation and endothelial dysfunc-
tion, first step and main predictor of vascular
atherosclerotic processes and cardiovascular complica-
tions, including myocardial infarction, stroke, and heart
and renal failure [227,228]. Dysregulation of vascular
AMPK might link these cardiovascular complications

to metabolic disease [229-234].

AMPK dysregulation has been reported under con-
ditions of metabolic stress such as obesity and diabetes;
as a master energy sensor activated during energy stress
conditions and ATP depletion, is not surprising that high
levels of glucose, triglycerides, or FAs in obesity and
insulin resistance lead to inhibitionof vascular AMPK
activity [235,236]. The mechanisms of this inhibition are
unclear, but it has been proposed that PKC activation
observed in metabolic disorders can phosphorylate
AMPKo; at inhibitory site Ser*®” thus reducing its

activity [237]. Moreover, PKC activation induced by
high glucose and FAs causes ROS-derived NADPH
oxidase production in both EC andVSM cells [238].
Furthermore, PP2A protein expression was upregulated
in aortas of mice fed a high fatdiet, and decreased
AMPK phosphorylation [129,130]. High glucose levels
and hyperinsulinemia in diabetes suppress AMPK
activation in VSM through Akt-dependent-mediated

inhibitory phosphorylation at Ser*®®on AMPKx1 subunit

[239].

As discussed above, AMPK exerts beneficial actions
on the vasculature such as the increase in endothelial
NO production, activation of VSM relaxation, sup-
pression of inflammation, downregulation of ROS pro-
duction, and increase of antioxidant defenses. Therefore,
inhibition of AMPK activity has detrimental
consequences for the cardiovascular system. It has been
reported that downregulation of AMPK/PI3K/ Akt/eNOS
pathway by high fat diet induces endothelial dysfunction
in a rat model of diet-induced obesity [234]. Moreover,
high levels of FAs have been reported to lead to lipid
accumulation in ECs and endothelial dysfunction in
obesity due to impaired AMPK activity and downstream
ACC, thus inhibiting FA oxidation and promoting
lipotoxicity [240]. Other studies haveshown that loss of
AMPKx; in VSMCs promotes atherosclerotic
calcification in vivo [136] and mouse aortic ECs from
AMPK o, knockout mice exhibit aberrant ERstress [122].
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The potential therapeutic benefits of AMPK activation for
treatment of metabolic and cardiovascular dis- ease can be
inferred from the pathophysiological consequences of AMPK
vascular dysfunction, as dis- cussed above. In recent years,
there has been aremarkable research effort to develop new
AMPK activators, and beneficial actions on vascular
functionof drugs such as AICAR or others widely used in
clinical practice such as metformin, thiazolidinediones, or
statins have been shown in experimental assays. Thus, these
compounds improved endothelial function by enhancing NO
production and reducing oxidative and ER stress,
inflammation and apoptosis in ECs, andcalcification in VSM
induced by hyperlipidemia and hyperglycemia under
experimental conditions [64,91,122,123,137,235,241,242].
Nevertheless, some of these drugs have shown off-side target
effects and lowpotency and specificity which make them
unsuitablefor clinical use [97,101]. Therefore, the search for
new AMPK activators with therapeutic potential for the
treatment of metabolic disease vascular complications, having
both vascular and metabolic beneficial effects,is needed.

Conclusions

The information provided in this review summarizesthe
mechanisms by which the master energy sensor AMPK
regulates blood flow in response to tissue metabolic
demands, explains its contribution to maintaining a healthy
endothelium and also the molecular mechanisms
underlying the vasodilator, antioxidant, and anti-
inflammatory protective actions of AMPK in the
vasculature. The physiological bases of AMPK vascular
actions are relevant for understanding the pathogenesis of
vascular injury associated with metabolic disease in
diabetes and obesity, wherein impaired AMPK activity
associated with chronic inflammationand oxidative stress
is paralleled by dysfunctional vascular AMPK which
contributes to endothelial dysfunction and to the
proatherogenic inflammatory response. The beneficial
cardioprotective effects of AMPK activators, including
antidiabetic drugs currently used inthe treatment of
diabetes and insulin resistance, highlight the potential
therapeutic benefits of AMPK activation for the treatment
of metabolic and cardiovascular disease.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La AMPK es un complejo enzimatico ubicuo que actta como sensor principal del
estado energético/metabolico celular. Se activa en condiciones de déficit de energia
cuando disminuyen los niveles de ATP, como ocurre en situaciones de hipoxia y carencia
de nutrientes. Tras su activacién, la AMPK produce la inhibicion de vias anabdlicas
(sintesis de TG, AG, proteinas), favoreciendo vias catabdlicas (glucolisis, f-oxidacion de
los &cidos grasos) de generacion de ATP y restaurando asi la homeostasis energética y la
supervivencia celular (Hardie et al., 2012; Lopez et al., 2016; Martinez-Sanchez et al.,
2017; Ruderman et al., 2013). Ademas de su importante papel en el metabolismo, la
AMPK esté implicada en la regulacion de otros procesos como la autofagia, la biogénesis
mitocondrial, el estrés oxidativo y la inflamacion y en los Gltimos afios se ha identificado
a la AMPK como reguladora de la funcion vascular (Almabrouk et al., 2014; Bradley et
al., 2010; Chen et al., 2009; Morrow et al., 2003; Salt & Hardie, 2017).

El rifidén es un 6rgano con una alta tasa metabdlica y un gran consumo energético,
representando el flujo sanguineo renal el 25% del gasto cardiaco. La AMPK se encuentra
altamente expresada en el rifion y juega un papel importante en la regulacion del
metabolismo lipidico y glucidico y también de procesos de la fisiologia renal como el
transporte de iones en células tubulares y la funcién normal de los podocitos (Hallows
KR, 2010; Sharma et al., 2008). Sin embargo, no se conoce el papel de la AMPK en la

regulacién de la funcion vascular renal y los mecanismos implicados.

Por otro lado, la obesidad es un problema de salud publica cuya prevalencia esta
en aumento a nivel mundial y es un factor de riesgo para el desarrollo de otras
enfermedades como la resistencia a la insulina, la hipertension, la diabetes tipo Il y
dislipemias, que en su conjunto se conocen como sindrome metabdlico. La obesidad y el
sindrome metabolico incrementan el riesgo de sufrir complicaciones como la nefropatia
diabética y la enfermedad renal cronica (ERC) (Abrass, 2004). Sin embargo, se ha
demostrado que la ERC puede desarrollarse en individuos obesos no diabéticos,
representando un factor de riesgo de lesion renal independiente de la diabetes y la
hipertension (De Vries et al., 2014; Kramer et al., 2005). Entre los mecanismos
patolégicos subyacentes en el dafio renal derivado de la obesidad se encuentran, la
lipotoxicidad, la secrecion anormal de adipocinas, la disfuncidn endotelial, la inflamacion
y el estrés oxidativo (Amann & Benz, 2013; De Vries et al., 2014; Mufioz et al., 2018;
Mufioz et al., 2015). La reduccion de la actividad de la AMPK en el rifion se ha asociado
con alteraciones en la funcion renal, inflamacion y fibrosis en modelos experimentales de
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ERC (Kikuchi et al., 2018; Satriano & Sharma, 2013) y en la nefropatia asociada con la
obesidad (Decleves et al., 2011), asi como con el dafio tubular causado por la
lipotoxicidad en modelos de obesidad inducida por dieta (Decleves et al., 2011; Decleves,
Zolkipli, et al., 2014). Por lo tanto, la alteracion de la AMPK a nivel renal podria estar
vinculada a la disfuncion vascular, al estrés oxidativo y a la inflamacion en la obesidad,
objeto de estudio en esta Tesis Doctoral. Por ltimo, se ha descrito que farmacos usados
en el tratamiento de enfermedades metabdlicas como los antidiabéticos tienen efectos
beneficiosos sobre la funcion cardiovascular debido a la activacion de la AMPK. Por ello,
el potencial terapéutico del A769662, activador selectivo de la AMPK, sobre la funcién
vascular renal, el estrés oxidativo y la inflamacién se evaluard en el contexto de la

obesidad.

La hipdtesis del presente trabajo es que la AMPK podria regular la funcion
vascular renal acoplando asi el flujo sanguineo renal al metabolismo del rifibn y por
consiguiente que la alteracion de la AMPK vascular estaria implicada en la disfuncion
del endotelio renal, contribuyendo asi a la lesion renal asociada a la obesidad. Por lo tanto,
la activacion de la AMPK vascular renal podria ser una diana terapéutica interesante
contra la nefropatia asociada a enfermedades metabdlicas (Kikuchi et al., 2018; Salatto et
al., 2017).

Por todo lo expuesto anteriormente, el objetivo general de esta Tesis Doctoral fue
investigar el papel de la AMPK sobre la funcion vascular renal en condiciones fisioldgicas

y en la obesidad. Los objetivos especificos del presente trabajo han sido:

1. Determinar los efectos de la activacion de AMPK en la funcion vascular renal en
arterias intrarenales de ratas Wistar y en arterias humanas

2. Caracterizar los mecanismos de accion vascular de la AMPK a nivel del endotelio
y del MLV renal

3. Analizar las interacciones entre la AMPK y las NADPH oxidasas, enzimas que
generan especies reactivas de oxigeno en los tejidos vasculares del rifion.

4. Valorar las variaciones en la actividad de la AMPK en la obesidad y su relacion
con la disfuncién endotelial renal, el estrés oxidativo y la inflamacién en arterias
renales

5. Determinar los efectos de un activador selectivo de la AMPK sobre la funcién

endotelial, el estrés oxidativo y la inflamacion en modelos de obesidad genética
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ABSTRACT

AMP-activated protein kinase (AMPK) isacellular energy sensor activated during energy stress to stimulate ATP production
pathways and restore homeostasis. AMPK is widely expressed in the kidney and involved in mitochondrial protection and
biogenesis upon acute renal ischemia, AMPK activity being blunted in metabolic disease-associated kidney disease. Since
little is known about AMPK in the regulation of renal blood flow, the present study aimed to assess the role of AMPK in
renal vascular function. Functional responses to the selective AMPK activator A769662 were assessed in intrarenal small
arteries isolated from the kidney of renal tumour patients and Wistar rats and mounted in microvascular myographs to
perform simultaneous measurements of intracellular calcium [Ca?*]i and tension. Superoxide (Oz ~) and hydrogen peroxide
(H202) production were measured by chemiluminescence and fluorescence and protein expression by Western blot.
Activation of AMPK with A769662 increased AMPK, phosphorylation at Thr-172 and induced potent relaxations compared
to AICAR in isolated human and rat intrarenal arteries, through both endothelium-dependent mechanisms involving nitric
oxide (NO) and intermediate-conductance calcium-activated potassium (IKca) channels, as well as activation of ATP-
sensitive (Kate) channels and sarcoplasmic reticulum Ca*-ATPae (SERCA) in vascular smooth muscle (VSM).
Furthermore, AMPK activator reduced NADPH oxidase 4 (Nox4) and Nox2-derived reactive oxygen species (ROS)
production. These results demonstrate that A769662 has potent vasodilator and antioxidant effects in intrarenal arteries.
The benefits of AMPK activation in rat kidney are reproduced in human arteries and therefore vascular AMPK activation
might be a therapeutic target in the treatment of metabolic disease-associated kidney injury

1. Introduction

in response to increased AMP/ATP ratio, as well as through phos-
phorylation by upstream kinases such as the tumor suppressor liver

AMPK is an ubiquitous heterotrimeric kinase considered as a master
energy sensor/metabolic switch that is activated during energy stress in
response to ATP depletion, to preserve cell survival under low-caloric
conditions [1-4]. As the ratio of AMP/ATP increases, activation of AMPK
turns on ATP-generating pathways (e.g. glucose uptake, glycolysis, fatty
acid oxidation) and reduces ATP-consuming pathways (free fatty acid -
FFA-, triglyceride and protein synthesis) [1]. AMPK is made up of a
catalytic a-subunit (a1 and az), a structural B-subunit (1 andp:), and
the AMP-binding site containing y-subunit (yi, y2 and y3). AMPK
activation requires phosphorylation of the a-subunit and occurs

kinases B1 (LKB1) or the Ca®*'/calmodulin-dependent protein kinase
kinase B (CAMKKR) [2].

AMPK is not only involved in metabolism but also in the regulation
of physiological processes such as mitochondria biogenesis, cell growth
and proliferation, inflammation, oXidative stress and cell autophagy.
AMPK also plays a key role in cardiovascular function, in part through
phosphorylation and activation of endothelial nitric oxide synthase
(eNOS) in endothelial cells and cardiomyocytes [5-9]. By stimulating nitric
oxide (NO) production, the AMPK-eNOS endothelial signalling pathways is
involved in endothelium-dependent vasodilatation [10] in
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Abbreviations Katp ATP-sensitive potassium channels
NADPH nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
AMPK  AMP-activated protein kinase NO nitric oxide

ACh acetylcholine
BK, channel large-conductance calcium-activated K* channel
COX cyclooxygenase

EC endothelial cell
EDH endothelium-derived-hyperpolarization
eNOS endothelial nitric oxide synthase

H,0, hydrogen peroxide
IK., channel intermediate-conductance calcium-activated K™
channel

NOS nitric oxide synthase

Nox NADPH oxidase enzymes

0y superoxide

Phe phenylephrine

PSS physiological saline solution

ROS reactive oxygen species

SERCA  sarcoplasmic reticulum Ca?*-ATP,.

VSM vascular smooth muscle

response to physiological stimuli such as shear stress [7,11,12] or
adipokines acting via Gq receptors like adiponectin and leptin [1].

The kidney is an organ with one of the highest energy consumption
rates in the body, used for the regulation of fluids and electrolytes
homeostasis and for waste excretion, and renal blood flow represents
about 25% of cardiac output. AMPK is highly expressed in the kidney
and regulates activity of various ion and creatinine transporters in renal
tubular cells and reduces podocyte permeability and albuminuria upon
kinase activation with adiponectin [13,14]. Acute renal ischemia is a
potent activator of AMPK which induces cell survival mechanisms in-
cluding mitochondrial protection and biogenesis [15], suppression of
extracellular matrix proteins [16] and induction of autophagy [17].
Accordingly, AMPK activators have been shown to be protective and
attenuate ischemia-reperfusion injury in canine models of renal trans-
plantation and in rat models of kidney ischemia-reperfusion injury [18-
20]. On the other hand, AMPK has been reported to exert antioxidant
effects in the cardiovascular system by inhibiting the expression
and activity of NADPH oxidase (Nox) subunits, suggestive of potential
crosstalk between AMPK and NoX, despite how AMPK suppresses Nox
remains to be clarified [21].

Reduced renal AMPK activity has been associated to impaired renal
function and inflammation in the kidney of diabetic patients [22], in
obesity-associated nephropathy [23] and in experimental models of
chronic kidney disease [24,25], and is involved in renal inflammation and
fibrosis [23]. Therefore, AMPK activation has recently been pro- posed as
a therapeutic target of metabolic disease-associated nephropathy and
experimental chronic kidney disease. Cardiovascular-protective effects of
AMPK are well characterized [26] and many therapeutic agents used for
the treatment of diabetes and atherosclerosis, including metformin,
thiazolidinediones and statins may exert their cardiovascular protective
effects by activation of AMPK [27-29]. However, despite the role of AMPK
in kidney function and dysfunction is well stablished, little is known about
its role in the regulation of renal vascular function.

The hypothesis of the present study is that activation of AMPK may
regulate renal vascular function thus coupling renal blood flow to kidney
metabolism. Therefore, we sought to investigate AMPK vasodilator effects
in human renal arteries and to identify AMPK targets in kidney arterial
tissue. For this, we assessed the contribution of the eNOS-NO endothelium-
dependent pathway, as well as vascular smooth muscle (VSM) relaxant
mechanisms involving K™ channels and the sarcoplasmic reticulum
Ca®*-ATPase (SERCA). Moreover, the interaction between AMPK and Nox-
mediating mechanisms generating re- active oXygen species (ROS) in
kidney vascular tissues were also investigated.

2. Methods
2.1. Animal model

Male Wistar rats were housed and maintained on standard chow and
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water ad libitum at the Pharmacy School animal care facility. They were
killed by decapitation and exsanguination at 12-14 weeks. The kidneys,
heart and mesentery were quickly removed and placed in cold (4 °C)
physiological saline solution (PSS) of the following composition (mM):
NaCl 119, NaHCOs 25, KCI 4.7, KH2PO4 1.17, MgS04 1.18, CaCl; 1.5,
EDTA 0.027 and glucose 11, continuously gassed with a miXture of 5%
C02/95% O: to maintain pH at 7.4. Animal care and experimental
protocols conformed to the European Union Directive 2010/63/EU on
the Protection of Animals Used for Scientific Purposes and were ap-
proved by the Animal Care and Use Committee of Complutense University
of Madrid. All animal experiments are reported in compliance with the
ARRIVE Guidelines.

2.2. Patients

Intrarenal arteries and cortex samples were obtained from the
kidney of renal tumour patients who underwent nephrectomy as earlier
reported [30]. The investigation with human tissue conformed to the
principles outlined in the Declaration of Helsinki. Permission was ob-
tained from the Ethics Committee of the University Hospital Puerta de
Hierro-Majadahonda, Spain (Reg. no 5.16) and patients gave their in-
formed consent.

2.3. Dissection and mounting of microvessels

Renal interlobar or arcuate arteries, 2™- 4" order branches of the
main renal artery were carefully dissected by removing the surrounding
connective tissue from tumour-free parts of the kidney of human pa-
tients, or kidney of Wistar rats. For some experiments, mesenteric re-
sistance arteries and coronary arteries of Wistar rats were dissected.
Small samples of both renal arteries and cortex were also dissected out
for ROS measurements, as described earlier [30]. Arterial segments
were mounted in microvascular myographs (Danish Myotechnology,
Denmark) by inserting two 40 um tungsten wires into the vessel lumen
and were equilibrated for 30 min in PSS maintained at 37 °C. The re-
lationship between passive wall tension and internal circumference was
determined for each individual artery and from this, the internal cir-
cumference, Lioo, corresponding to a transmural pressure of 100 mmHg
for a relaxed vessel in situ was calculated. The arteries were set to an
internal diameter I1 (I1 = 0.9 x Lioo) at which tension development is
maximal.

2.4. Experimental procedures for the functional experiments

At the beginning of each experiment, arteries were challenged twice
with 120 mM K* (KPSS) in order to test vessel viability. Concentration-
responses curves to the endothelial agonist acetylcholine (ACh) and to the
B-adrenergic agonist isoprenaline were performed to assess arterial
function on arteries precontracted with phenylephrine (Phe) (0.1-0.5
uM). The effects of the AMPK selective activator A769662 (Tocris
Cookson, Bristol, UK) was assessed in intrarenal, coronary and
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mesenteric arteries precontracted with Phe and responses to A769662
were added in a second concentration-curve in order to test whether the
relaxations were reproducible (Fig. S1). The relaxant responses of
A769662 were compared to those elicited by the AMPK activator (AICAR)
(Tocris Cookson, Bristol, UK) by adding cumulative concentrations of
these agents on arteries precontracted with Phe. The AMPK inhibitor
(compound C, 0.5 uM) (Tocris Cookson, Bristol, UK) was tested on the
relaxations to the AMPK activators and was added to the myograph
chamber 30 min before a second concentration-response curve was
performed. To evaluate whether the relaxant effect of AMPK was
endothelium-dependent, endothelium-intact and endothelium-denuded
rat and human renal arterial segments were pre-contracted with Phe and
treated with A769662. The endothelium was mechanically removed by
inserting a human hair in the vessel lumen and guiding it back and
forwards several times. The absence of functional endothelium
was confirmed by lack of the relaxation to ACh (10 pM), as earlier
described [31]. Functional responses to A769662 were further obtained in
the absence and presence of NOS synthase inhibitor (L- NOARG, 100 uM)
(Sigma-Aldrich, Spain), inhibitors of intermediate- conductance Kca
channels (IKca, TRAM-34 1 uM) (Tocris Cookson,Bristol, UK), large-
conductance Kca channels (BKc, iberiotoXin 0.3 pM) (Tocris Cookson,
Bristol, UK), Kir6 ATP-sensitive K channels (Karp, glibenclamide 1 uM)
(Tocris Cookson, Bristol, UK) or the inhibitor of SERCA ATPase,
cyclopiazonic acid (CPA, 10 uM) (Tocris Cookson,Bristol, UK) in rat and
human renal arteries.

2.5. Measurements of VSM intracellular Ca?* ([Ca*'];)

Simultaneous measurements of VSM [Ca?']; and tension in intact
renal interlobar arteries were performed as described ealier [31]. Ar-
terial segments were mounted in a microvascular myograph placed on
an inverted microscope (Zeiss Axiovert S100 TV) equipped for dual
excitation wavelength microfluorimetry. Arteries were incubated in the

dark in PSS with 8 pM Fura 2-acetoXymethyl ester (Fura 2-AM)
(Thermo Fisher Scientific, Life Technologies SA, Madrid, Spain) and 0.05%
Cremophor EL. After Fura-2-AM loading, arteries were washedfor 30
min in PSS and were illuminated with alterning 340 nm and 380 nm
light wusing a monochromator-based system (Deltascan, PTI).
Simultaneous measurements of [Ca®']; and tension by Fura2-AM
fluorescence were performed in rat interlobar arteries to further study
AMPK-mediated calcium-dependent mechanisms in VSM. The ratio (R)
F340/F380 was taken as a measure of [Ca®*];. Time-response curves to
10 uM of the AMPK selective activator A769662 were performed in renal
arteries with intact endothelium pre-contracted with Phe or with 30 mM
K™ in the absence and presence of inhibitor of IKca TRAM-34 (1 uM).
In order to restrict Ca®* measurements to VSM when assessing the role
of VSM K™ channels or SERCA ATPase, experiments were performed
in renal endothelium-denuded arteries pre-contracted with Phe. Then
time-response curves to 10 uM A769662 were performed in the absence
and presence of inhibitors of BKca channels (iberiotoxin,

0.3 nM), Kare channel (glibenclamide, 1 pM) or SERCA ATPase (CPA,
10 uM).

2.6. Measurement of superoxide production by chemiluminescence

Changes in basal and NADPH-stimulated levels of superoxide (027)
were measured by lucigenin chemiluminescence in renal arteries and
cortex of wistar rats and human samples, as earlier reported [30,31].
Cortex samples and segments of the renal interlobar arteries were dis-
sected and equilibrated in PSS for 30 min at room temperature and then
incubated in the absence (basal) and presence of AMPK selective acti-
vator A769662 (30 uM) and the NADPH oxidase inhibitor Nox2ds-tat(1
uM) (AnaSpec Seraing, Belgium) for 30 min at 37 °C. Samples were then
transferred to microtiter plate wells containing 5 pM bis-N-me-
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ROS sources inhibitors and then stimulated with NADPH (100 pM) which
was added prior to ROS measurements. In another set of experiments,
the protein kinase C activator phorbol 12,13-dibutyrate (PDBu, 10 uM)
(Tocris Cookson, Bristol, UK) was used instead of NADPH in order to
indirectly stimulate the Nox2-derived superoxide production.
Chemiluminescence was measured in a luminometer (BMG Fluostar
Optima), and for calculation baseline values were subtracted from the
counting values under the different experimental conditions and
superoXide production was normalized to dry tissue weight.

2.7. Measurement of hydrogen peroxide by Amplex Red

Hydrogen peroxide (H202) production was measured by Amplex
Red assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Life Technologies SA, Madrid,
Spain) in renal arteries and cortex of wistar rats [30,31]. Samples were
equilibrated in HEPES-physiological saline solution (PSS) for 30 min at
room temperature and then incubated in the absence (basal) and pre-
sence of AMPK selective activator A769662 (30 pM) for 30 min at 37 °C.
Arteries and cortex samples were then transferred to microtiter plate
black wells containing 10 mM final concentration (Amplex Red) and 10
U/ml final concentration (horseradish peroxidase) and some samples
were stimulated with NADPH (100 uM) just prior to determination.
Fluorescence was measured in a fluorimeter (BMG Fluostar Optima),
using an excitation filter of 544 nm and an emission filter of 590 nm.
Background fluorescence was subtracted from the counting values
under the different experimental conditions and H20: production was
normalized to dry tissue weight.

2.8. Western blot analysis

Renal arterial tissue incubated 30 min with A769662, or vehicle were
snap frozen in liquid nitrogen, homogenized and lysed in buffer
containing Tris-HCI (pH 7.5) 50 mmol/L, EGTA 1 mmol/L, EDTA 1 mmol/L,

Triton X-100 1% vol/vol, sodium orthovanadate 0.1 mmol/L,
thylacridinium nitrate (lucigenin) in the absence and presence of different

sodium fluoride 50 mmol/L, sodium pyrophosphate 5 mmol/L, sucrose
0.27 mol/L and protease inhibitor cocktail. The protein con- centration was
determined by Bradford assay (Bio-Rad Laboratories, S.A, Madrid, Spain).
Protein lysates (7 pg) were subjected to 6,5% SDS- PAGE,
electrotransferred on a polyvinylidene fluoride membrane and probed with
the following primary antibodies: pACC Ser’ (1:1000; ref 3661), pAMPKa«
Thr'7? (1:1000; ref 2535), AMPKau/2 (1:1000; ref 2532) from Cell Signaling
Technology (Leiden, The Netherlands); NADPH oxidase 4 (1:500; ref
ab154244) from Abcam (Cambridge, UK); B-actin (1:5000; ref. A5316) from
Sigma (St. Louis, MO, USA) [4,32]. The blots were visualized using
enhanced chemiluminescence andquantified by densitometry with Image]
free software. Values were expressed in relation to B-actin protein levels.

2.9. Data presentation and statistical analysis

Results are expressed as either absolute values (units of R (F340/
F380) or Nm™ of tension) or as a percent of the response to either Phe
or KPSS in each artery, as means + SEM of 6-10 arteries from 4 to 12
rats (1-2 artery from each animal) for the functional experiments. For
the measurement of Oz or H202 production, results are expressed in
counts per minute (cpm) per mg of tissue and relative fluorescence units
(RFU) per mg of tissue in arterial segments and cortex samples, re-
spectively, as means * SEM of 5-7 patients or means * SEM of 4-10
rats. Statistical significance was determined by using paired or
unpaired Student's t-test where appropriate, or one-way ANOVA
followed by Bonferroni's post hoc test for comparisons involving more
than two groups. P < 0.05 were considered statistically significant.
Calculationswere made using a standard software package (GraphPad
Prism 5.0, GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, United States).
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3. Results
3.1. AMPK activation relaxes intrarenal arteries

Normalized internal lumen diameters, 11, vasomotor responses and
endothelium-dependent relaxations of human renal arteries are shown in
Table 1. Since vascular AMPK has recently been identified as a potent
vasodilator in resistance arteries [33], the effects of the AMPK selective
activator A769662 (3 pM and 10 uM) were assessed in interlobar arteries
from human and rat kidney, as well as in rat mesenteric and coronary
arteries, in order to compare the renal vascular effects of A769662 to that
in small arteries from systemic and coronary vascular beds. AMPK
activation produced potent relaxations of both human and rat intrarenal
arteries (Fig. 1 a and c) and also in mesenteric resistance arteries (Fig. 1e).
Notably, A769662 did not have significant relaxant effects in precontracted
coronary arteries (Fig. 1g). The relaxations elicited by AMPK activation were
compared to those evoked by the endothelium-dependent agonist ACh or
the B-adrenoceptor agonistisoprenaline in each arterial bed (Fig. 1b,
d, f and h). Relaxant responses to A769662 were reproducible in rat and
human renal arterial segments (Supplementary Fig. S1).

Pharmacological characterization of AMPK activation in intrarenal
arteries was performed by constructing concentration-response curves to
two different AMPK activators: A769662 that selectively binds theAMPK 31
subunit and AICAR, an unspecific and allosteric AMPK activator (Fig. 2a).
A769662-elicited relaxations were about 2.5 orders of magnitude more
potent than those produced by AICAR (Table 2), and therefore A769662 was
used in the subsequent experiments. Treatment for 30 min with the AMPK
inhibitor (compound C, 0.5 pM) inhibitedthe relaxant responses elicited
by both A769662 and AICAR in a second concentration-response curve (Fig.
2b and c; Table 2).

Western blot analysis confirmed that activity of AMPK was augmented
by A769662 in intrarenal arteries as depicted by the 3-fold enhancement of
AMPK. phosphorylation at Thr-172 after 20 min incubation with A769662
(Fig. 2d and e). In addition, A769662 increased phosphorylation of the
AMPK's downstream target acetyl-CoA carboxylase (ACC) in renal arteries
(Fig. 21).

3.2. A769662 induces relaxations by endothelial NO release

AMPK plays a role in cardiovascular function in part through
phosphorylation and activation of eNOS in endothelial cells and car-
diomyocytes [8]. In order to assess the contribution of the endotheliumto
the relaxant responses of AMPK, human and rat renal arterial seg- ments
with intact endothelium or endothelium-denuded pre-contracted with Phe
were stimulated with A769662 (3 and 10 pM). Both mechanical
endothelium removal and (Fig. 3 a and c) and inhibition of NOS with L-
NOARG (Fig. 3b and d) markedly reduced A769662- evoked relaxations
thus suggesting that the vasodilator mechanism of AMPK is in part
dependent on the vascular endothelium and involves the eNOS-NO
pathway.

3.3. A769662 reduces VSM [Ca*"]; and activates endothelial 1Kc,
channels and VSM Karp sensitive channels to induce relaxation

Simultaneous measurements of VSM [Ca?"]; and tension were performed
in rat interlobar arteries to further investigate the role of AMPK in calcium-
dependent mechanisms of human renal vasodilation. Time-response curves
to 10 uM of the AMPK selective activator A769662 produced relaxations that
were accompanied by simultaneous decreases in VSM [Ca?’]; (Fig. 4a)
However, relaxations elicited by A769662 were larger than the
corresponding decreases in VSM [Ca?+*]i, thus suggesting the involvement of
Ca%+desensitization mechanisms (Fig. 4b), as confirmed by tension-[CaZ2*];
relationships for A769662 (Fig. 4c).

A769662-induced relaxations and [Ca2*}; decreases were abolished
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when raising the extracellular K*concentration (Fig. 4d and e) which
suggests that K+ efflux and hyperpolarization mechanisms are in part
responsible for the AMPK relaxant effects in renal arteries. Since Kca
channels have recently been involved in AMPK relaxant mechanisms in
small arteries [33], the effects of selective Kca inhibitors were assessedin
the AMPK responses of endothelium-intact renal arteries. Treatment with
the inhibitor of IKca channels TRAM-34 significantly reduced A769662-
evoked relaxations in human renal arteries (Fig. 5a and b), and this
inhibition was confirmed in rat intrarenal arteries as shown inFig. Se.
Moreover, IKca channel blockade caused a significant reversionof the
decreases in [Ca*']; evoked by A769662 (Fig. 5c and d). In orderto
determine whether VSM BKca channels may be involved in the relaxant
mechanism of A-769662, as recently reported for small mesenteric
arteries [33], the selective inhibitor of BKc. channels iberiotoxin was
used in endothelium-denuded rat intrarenal arteries. A769662- elicited
relaxations and [Ca?*]-decreasing effects were not sensitive to iberiotoxin
(Fig. 5f and g). Therefore, the fact that A-769662-induced relaxations were
sensitive to TRAM-34 in endothelium intact arteriesbut not to iberiotoxin
in endothelium-denuded microvessels, suggests that AMPK activation might
have a major effect on IKca channels ex- pressed in endothelial cells.

In the kidney, ATP-sensitive potassium channels (Karp) are localizedin
tubular epithelial cells, glomerular mesangial cells and VSM of renal
blood vessels [34]. Activation of arterial smooth muscle Karp channels
produces smooth muscle hyperpolarization leading to a reduction in
[Ca®]; and vasodilatation [35].Therefore, we assessed whether Kare
channels might be involved in the relaxant responses elicited by AMPK
activation in renal small arteries. Treatment with the selective Karp
channel inhibitor glibenclamide markedly reduced A769662-evoked
relaxations in human renal arteries (Fig. 6a and b) and significantly
inhibited decreases in [Ca*']; induced by A-769662 in rat renal arteries
(Fig. 6¢ and d).

3.4. Activation of SERCA is involved in the relaxations of A-769662

SERCA is an important and potent modulator of smooth muscle
[Ca*]; and therefore the effects of the selective SERCA inhibitor cy-
clopiazonic acid (CPA, 10 puM) on changes in VSM [Ca®]i and re-
laxation produced by AMPK activation were further explored in en-
dothelium-denuded renal arteries, as shown in Fig. 7. Treatment with
CPA induced a marked inhibition of the relaxations of A769662 in renal
microvessels (Fig. 7a and b), suggesting that AMPK activates SERCA in
VSM to produce vasodilation of human intrarenal arteries. This relaxant
mechanism was confirmed in rat intrarenal arteries since treatment
with CPA significantly reduced the VSM [Ca®']; -decreasing effects of
A769662 (Fig. 7c and d).

3.5. A769662 reduces ROS generation through inhibition of Nox2 and
Nox4

AMPK is known to modulate reactive oxygen species (ROS) generation
in the vascular endothelium [21] and therefore we explored whether AMPK
activation plays a role in the regulation of ROS in therenal vascular wall.
Basal 02" levels were enhanced by NADPH addition and acute treatment
with the AMPK activator A769662 induced a

Table 1
Vasomotor function of the human intrarenal arteries.
n
1, (um) 454 + 28 25
KPSS (Nm™) 1.97 + 0.30 28
ACh (Relaxation %) 73.4 + 4 26

Values represent mean + S.E.M. of the number n of individual arteries, 3—4
from each patient (7 patients). 1; is the effective lumen diameter of the arteries.
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Fig. 1. AMPK activation induces vasorelaxation of renal and mesenteric but not coronary arteries
Original recordings showing A769662-induced relaxations of intact renal interlobar arteries from human (a) and rat (c) kidney and rat mesenteric arteries (e), and the
lack of effect of AMPK activator in coronary arteries from rat (g). Average vasorelaxant effects of A769662 (3 uM and 10 uM) (a,c,e,g) compared to those of the

endothelial agonist acetylcholine (ACh) and the B-adrenoceptor isoprenaline (b,d,f,h) in rat renal, mesenteric and coronary arteries. Results are expressed as percentage
of the increases in tension induced by phenylephrine (Phe) or serotonin (5-HT) for coronary arteries. Data are shown as the mean * SEM of 9-28 arteries from 6 -14

rats (1-2 per animal) and as the mean + SEM of 20 arteries from 7 patients.

powerful inhibition of NADPH-derived O:"” production in samples of
arteries and cortex from human and rat kidneys (Fig. 8a and b). Since
Nox2 and Nox4 are involved in kidney physiological processes and are a
source of vasodilator Hz20: in the renal endothelium [30], we next as-
sessed whether these Nox subunits are targets of A769662 antioXidant

Table 2
Relaxant effects of the AMPK activators AICAR and A769662 and effect of the
AMPK inhibitor compound C in rat renal interlobar arteries.

; . . c PECso (%) Emax (%) n I1 (um)
action in renal arteries. Basal H202 production assessed by Amplex Red
fluorescence assay was markedly increased by NADPH addition and A769662 4.92 = 0.05 71.9 £ 5.7 6 308 % 16
blunted by the AMPK activator in both renal interlobar arteries and

. . + Compound C 3.89 = 0.15** 43.5 = 6** 6 312 + 16
cortex from rats (Fig. 8c). Furthermore, Western blot analysis showed
that protein levels of Nox4 were significantly reduced in renal arteries AICAR 2.67 + 0.091Tt 61.8 = 0,9 6 316 + 17
acutely treated with A769662 (Fig. 8d), thus suggesting that AMPK + Compound C 179 + 0.1* 331 + 13 6 326 + 15

activation downregulates Nox4-derived arterial H.02 production.

To assess the involvement of Nox2 in the antioxidant action of AMPK,
the effects of A769662 on NADPH-stimulated O2*- production were
measured in the absence and presence of the selective Nox2 inhibitor,
Nox2ds-tat, that inhibits the assembly of the cytosolic subunit p47phox
with Nox2 thus blocking enzyme activity. NADPH-derived O~ levels were
reduced to a similar extent by both Nox2ds-tat and A769662, and
combined treatment with the AMPK activator and the Nox2 inhibitor did
not further inhibit NADPH-derived Oz~ production

Values represent mean * S.E.M. of the number n of individual arteries, 1-2 per
animal. pEC50 is -logEC50, EC50 being the agonist concentration giving half-
maximal relaxation; Emax = maximal relaxation (% Phe). Significant differ-
ences were analyzed by ANOVA or paired or unpaired Student t-test.
*P < 0.05; **P < 0.01 versus control before treatment and "'P < 0.001
versus A769662.

(Fig. 8e). To confirm that A769662 may have the same pharmacological
target as Nox2ds-tat, the PKC activator PDBu was used, since PKC

augments assembly of p47 . with Nox2 thus stimulating Nox2 activity

a C
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Fig.2. A769662-induced potent relaxations compared to AICAR- and phosphorylates AMPK and ACC in renal arteries

Relaxant responses of AMPK activation with A769662 vs AICAR in renal arteries from rats (a) and inhibitory effect of compound C (0.5 uM) (b,c). Data are shown as
the mean = SEM of 6-8 arteries from 6 rats. Western blots analysis for pAMPKa (d), AMPKa (e) and pACCa (f) protein levels in samples of renal arteries from rats with
or without acute treatment with A769662 (10 pM). Results were quantified by densitometry and presented as a ratio of density of the protein band vs that of 8- actin
from the sample. Data are shown as the mean = SEM of 4-5 animals. Statistical significant differences between means were analyzed by using unpaired Student's t-test
*P < 0.05, **P < 0.01 vs control.
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Fig. 3. Endothelial-derived NO is involved in the relaxations induced by AMPK activation in renal arteries

Original recordings showing the inhibitory effects of mechanical endothelium removal and NOS blockade with L-NOARG (100 pM) on the relaxations induced by
AMPK activator A7699662 in intrarenal arteries from human (a,b) and rat (c,d) kidney. Results are expressed as percentage of the increases in tension induced by
phenylephrine (Phe). Data are shown as the mean * SEM of 5-15 rats (1-2 arteries per animal) and as the mean + SEM of 4-7 patients (2-3 arteries per patient).
Statistical significant differences between means were analyzed by paired Student's t-test **P < 0.01, ***P < 0.001.

and ROS production. Basal 05"~ levels were significantly increased by
PDBu addition as shown in Fig. 8f. PDBu-stimulated O; ~ levels were
significantly larger in cortex than in renal arteries and were blunted by
Nox2ds-tat and A769662 in both arteries and cortex samples (Fig. 8f),
thus suggesting overlapping mechanisms.

4. Discussion

physiology by mediating kidney cell survival mechanisms upon acti-
vation by acute ischemia and by regulating activity of various tubular
cell transporters [13-15,20]. Moreover, AMPK activation is protective
in metabolic disease-associated nephropathy wherein AMPK activity is
blunted [23]. The present findings demonstrate that AMPK might be
involved in metabolic regulation of renal blood flow, since activation of
this kinase causes vasodilatation of human renal arteries through both

endothelium-dependent and direct VSM mechanisms; moreover, our

Previous studies have shown that AMPK serves a role in renal data show that AMPK also modulates Nox-derived ROS production.

Fig. 4. AMPK activation relaxes renal arteries

O [Ca2+]i by reducing VSM [Ca®*]; and by calcium-
A769662 ... Tension independent mechanisms. Representative
100+ traces showing simultaneous recordings of VSM
1,20 10 uM

[Ca?*]i and tension and the effect of the AMPK
activator A7699662 in endothelium-intact rat
754 renal arteries pre-contracted with phenylephrine

* (Phe). (a) Average concentration-dependent
*%

!

decreases in [Ca?*]; (upper panel) and relaxa-
tions (lower panel) in response to A769662 (b)
and [Ca*']i-tension relationships for the effect
of A769662 in renal arteries. (¢) AMPK activa-
25+ tion-induced decreases in [Ca?*]; and relaxa-
tions in arteries precontracted with Phe were
abolished when raising extracellular K™ in ar-
T teries precontracted with 30 mM K™ (d, e) All
KPSS Phe 0 10 20 30 results are expressed as percentage of the in-
A769662 (T| me,m]n) creases in [Ca®*]; or tension induced by Phe or
with 30 mM K™. Data are shown as the
c 100+ mean * SEM of 5 arteries, 1 per animal.
Statistical significance was calculated by paired
Student's t-test *P < 0.05, **P < 0.01.
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Fig. 5. Intermediate-conductance Kca (IKca) channels are implicated in AMPK-induced vasodilation of human renal arteries.

Representative traces showing the effect of the inhibitor of intermediate-conductance Kca (IKca) channels TRAM-34 (1 uM) on the A769662-elicited vasodilation of
human renal arteries (a) and the average inhibitory effect of TRAM-34 (b). Data are shown as the mean + SEM of 10 arteries from 4 patients. Original recordings
showing A769662-induced decreases in VSM [Ca®']; (top) that were blunted by TRAM-34 (bottom) in intact renal interlobar arteries from rat. (c) Average inhibitory
effect of TRAM-34 on the decreases in [Ca?*]; (d) and the relaxations to A769662 (e) in renal interlobar arteries. Average inhibitory effect of the inhibitor of high-
conductance Kca channels (BKca), Iberiotoxin (0.03 pM) on the decreases in [Ca']; (f) and the relaxations to A769662 (g) in endothelium-denuded renal interlobar
arteries. Data are shown as the mean * SEM of 4-5 rats (1 artery per animal). Statistical significance was calculated by paired Student's t-test *P < 0.05,

**p < 0.01.

Specific features of kidney AMPK-mediated arterial vasodilatation such as
activation of endothelial IKca channels and VSM Karp channels are first

unveiled.

Pharmacological activation of AMPK with the thienopyridine deri- vative
A7669662 induced potent relaxations of arteries from the rat kidney.

Notably, that effect is reproduced in a similar extend in human
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Fig. 8. Activation of AMPK dowregulates Nox4-and Nox2-derived ROS generation.

(a,b) Powerful inhibitory effect of AMPK activation on NADPH-stimulated levels 02" in renal arteries and cortex samples from human (a) and rat (b) kidney
measured by lucigenin-enhanced chemiluminescence. (c) Basal and NADPH-stimulated levels of H202 in renal arteries and renal cortex from rat measured by Amplex
Red fluorescence were reduced by A769662 (30 uM). Results are expressed in counts per minute (cpm) per mg of tissue for chemiluminescence and in relative
fluorescence units (RFU) per mg of tissue for fluorescence. Bars represent mean * SEM of 7 patients (2 samples per patient) and 6-10 animals (1-2 samples per animal).
Significant differences were analyzed using one-way ANOVA followed by Bonferroni as a posterio test **P < 0.01, ***P < 0.001 versus control before treatment,
1P < 0.01; ++1P < 0.001 versus NADPH-treated. (d) Western blots analysis for Nox4 protein levels in renal arteries and downregulation upon acute in vitro treatment
with the AMPK activator A769662 (30 uM). Results were quantified by densitometry and presented as a ratio of density of the N 0X4 band vs that of - actin from the
sample. Data are shown as the mean + SEM of 8-10 rats. Statistical significance was calculated by unpaired Student's t-test *P < 0.05, **P < 0.01.

(e) NADPH-stimulated levels 02" in samples of renal arteries and cortex from rat kidney were reduced by the selective Nox2 inhibitor Nox2ds-tat (1 uM) and by
A769662 (30 uM) alone, but there was no further inhibition by combined treatment with Nox2ds-tat plus A769662. (f) Protein kinase C activator phorbol 12,13-
dibutyrate PDBu (10 uM) was used to indirectly stimulate Nox2 and O, ~ production. Basal and PDBu-stimulated levels O 5 in renal tissues were reduced by the
Nox2 inhibitor Nox2ds-tat and by A769662 (f) Results are expressed in counts per minute (cpm) per mg of tissue for chemiluminescence. Bars represent
mean + SEM of 6-10 rats. Significant differences were analyzed using one-way ANOVA followed by Bonferroni as a posterio test **P < 0.01, ***P < 0.001 versus
control before treatment, t1+P < 0.01; 11P < 0.001 versus NADPH or PDBu-treated.

intrarenal arteries. A7669662 also relaxed mesenteric resistance but not While recent reports demonstrate that AMPK activators reduce VSM
coronary arteries from the same rats, thus suggesting that A-7669662 [Ca*']; of resistance arteries through hyperpolarization mediated by
vasodilator action is vascular tissue-specific. Renal vasodilatation in- smooth muscle BKca channels [33], the present findings suggest that
duced by A7669662 was 3 orders of magnitude more potent than that stimulation of IKca rather than BKca channels is involved in the de- crease
elicited by the pharmaceutical AMPK activator AICAR [10,36,37]. The of smooth muscle [Ca?*]; of renal arteries. Thus, while the in- hibitor of
higher vasodilator potency in the micromolar range found for A- 7669662 BKca channels iberiotoXin had no effect on A769662 vascular responses,
versus AICAR in intrarenal arteries would confirm its high specificity selective pharmacological blockade of 1Kca channels with TRAM reduced
towards AMPK and is in agreement with that recently re- ported for other both relaxation of human renal arteries and the decrease in VSM
small arteries such as muscular and mesenteric re- sistance arteries [33]. intracellular Ca?* elicited by A769662. The differences be- tween our

A7669662 relaxation was found to be associated with phosphor- findings and those reported by Schneider etal. (2015) [33] in small muscle
ylation of AMPK and of the AMPK downstream target ACC in renal and mesenteric arteries support again vascular tissue- specificity of the
interlobar arteries. A7669662 selectively binds the AMPK {1 catalytic A769662 action and are likely to be related to the features of the
subunit and allosterically increases kinase activity of the ai catalytic endothelium-dependent hyperpolarization (EDH)-type dilatation of
subunit, but this compound can also activate AMPK by inhibiting de- intrarenal arteries. Thus, EDH-elicited response is initiated by stimulation
phosphorylation of AMPK on Thr-172, like the effects of AMP [38]. of intermediate- and small conductance Kca channels and
Accordingly, acute exposure of renal arteries to A769662 enhanced AMPK hyperpolarization of renal endothelial cells which further spreads through
Thr-172 phosphorylation and also phosphorylation (and thus inhibition) myoendothelial gap junctions to the underlying VSM thus in- ducing
of the AMPK downstream target ACC, rate-limiting enzyme for fatty acid hyperpolarization and vasorelaxation, greatly reduced by blockade of IKca

synthesis, the latter indicating that AMPK vasodilator action accompanies channels with TRAM both in vitro and in vivo [31,42,43]. The inhibitory
kinase regulatory activity of lipid metabolism and energy effect of TRAM-34 on both decreases in VSM [Ca®']; and relaxation elicited

storage/mobilization in kidney vascular tissues. by A-769662 would be consistent with the AMPK activator stimulating

AMPK cardiovascular actions have mainly been attributable to endothelial IKca channels and further producing VSM relaxation in
AMPK-activating eNOS in endothelial cells and cardiomyocytes, al- though intrarenal arteries. These findings would be supported by recent studies
AMPK is expressed in both endothelium and VSM and its acti- vation can demonstrating that (EDH)-type dilata- tion of small arteries is lost after

induce endothelium-independent vasodilation [33,36,39]. In endothelial endothelium-specific knock out of the AMPK ai-subunit, thus suggesting
cells AMPK can be regulated by stimuli affecting cellular ATP levels such that AMPK mediates EDH-type re- sponses of microvessels therefore

as hypoxia, as well as by fluid shear stress, Ca**-ele- vating agonists and being involved in blood pressure
hormones such as insulin, leptin, adiponectin and thyroid hormones, regulation [44].
through upstream kinases including LKB1 or CAMKK@ [2,8]. Activation of Interestingly, our findings first provide evidence that AMPK can also
AMPK by AICAR in endothelial cells of both large and small resistance activate VSM Karp channels and thus contribute to renal arterial re-
arteries has been demonstrated to in- crease phosphorylation of eNOS at laxation, since the sulfonylurea glibenclamide markedly inhibited both
Ser1177 and Ser635, resulting in increased NO production and vasodilation of human renal artery and the decrease in VSM [Ca*'];
vasodilatation [5-7,10,40]. In agreement with these data, A769662- elicited by A-769662. While AMPK is activated in response to metabolic
induced relaxations of both human and rat intrarenal arteries were found stress usually associated with ATP depletion and increase in the AMP/
to be partially inhibited by mechanical endothelial cell removal and by ATP ratio [1], sarcolemmal Kare channels are likewise stimulated by
pharmacological blockade of eNOS, suggesting the involvement of the decrease in intracellular ATP, these channels functioning as metabolic
eNOS/NO pathway in renal vasodi- latation induced by AMPK. However, a sensors which couple intracellular metabolic state to membrane excit-
significant amount of the A769662-induced relaxant response persisted in ability [45]. In the kidney, Karp channels are functionally expressed in
arteries denuded from endothelium indicating that AMPK activation can renal arteries and arterioles and Karp activators dilate afferent arter-
directly relax VSM of renal arteries. ioles in vitro and increase renal blood flow in vivo and in the isolated
VSM expresses AMPK ai-subunit and both 1 and Bz subunits, pre- perfused kidney [46-48]. Kate channels were early involved in meta-
dominantly 31-AMPK [36,39]. AMPK is activated by metabolic stress in bolic vasodilation of preglomerular arterioles wherein glucose depri-
arterial smooth muscle and has been involved in endothelium-in- vation elicited dilation that was reversed by glibenclamide [46].
dependent vasodilation of both large and small arteries [33,36,39] and Therefore, stimulation of renal arterioles Karr channels by AMPK ac-
in the regulation of VSM proliferation and inflammation [9,41]. The tivation, as shown in the present study, might represent a mechanism to
present findings demonstrate that AMPK activation causes relaxation of couple renal blood flow and metabolism. Relationship between Karp
renal arteries mainly by reducing VSM [Ca®*]; and to a lesser extent channels and AMPK activation has been reported in the heart wherein
through Ca**-independent mechanisms decreasing calcium sensitivity. AMPK stimulates sarcolemmal Kare channel activity and recruitment in

cardiac myocytes thus contributing to cardioprotection evoked by
preconditioning [49]. In the kidney, both AMPK activators and Karp
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channels openers have independently been reported to

provide protection against renal isquemia/reperfusion injury through
antioxidant, antiapoptotic and prosurvival actions [17,19,50], while the
present findings first show that Kare channels are downstream targets for
the AMPK vasodilator action probably implicated in the metabolic regula-
tion of renal blood flow.

Activation of SERCA has been involved in lowering smooth muscle
[Ca®*]; and relaxation, and both redox regulation and more recently
phosphorylation of SERCA2b, the major SERCA isoenzyme in VSM,
increase pump activity to introduce Ca®* in the SR and therefore to
reduce VSM [Ca®']; and relax arterial smooth muscle [33,51-53]. In our
study, pharmacological blockade of SERCA and subsequent SR store
depletion by treatment with CPA greatly reduced both relaxation of
human renal arteries and the VSM [Ca*']; decreasing effects induced
by AMPK activation, which suggests that SERCA pump is also a target
for AMPK phosphorylation in renal VSM accounting for the AMPK-in-
duced vasorelaxation of kidney arteries. This is in agreement with that
recently reported for other small arteries wherein AMPK activation
augmented VSM calcium transients elicited by SR store depletion with
caffeine and inhibition of SERCA reduced the relaxations induced by
A769662 [33]. Moreover, in the latter study relaxation induced by
A769662 was associated with increased phosphorylation of the SERCA
modulator phospholamban at the regulatory T17 site which stimulates
SERCA activity [33]. Therefore, the present findings in intrarenal ar-
teries confirm that stimulation of SERCA and reduction of VSM [Ca**];
is a powerful universal mechanism for the relaxant effects of AMPK
activators in small arteries and arterioles.

In the cardiovascular system, AMPK activity can be regulated by
oxidative stress and AMPK in turn is able to modulate both mitochon-
drial ROS generation and gene expression of antioxidant defenses in
endothelial cells [21,54]. Hence, pharmacological activation of AMPK
in the vascular endothelium has been proposed to be beneficial in
metabolic disease not only because of its bioenergetic effects but also
due to its ability to counteract oxidative stress [54]. In the present
study, we first provide evidence for NoX subunits being targets of AMPK in
kidney vascular tissues and demonstrate that AMPK regulates both
Nox expression and ROS generating activity. Up-regulation of Nox4
induced by high glucose in podocytes and high fat diet in renal tubular
cells has been reported to be inhibited by activation of AMPK both
invitro and in vivo [13,20,55]. Nox4, is highly expressed in the kidney

and is a source of endothelial vasodilator H20. and protective of vas-
cular function under physiological conditions [30]. In line with this
scenario, we have found that acute treatment of renal interlobar arteries
with the AMPK activator A-769662 induced a powerful inhibition of
NADPH-derived ROS associated to a marked down-regulation of Nox4
expression and reduced Hz0: generation. Nox4 produces H202 rather than
02 and is a functional source of ROS in the mitochondria of kidney cortex
and renal endothelium [30,56]. Despite AMPK negatively regulates Nox4-
dependent oxidative stress and apoptosis in diabetes and obesity [17,55],
the present findings suggest that AMPK can also modulate Nox4-
dependent H202 production and vasoactive actions in the kidney under
normal physiological conditions.

On the other hand, AMPK has also been shown to reduce activity
and expression of other Nox subunits such as Nox2; thus, AMPKal
knockout mice displayed increased vascular oxidative stress, NoX2 up-
regulation and endothelial dysfunction mediated by enhanced NF-kB
activation in endothelial cells, these effects being reversed by AICAR
[21,57,58]. The present findings also support a role for AMPK as a
physiological regulator of NoX2 activity in intrarenal arteries, since acute
exposure to A-769662 did not further inhibited Nox-derived ROS
production under conditions of NoX2 blockade, whereas it suppressed
02" generation stimulated by phorbol esters, which reduces traslocation
and phosphorylation of p47phoX thus inhibiting Nox2 activation, as
reported for cardiac myocytes and human neutrophils [59,60].

In summary, we provide evidence here for new physiological targets of
AMPK activation in the kidney leading to renal vasodilation and
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downregulation of vascular ROS production. These vasorelaxant and
antioXidant effects would be consistent with the cardiovascular pro- tective
actions of antidiabetic drugs like metformin whose actions have been
shown to be mediated by AMPK activation [26,61]. Ameliorationof renal
fibrosis and inflammation reported for pharmacological AMPK activators
[17,25] along with the benefits of vascular AMPK activation suggest that
these drugs may be useful therapeutic tools in the treatment of metabolic
disease-associated nephropathy and chronic kidney disease.
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ABSTRACT

Backgrond and Purpose: Obesity is a risk factor for the development of chronic kidney
disease independent of diabetes, hypertension and other comorbidities. Obesity-
associated nephropathy has been linked to dysregulation of the cell energy sensor AMP-
activated protein kinase (AMPK). We aimed here to assess whether impairment of AMPK
activity may cause renal arterial dysfunction in obesity and to evaluate the therapeutic
potential of AMPK activation in the kidney.

Experimental Approach: The effects of the AMPK activator A769662 were assessed
on intrarenal arteries mounted in microvascular myographs from ob/ob mice, obese
Zucker rats and their lean littermates. Superoxide and hydrogen peroxide production
were measured by chemiluminescence and fluorescence, respectively, and protein

expression was analyzed by Western blotting.

Key results: Endothelium-dependent vasodilation and PI3K/Akt/eNOS pathway were
impaired in preglomerular arteries from genetically obese rats and mice, along with
impaired arterial AMPK activity and blunted relaxations induced by the AMPK activator
A769662. Acute ex vivo exposure to A769662 restored endothelial function and
enhanced activity of PI3K/Akt/eNOS pathway in obese rats, while in vivo treatment with
A769662 improved metabolic state and ameliorated endothelial dysfunction, reduced
inflammatory markers and vascular oxidative stress in renal arteries and restored redox

balance in renal cortex of obese mice.

Conclusions and Implications: These results demonstrate that AMPK dysregulation
underlies obesity-associated kidney vascular dysfunction and activation of AMPK
improves metabolic state, protects renal endothelial function and exerts potent vascular
antioxidant and anti-inflammatory effects. The beneficial effects of vascular AMPK
activation might represent a promising therapeutic approach for the treatment of obesity-

related- kidney injury.

Keywords: AMPK, obesity, kidney, endothelial dysfunction, inflammation, oxidative
stress
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Bullet points

What is already known

e Obesity is a risk factor for the development of chronic kidney disease
independent of diabetes and hypertension.

e AMPK dysregulation has been associated with glomerulopathy, fibrosis and
lipotoxicity-induced tubule injury in obesity- associated nephropathy.

What this study adds

e Reduced vascular AMPK activity was associated to endothelial dysfunction,
oxidative stress and inflammation in rodent models of genetic obesity.
e AMPK activation with A769662 improved metabolic state, ameliorated

endothelial dysfunction, oxidative stress and inflammation.

What is the clinical significance

o Vascular AMPK dysregulation may be involved in the pathogenesis of obesity-
associated kidney injury.

e Vascular AMPK activation should be considered as a promising therapeutic
target for the treatment of metabolic disease-related-nephropathy.

This article is protected by copyright. All rights reserved
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1. INTRODUCTION

Obesity has become a public health problem of increasing prevalence worldwide due to
sedentary lifestyle and excess of caloric intake. Obesity and metabolic syndrome are
associated with an increased risk of diabetic complications including diabetic
nephropathy and chronic kidney disease (CKD) (Abrass, 2004). However, obese non-
diabetic individuals can also develop CKD and epidemiological data show that obesity is
a risk factor for CKD independent of diabetes, hypertension and other comorbidities (De
Vries et al., 2014; Kramer et al., 2005). Obesity-related kidney injury has been associated
with structural abnormalities such as glomerular hypertrophy, tubular injury and
tubulointerstitial fibrosis that lead to progressive impairment of renal function and
microalbuminuria, proteinuria, glomerular hyperfiltration, endothelial and podocyte
dysfunction and abnormal renal hemodynamics (Amann & Benz, 2013; De Vries et al.,
2014; Sharma, 2014). Underlying pathogenic mechanisms proposed to be the link
between kidney disease and obesity include renal lipid accumulation and lipotoxicity,
proinflammatory changes, abnormal secretion of adipokines, endothelial dysfunction,
hypertension and oxidative stress (Amann & Benz, 2013; De Vries et al., 2014; Mufioz
et al., 2018; Muiioz et al., 2015).

Adenosine monophosphate (AMP)-activated protein kinase (AMPK) is a key
cellular energy sensor that is activated in response to ATP depletion (increased
AMP/ATP ratio) in energy deficiency states and stimulates catabolic pathways to restore
energy homeostasis. AMPK is abundantly expressed in the kidney (Decleves, Zolkipli,
et al., 2014; Hallows et al., 2010), a highly energy-consuming organ, and its activation
plays an important role in the regulation of glucose and fatty acid (FA) metabolism, ion
transport and podocyte function (Hallows et al., 2010). Furthermore, vascular AMPK
activation in the kidney has recently been identified by our group as a new physiological
target that induces potent renal vasodilation through endothelium-dependent and
independent mechanisms and downregulates reactive oxygen species (ROS) production
under physiological conditions (Rodriguez et al., 2020). Therefore, modulation of renal
blood flow and vasodilation by AMPK activation may facilitate cellular nutrients uptake to

restore energy levels dependent on kidney metabolism state.

AMPK dysregulation has been reported under conditions of metabolic stress such
as obesity and diabetes, and also in vascular disorders and chronic kidney disease CKD
(Decleves et al., 2011; L. L. Dugan et al., 2013; Kikuchi et al., 2018; Ruderman & Prentki,
2004; Steinberg & Kemp, 2009). At a central level, hypothalamic AMPK integrates

peripheral signals to regulate feeding behavior and thermogenesis, and augmented
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AMPK activity increases feeding while decreasing thermogenesis thus worsening
metabolic state in obesity (Lopez et al., 2016). In contrast, overnutrition and metabolic
stress induced by obesity are linked to reduced-AMPK activity and dysregulation of lipid
metabolism in peripheral organs including kidney (Decleves & Sharma, 2015). AMPK
phosphorylates acetyl-CoA carboxylase (ACC) to increase B-oxidation of FA and to
decrease lipid synthesis. Reduced activity of AMPK and p-ACC leads to impairment of
lipid oxidation by mitochondria in the diabetic kidney (Decleves, Zolkipli, et al., 2014; L.
L. Dugan et al, 2013). AMPK dysregulation has also been associated with
glomerulopathy, enhanced profibrotic pathways (TGF-f1 and mesangial matrix
expansion) and lipotoxicity-induced proximal tubule injury in high fat diet models of
obesity (Decleves et al., 2011; Decleves, Zolkipli, et al., 2014). Furthermore, oxidative
stress and inflammation have been linked to AMPK dysregulation in the obese kidney
since activation of AMPK was beneficial in reducing inflammation markers and ROS
production in renal tissues (L. L. Dugan et al., 2013; Sharma, 2014; Sharma, 2016).

Impaired AMPK vascular activity has been involved in the development of
obesity-associated endothelial dysfunction (Concha F. Garcia-Prieto et al., 2015; C. F.
Garcia-Prieto, H. Pulido-Olmo, et al., 2015; Lee et al., 2005; Lobato et al., 2013), a
hallmark of metabolic disease vascular complications (Prieto et al., 2014). Hence, drugs
like metformin commonly used in the treatment of diabetes have been shown to exert
cardiovascular protection through activation of vascular AMPK (Calvert et al., 2008;
Ewart & Kennedy, 2011; C. F. Garcia-Prieto, M. Gil-Ortega, et al., 2015) resulting in
augmented endothelial NO production (Deng et al., 2010; Rossoni et al., 2011; Sun et
al., 2006; G. Zhou et al., 2001). The hypothesis of the present study is that vascular
AMPK dysregulation is involved in renal endothelial dysfunction and therefore might
affect renal function and contribute to obesity-associated kidney injury. Therefore,
activation of kidney vascular AMPK could be a potential therapeutic target against

metabolic disease-associated nephropathy (Kikuchi et al., 2018; Salatto et al., 2017).

This article is protected by copyright. All rights reserved
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2. MATERIAL AND METHODS

2.1 Animal models

Male obese Zucker rats (OZR, fa/fa) and their counterparts lean Zucker rats (LZR, fa/-)
purchased from Charles River Laboratories (Spain) and ob/ob mice (obese B6.V-
Lep®®®/JRj) and their lean littermates purchased from Janvier Labs (Spain) were used
for the study as models of genetic obesity/metabolic syndrome at 17-19 weeks and 11-
13 weeks of age, respectively. The fa mutation in the OZR is an autosomal recessive
locus on chromosome 5, and homogeneity results in an improperly coded leptin receptor
gene leading to hyperphagia, obesity, hyperinsulinemia and poor glucose tolerance
although are not overtly diabetic. The ob/ob mice are homozygous for the obese
spontaneous mutation Lepob and exhibit obesity, hyperphagia, transient hyperglycemia,
glucose intolerance, and elevated plasma insulin. Male rats/mice were used since they
are not subjected to cyclical hormonal changes. Animals were housed at Complutense
University, Pharmacy School animal care facility in separate rooms and maintained on
standard chow and water ad libitum, under controlled temperature (23 + 1° C) and
humidity (40-60%) and a 12:12 hr light/dark cycle. Animals were euthanized under CO,
anaesthesia by decapitation. After euthanasia, kidneys, mesentery or heart were quickly
removed and placed in cold physiological saline solution (PSS) of the following
composition (mM): NaCl 119, NaHCO; 25, KCI 4.7, KH,PO4 1.17, MgSO, 1.18, CaCl,
1.5, EDTA 0.027 and glucose 11.

Animal care and experimental protocols conformed to the European Union
Directive 2010/63/EU on the Protection of Animals Used for Scientific Purposes and were
approved by the Institutional Animal Care and Use Committee of Madrid Complutense
University and Comunidad de Madrid (PROEX109/16). All animal experiments are
reported in compliance with the ARRIVE guidelines (Percie du Sert et al., 2020) and with
the recommendations made by the British Journal of Pharmacology (Lilley et al., 2020).

Pharmacological experiments to assess the effects of AMPK activation on
endothelial function, vascular ROS generation and expression of proteins of the
AMPK/ACC and Akt/eNOS signaling pathways, were carried out ex vivo in isolated renal
arteries from OZR compared to LZR controls. To evaluate the in vivo effects of AMPK
activation on renal vascular dysfunction in obesity, large amounts of A769662 were
required for treatment in rats, and interlobar renal arteries from the ob/ob mice model of
genetic obesity were used to study the effects of the AMPK activation. Since enough

amounts of tissue could not be obtained in this model to run ROS measurements and

146



RESULTADOS

Western Blot analysis in arteries, renal cortex samples were used in parallel with

myograph experiments in arteries.

2.2 In vivo studies

For the in vivo experiments, ob/ob (n=12) and lean mice (n=12) were individually housed
for daily food-intake and body weight measurements and randomly separated into 4
experimental groups for a 4-day study with 6 animals per group. Furthermore, OZR
(n=10) and LZR (n=10) were also ramdomised into 4 experimental groups and subjected
to a 4-day study with 5 animals per group. Treatment groups were as follows: 2 control
groups (obese and lean) treated with vehicle (50% saline solution and 50% DMSO, i.p,
g.d) and 2 treatment groups (obese and lean) treated with the AMPK activator A769662
(20 mg/kg i.p, g.d for mice and 10 mg/kg i.p, g.d for Zucker rats). Two hours after last
treatment administration, blood samples were taken for glucose and lactate levels
determination by commercial strips with Accutrend Plus measurer. Animals were
euthanized and the kidneys were quickly removed and placed in cold PSS. Biological
samples (arteries and cortex samples) were further randomly separated for the various

experimental procedures in groups from a number of animals n of at least 5 per group.

2.3 Dissection and mounting of microvessels

Renal interlobar arteries, 2"%-3" order branches of the major renal artery, were isolated
from the kidney of Zucker rats and ob/ob mice and carefully dissected by removing the
surrounding connective and fatty tissue. For some experiments, mesenteric resistance
arteries of Zucker rats were also dissected. Small samples of both renal arteries and
cortex from rats and mice and samples of myocardium from mice were also dissected
out for ROS measurements, as described earlier (Mufioz et al., 2017; Mufoz et al.,
2019). Arterial segments were mounted in microvascular myographs (Danish
Myotechnology, Denmark) and equilibrated for 30 min in PSS maintained at 37 °C and
continuously bubbled with 5% of CO2 in Oz to maintain pH at 7. The relationship between
passive wall tension and internal circumference was determined for each individual
artery and from this, the internal circumference Ligo corresponding to a transmural
pressure of 100 mm Hg for a relaxed vessel in situ was calculated. The arteries were set
to an internal diameter I, equal to 0.9 times 1100 (L. =0.9xL100), since force
development in intrarenal arteries is close to maximal at this internal lumen diameter
(Mufoz et al., 2015).
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2.4 Experimental procedures for the functional experiments

At the beginning of each experiment, arteries were stimulated twice with 120 mM K*
(KPSS) in order to test vessel viability. Integrity of the vascular endothelium was
assessed by the relaxations induced by the endothelial agonist acetylcholine (ACh).
Renal arteries from lean animals with a percentage of ACh-induced relaxation lower than
50% of the phenylephrine (Phe)-induced precontraction, and arteries from obese rats
with ACh-induced relaxation lower than 30% were discarded (Mufioz et al., 2015).
Cumulative concentration-responses curves to ACh and to the B-adrenergic agonist
isoprenaline were performed on interlobar arteries from LZR and OZR rats or lean and
ob/ob mice precontracted with (Phe) (0.1-0.5 uM). The relaxation evoked by AMPK
activation were assessed with 3 uM and 10 pM of the AMPK selective activator A769662
(Tocris Cookson, Bristol, UK) in intrarenal arteries and also in mesenteric arteries of LZR
and OZR. Arteries were exposed to different drugs until the response reached a plateau.
In the case of ACh and isoprenaline, quick acting drugs, times of exposure averaged 3
min, while for the slow acting AMPK activator A769662 time of exposure averaged 10
min (Rodriguez et al., 2020). To assess the relationship between AMPK and the
endothelial PI3K-Akt-eNOS pathway, functional responses to isoprenaline and A769662
were obtained in the absence and presence of NOS synthase inhibitor (L-NOARG,100
uM) (Sigma-Aldrich, Spain) or the PI3K inhibitor (LY-294002, 3 uM) (Tocris Cookson,
Bristol, UK). Some experiments were performed in endothelium-denuded renal arteries
to compare the effect of A769662 in vascular smooth muscle (VSM) of LZR and OZR.
The endothelium was mechanically removed by inserting a human hair in the vessel
lumen and guiding it back and forwards several times. The absence of functional

endothelium was confirmed by lack of the relaxation to acetylcholine (10 uM).

2.5 Ex vivo acute treatment of Zucker rats preglomerular arteries with A-769662

In order to evaluate the effects of AMPK activation on renal endothelium-dependent
relaxations, relaxations to ACh were assessed before and after incubation for 40 min
with A769662 (10 pM) in interlobar arteries from LZR and OZR.

2.6 Measurement of superoxide production by chemiluminescence

Changes in basal and NADPH-stimulated levels of superoxide (O») were measured by

lucigenin chemiluminescence in renal arteries and cortex of Zucker rats and in samples

of renal cortex and myocardium of lean and obese mice, as earlier reported (Mufioz et
148



RESULTADOS

al., 2017; Mufioz et al., 2019; Mufoz et al., 2018). Tissue samples were dissected and
equilibrated in PSS for 30 min at room temperature and then incubated in the absence
(basal) and presence of AMPK selective activator A769662 (30 uM) for 30 min at 37 °C.
Samples were then transferred to microtiter plate wells containing 5 pM bis-N-
methylacridinium nitrate (lucigenin) and stimulated with NADPH (100 uM) which was
added prior to ROS measurements. Chemiluminescence was measured in a
luminometer (BMG Fluostar Optima), and for calculation baseline values were
subtracted from the counting values under the different experimental conditions and

superoxide production was normalized to dry tissue weight.

2.7 Measurement of hydrogen peroxide by Amplex Red

Hydrogen peroxide (H20-) production was measured by Amplex Red assay Kit (Thermo
Fisher Scientific, Life Technologies SA, Madrid, Spain) in renal arteries and cortex of
Zucker rats (Mufioz et al., 2017; Mufioz et al., 2019; Mufioz et al., 2018). Samples were
equilibrated in HEPES-physiological saline solution (PSS) for 30 min at room
temperature and then incubated in the absence (basal) and presence of AMPK selective
activator A769662 (30 uM) for 30 min at 37 °C. Samples were then transferred to
microtiter plate black wells containing 10mM final concentration (Amplex Red) and 10
U/ml final concentration (horseradish peroxidase) and some were stimulated with
NADPH (100 pM) just prior to determination. Fluorescence was measured in a
fluorimeter (BMG Fluostar Optima), using an excitation filter of 544 nm and an emission
filter of 590 nm. Background fluorescence was subtracted from the counting values under
the different experimental conditions and H»O; production was normalized to dry tissue

weight.

2.8 Western blot analysis

Interlobar arteries from LZR and OZR incubated 30 min with A769662 or vehicle and
renal cortex samples from ob/ob mice and lean treated with vehicle or A769662 were
snap frozen in liquid nitrogen, homogenized and lysed in lysis buffer. Protein lysates (13
Mg for renal arteries and 20 pg for cortex samples) were separated in a 6,5%
polyacrylamide gel (SDS-PAGE), electrotransferred on a polyvinylidene fluoride (PVDF)
membrane and probed with the following primary antibodies: pACC Ser79 (1:1000; ref
3661, RRID:AB_330337), pAMPKa Thr172 (1:1000; ref 2535, RRID:AB_331250),
AMPKa1/2 (1:1000; ref 2532, RRID:AB_330331), pAkt Ser473 (1:500; ref 9271, RRID:
AB_329825), Akt (1:500; ref 9272, RRID: AB_329827), p-eNOS Serll77 (1:500; ref
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9571, RRID:AB_329837), eNOS (1:500; ref 32027, RRID:AB_2728756) and TNF-a
(1:1000; ref 11948, RRID:AB_2687962) from Cell Signaling Technology
(RRID:SCR_004431) (Leiden, The Netherlands); NADPH oxidase 4 (1:500; ref
ab154244) from Abcam (RRID:SCR_012931) (Cambridge, UK); p-IKKa/B (Ser 180/Ser
181) (1:1000; ref. 23470), IKKB (P-20) (1:1000; ref 34673), NFkB p65 (C-20) (1:1000; ref
372) from Santa Cruz Biotechnology (RRID:SCR_008987); B-actin (1:5000; ref A5316)
from Sigma (RRID:SCR_008988)(St. Louis, MO, US) (Contreras et al., 2017; Martinez-
Sanchez et al., 2017). Bound primary antibody was detected with horseradish
peroxidase conjugated secondary antibodies and blots were visualized using enhanced
chemiluminescence and quantified by densitometry with ImageJ (RRID:SCR_003070)
free software. Protein expression levels were normalized to 3-actin, and then the media
ratio of the control group (lean versus obese or vehicle-treated versus A769662-treated)
was taken as 100%. Original scan images are available in Supporting Information.

2.9 Data presentation and statistical analysis

The data and statistical analysis comply with the re commendations of the British Journal
of Pharmacology on experimental design and analysis in pharmacology (Curtis et al.,
2018). For the functional experiments, results are expressed as either Nm of force, Nm™
of tension or as a percent of the response to Phe in each artery, as means + SEM of 6—
12 arteries from 5-6 animals. For the measurement of Oz~ or H,O; production, results are
expressed in counts per minute (cpm) per mg of tissue and relative fluorescence units
(RFU) per mg of tissue in arterial segments and cortex samples, respectively, as means
+ SEM of 5-12 arteries/cortex samples from of n= 5-10 animals. For Western Blot
analysis results are expressed as means + SEM of 5-11 animals. When 2 samples from
the same animal were used, the average value was taken for the statistical analysis and
n was the number of animals.

In order to not to employ an unnecessary amount of animals and to get evidence
for an effect of reasonable size in experimental groups, the number of experiments was
selected during experimental design and based on considerations of the 3R principles.
The experience of our previous investigations was also taken into account and the
minimum number of animals in each group was at least 5, except for one set of
experiments in Figure S2 wherein there are some groups with n = 4, and therefore
comparisons between groups were not undertaken. The group size is the number of
independent values, and statistical analysis was undertaken using these independent
values. Outliers were included in data analysis and presentation. Data analysis was

performed blinded.
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Statistically significant differences between means of two groups were analyzed
by using paired or unpaired Student’s t test where appropriate, or one-way ANOVA
followed by Bonferroni’s post hoc test for comparisons involving more than two groups,
when F was significant. P values < 0.05 were considered significant. Outliers were
included in the analysis. All statistical analysis was calculated using GraphPad Prism 8
(GraphPad Software, RRID:SCR_002798).

2.10 Nomenclature of targets and ligands

Key protein targets and ligands in this article are hyperlinked to corresponding entries in
http://www.guidetopharmacology.org and are permanently archived in the Concise
Guide to PHARMACOLOGY 2019/20 (IJUPHAR/BPS Guide to Pharmacology,
RRID:SCR_013077).

This article is protected by copyright. All rights reserved
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3. RESULTS

3.1 General parameters

Metabolic parameters of lean and obese rats used in the study are shown in Table 1.
OZR exhibited a marked increase in body and kidney weight, moderate hyperglycemia,
hyperinsulinemia, hypercholesterolemia and hypertriglyceridemia compared with LZR.
The normalized internal lumen diameters, |1, were not significantly different in 2m9-3
order branches renal interlobar arteries from LZR (329 + 10 um, n= 28 arteries from 15
rats) compared to those of OZR (322 + 11 ym, n=27 arteries from 15 rats). The
relaxations to ACh in the OZR group (51% * 4, n=25 arteries from15 rats, p < 0.05) were
significantly impaired compared to those in the LZR group (67% + 3, n=28 arteries
from15 rats).

Metabolic parameters of lean and ob/ob mice are shown in Table 2. Kidney and
body weight and daily food intake were significantly higher in ob/ob mice than in lean
controls. Plasma glucose levels were elevated in obese mice, while plasma triglycerides
and cholesterol have been reported to be also higher in this breed compared to lean
controls (Cool et al., 2006). Normalized internal lumen diameters, |, were not
significantly different in 15-2"? order branches renal interlobar arteries from ob/ob mice
(278 £ 30 um, 10 arteries from n=5 mice) compared to those in their lean littermates (247

+ 19 yum, 8 arteries from n=6 mice).

3.2 Impaired endothelial Akt/eNOS/NO vasodilator pathway in preglomerular renal

arteries in obesity

Endothelial function was evaluated by the relaxations to ACh and to the general 3: and
Bo-adrenoceptor agonist isoprenaline in renal arteries from LZR and OZR. Activation of
B-adrenoceptors, mainly located on vascular smooth muscle (VSM), produces
vasodilation mediated by AMPc, although endothelial cells also express B-adrenoceptors
whose activation leads to NO production and vasorelaxation via the PI3K/Akt/eNOS
pathway (Chruscinski et al., 2001; Ferro et al.,, 2004). Endothelium-dependent
relaxations to both ACh and isoprenaline were significantly reduced in obese compared
to lean rats (Figure 1la and b; Table 3). Mechanical endothelium removal and inhibition
of eNOS (Figure 1c and d) or PI3K blockade (Figure 1g and h; Table 3) markedly reduced
the relaxations induced by isoprenaline in intrarenal arteries of LZR but not in those of
OZR, thus indicating that the endothelial Akt/eNOS/NO pathway in preglomerular
arteries is impaired in obese rats. Western blot analysis confirmed that basal activity of
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this endothelial pathway was markedly reduced in arteries from obese rats since both
levels of p-eNOS and p-Akt (Figure 1e and i) and expression of eNOS and Akt (Figure

1f and j) were significantly lower in OZR renal preglomerular arteries than in LZR arteries.

3.2 Impaired AMPK activity and renal and systemic AMPK-induced vasorelaxation

in obesity

Relaxations elicited by the selective AMPK activator A769662 (10 and 30 uM) were
significantly reduced in renal interlobar arteries and also mesenteric arteries of OZR
compared to LZR (Figure 2a-d). Impaired relaxations to A769662 were associated to
reduced AMPK activity in renal arteries of OZR compared to LZR. Thus, Western blot
analysis of artery homogenates revealed a decreased AMPKa phosphorylation (Figure
2e) and expression (Figure 2f) of in arteries from OZR. In keeping with those data, p-
ACC protein levels were also reduced in OZR renal arteries (Figure 2Q).

The involvement of the endothelial PI3K/eNOS/NO pathway in the impaired
relaxations elicited by AMPK activation in preglomerular arteries of obese rats was
further assessed. Mechanical endothelial cell removal and pharmacological blockade of
NOS (by L-NOARG) or PI3K (by LY-294002) significantly reduced the relaxations to
A769662 in arteries of LZR (Figure 3a, d, g). In contrast, A769662 induced relaxations
after removal of endothelium or inhibition of NOS or PI3K were unchanged or even
enhanced in preglomerular arteries of OZR compared to controls (Figure 3b, e, h) and
the magnitude of these relaxations was not different from that in LZR arteries after
removal of endothelium or blockade of NOS or PI3K (Figure 3c, f and i). Overall, these
data indicate that endothelium-dependent vasodilation induced by AMPK activation is
altered due to impaired endothelial/PI3K/eNOS pathway in obese rats, while
endothelium-independent AMPK VSM-mediated relaxations in preglomerular arteries

are preserved in obese rats.

3.4 Acute in vitro AMPK treatment improves metabolic activity and restores

endothelial function of intrarenal arteries in obesity

AMPK dysregulation has been identified as a major risk for development of CKD in

obesity, metabolic syndrome and diabetes (De Vries et al., 2014; Decleves et al., 2011,

L. L. Dugan et al., 2013) and specific AMPK activation in the kidney has been proposed

as a potential target to improve renal function (Salatto et al., 2017). Therefore, in order

to investigate whether acute treatment with AMPK activator is beneficial for endothelial
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function in obesity, renal arteries from LZR and OZR were incubated ex vivo with
A769662 for 40 minutes before a second concentration-response curve for the
endothelial agonist ACh was performed. As shown in Figure 4, acute in vitro treatment
with the AMPK activator A769662 did not significantly change relaxations to ACh in
control rats (Figure 4a), but increased ACh-induced vasodilation in arteries from OZR
(Figure 4b).

Western blot analysis demonstrated that ex vivo incubation of renal preglomerular
arteries with A769662 increased phosphorylation of the AMPK downstream target ACC
in LZR (Figure 4c) and also in OZR (Figure 4d). Moreover, p-eNOS and eNOS protein
levels were markedly enhanced in arteries from lean rats after treatment with A769662
(Figure 4e and g), thus confirming the involvement of the endothelial PI3K/eNOS/NO
pathway in AMPK renal arterial dilatation. In arteries from OZR, acute treatment with
A769662 increased protein levels of eNOS but not p-eNOS (Figure 4f and h).

In order to further investigate whether AMPK activation may be beneficial for renal
endothelial function in obesity, we tested the in vivo effects of A769662 administration in
genetically obese mice. Endothelial function of preglomerular arteries and f-
adrenoceptor and AMPK-mediated vasodilation were assessed in interlobar arteries
from ob/ob and lean mice. As found for arteries of OZR, endothelium-dependent ACh
and isoprenaline vasodilator pathways as well as AMPK-mediated vasorelaxation were
impaired in arteries from ob/ob compared to those in lean mice (Figure 5a, b, ¢) (Table
4). Interestingly, in contrast to the impaired endothelial relaxations in preglomerular
arteries, there was a pronounced increase in basal p-eNOS and eNOS levels
(Supplementary Figure 1c and d) in cortical samples from ob/ob mice compared to
controls, suggesting an up-regulation of the endothelial eNOS/NO pathway in renal
cortex of obese mice. Western blot analysis also revealed that basal phosphorylation of
AMPKa (Supplementary Figure 1a) and of its downstream target ACC (Supplementary
Figure 1b) were significantly higher in renal cortex of obese compared to lean mice.
These data thus show endothelial dysfunction and AMPK dysregulation in renal
preglomerular resistance arteries of ob/ob mice, while up-regulation of eNOS and AMPK

activities in renal cortex of obese animals

3.51In vivo AMPK treatment restores endothelial function in preglomerular arteries

and improves metabolic and AMPK activity in renal cortex of ob/ob mice

Metabolic parameters of lean and ob/ob mice treated with vehicle or A769662 are shown

in Table 2. A769662 administration improved plasma glucose and lactate levels, reduced
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kidney weight and induced a trend to reduce body weight and daily food intake in ob/ob
mice (Table 2; Supplementary Figure 2).

After a 4 day-in vivo-treatment with A769662 or vehicle, endothelial/vascular
function of renal interlobar arteries from ob/ob mice and lean controls was assessed in
arteries mounted in parallel in microvascular myographs. As shown in Figure 5d and e
and Table 4, vasodilator responses to ACh or to the p-adrenoceptor agonist isoprenaline
in arteries from lean mice were similar in vehicle- and A769662-treated groups. However,
A769662-treatment significantly increased Ach- (Figure 5d) and isoprenaline- (Figure 5e)
induced vasorelaxation in renal arteries of ob/ob mice compared to those of vehicle-
treated obese mice. Comparison of ACh and isoprenaline relaxations in the ob/ob-
treated group to those in vehicle-treated lean group, confirmed that in vivo treatment with
the AMPK activator A769662 recovered the loss of both isoprenaline-induced relaxations
and ACh endothelium-dependent vasodilation in ob/ob mice (Figures 5d and e). On the
other hand, A769662 treatment enhanced eNOS phosphorylation at Ser1177 in renal
cortex from lean (Figure 5f) but not obese mice (Figure 5g) wherein both eNOS and p-
eNOS Ser'!’” were already up-regulated (Supplementary Figure 1c and d). In vivo
activation of AMPK improved metabolic activity in renal cortex of both lean and ob/ob
mice compared to the vehicle group, as depicted by the increased phosphorylation of
AMPKa (Figure 5 h,i).

3.6 Anti-inflammatory role of in vivo AMPK activation by supressing NF-«B

signalling in kidney of ob/ob mice

Accumulation of the excess of FA in skeletal muscle and other organs in obesity and
metabolic syndrome leads to activation of the NF-kB signaling pathway that increases
circulating cytokines and produces systemic inflammation. AMPK activation has been
shown to have important anti-inflammatory effects by suppressing the NF-kB axis
(Green, Macrae, et al., 2011; Green, Pedersen, et al., 2011). In order to assess the effect
of in vivo treatment with A769662 on the kidney inflammatory response of genetically
obese mice, we measured p-IKK, IKK, NF-kB and TNF-a protein levels. Western blot
analysis showed that protein levels of p-IKK and TNF-a were significantly increased in
renal cortex of ob/ob mice compared to controls (Figure 6a and g), but not those of IKK
or NF-kB protein (Figure 6 c and e). In vivo treatment with A769662 produced a
significant reduction of p-IKK (Figure 6b), IKK (Figure 6d), NF-kB (Figure 6f) and TNF-a
(Figure 6h) protein expression in renal cortex of ob/ob mice when compared to ob/ob
mice treated with vehicle. These data suggest that in vivo treatment with A769662

suppresses renal inflammation in obese mice.
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3.7 In vivo treatment with A769662 restores impaired kidney NADPH-derived ROS

production in renal cortex of ob/ob mice

To investigate the antioxidant effects of AMPK activation in the kidney, ROS levels were
assessed in renal cortex samples of lean and genetically obese mice after in vivo
administration of A769662. Interestingly, O;~ levels measured by lucigenin
chemiluminescence after stimulation with NADPH were significantly reduced in renal
cortex from ob/ob mice compared to lean controls, as shown in Figure 7a. In vivo
treatment with A769662 augmented NADPH-stimulated O, levels in cortical samples of
ob /ob mice (Figure 7b), while reduced NADPH-stimulated O, levels in lean mice
compared to those of vehicle-treated lean mice (Supplementary Figure 3a). These data
indicate that in vivo AMPK activation restores reduced renal cortex levels of ROS in
obese to levels similar to those in lean control mice. Furthermore, western blot analysis
showed that protein content of Nox4 was significantly reduced in renal cortex from ob/ob
compared to lean mice (Figure 7c). In vivo treatment with A769662 further significantly
reduced Nox4 protein levels in renal cortex from both ob/ob mice (Figure 7d), and also
those in lean controls (Supplementary Figure 3b).

On the other hand, NADPH-derived ROS production was measured in
myocardium samples of lean and ob/ob mice in order to compare the effect of in vivo
AMPK activation on heart to the effect on kidney samples. O, levels detected by
chemiluminiscence were also significantly reduced in the heart of ob/ob mice compared
to controls, as shown in Figure 7e. Likewise in renal cortex, in vivo treatment with
A769662 reduced NADPH-stimulated O2"" levels in lean mice (Supplementary Figure 3c).
However, there were not significant differences in NADPH-stimulated O, levels in the

myocardium from A769662-treated and vehicle-treated groups of ob/ob mice (Figure 7f).

3.8 Both ex vivo and in vivo AMPK activation with A769662 reduces NADPH-

derived ROS production in renal preglomerular arteries from OZR

The antioxidant effects of both in vitro and in vivo AMPK activation on kidney vascular

tissues in obesity were investigated in interlobar arteries from LZR and OZR. NADPH-

stimulated Oz~ levels were markedly increased in isolated preglomerular arteries of OZR

compared to LZR (Figure 8a). In contrast, NADPH-stimulated H.O. generation was

significantly reduced in arteries of obese rats compared to lean controls (Figure 8b).

Acute in vitro treatment with A769662 induced a powerful suppression of NADPH-
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stimulated O2~ in samples of renal arteries from both LZR and OZR as shown in Figure
8a. A769662 also reduced NADPH-stimulated H,O; production in arteries from LZR, and
to a lesser extent in OZR, wherein H>O, production was already reduced compared to
lean controls (Figure 8b). These data show that the increase in the overall NADPH-
derived Oy levels contributes to oxidative stress in renal vasculature in obesity, despite
NADPH-derived H.O; levels are reduced in preglomerular arteries. Interestingly,
A769662 acts as an effective vascular antioxidant and can counteract and reduce arterial
ROS production in obese rats.

Western blot analysis showed that basal protein levels of Nox4 were significantly
lower in renal arteries of OZR compared to LZR (Figure 8c). Moreover, acute treatment
with A769662 markedly reduced Nox4 protein levels in renal arteries from both LZR and
OZR (Supplementary Figure 4a and b) thus suggesting that AMPK activation
downregulates Nox4-derived arterial H>O; production from lean and obese Zucker rats.

In vivo experiments showed that NADPH-derived ROS were markedly increased
in OZR preglomerular arteries compared to those in LZR arteries from vehicle-treated
groups (Figure 8d and e). As in the in vitro assay, in vivo administration of A769662 also
reduced NADPH-stimulated O, levels in renal preglomerular arteries from LZR (Figure
8d) and OZR (Figure 8e) when compared to groups treated with vehicle. These data
indicate that in vivo AMPK activation has vascular antioxidant effects by reducing

superoxide levels in renal arteries in obesity.

This article is protected by copyright. All rights reserved
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4. DISCUSSION

Obesity is risk factor for the development of CKD independent of diabetes, hypertension
and other comorbidities and AMPK dysregulation seems to play a key role in
inflammation and fibrosis underlying obesity-associated nephropathy (Decleves et al.,
2011). Here we first demonstrate that activation of AMPK not only improves metabolic
state and reduces inflammation in the kidney of genetically obese animals, but also
ameliorates endothelial dysfunction and vascular oxidative stress while restores redox
balance in renal cortex.

AMPK activity has been reported to be impaired in muscle, liver and kidney under
conditions of metabolic stress such as obesity (Ix & Sharma, 2010; Liu et al., 2005;
Motawi et al., 2009). In the kidney, reduced renal AMPK activity was associated with
inflammation, increased matrix accumulation, glomerular hypertrophy, tubular injury and
albuminuria in high fat diet (HFD)-induced obese mice, and AMPK activation by
treatment with AICAR prevented abnormal structural and functional effects of HFD
(Decleves et al., 2011; Kume et al., 2007; Szeto et al., 2016). The present findings show
that AMPK expression and activity were greatly reduced in renal arteries of genetically
obese rats associated with blunted NO-mediated relaxation of the specific AMPK
activator A769662, along with reduced phosphorylation of the AMPK downstream target
ACC, rate-limiting enzyme for de novo FA synthesis that favors mitochondrial FA
oxidation. While impaired relaxations suggest endothelial dysfunction, decreased ACC
activity may be involved in kidney vascular lipotoxicity, as reported for the aortic
endothelium of obese OLEFT rats wherein augmented triglycerides and lipid
peroxidation was associated to reduced AMPK activity, reduced NO and endothelial
dysfunction (Lee et al., 2005). Therefore, renal dysfunction related to AMPK
dysregulation in obesity is not only due to glomerulopathy, fibrosis or lipotoxicity-induced
tubular injury (Decleves et al., 2011; Decleves, Sharma, et al., 2014; Szeto et al., 2016),
but also notably to impaired AMPK vascular effects.

AMPK has recently been involved in the metabolic regulation of kidney blood flow
and causes vasodilation of human renal arteries through both endothelium-dependent
and independent mechanisms (Rodriguez et al., 2020). In the present study, reduced
relaxant effects of AMPK activation were found in preglomerular arteries associated with
endothelial dysfunction and impaired endothelial PI3K/eNOS/NO pathway in obese rats.
Thus, relaxations induced by the endothelial agonist ACh and by the B-adrenoceptor
agonist isoprenaline were markedly reduced along with diminished basal eNOS and Akt
activity and expression in renal arteries of OZR. Endothelial p-adrenoceptors can
modulate eNOS and NO-mediated vasodilation through eNOS phosphorylation via
different pathways including the PKA/Akt and PI3K/Akt pathways (Banquet et al., 2011,
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Kou & Michel, 2007), both activated downstream by AMPK. Accordingly, both
isoprenaline and AMPK-mediated relaxations were unchanged by endothelial cell
removal and resistant to NOS or PI3K blockade in kidney preglomerular arteries of obese
rats thus confirming an impaired endothelial PIBK/NOS/NO pathway. Endothelium-
mediated AMPK relaxations in renal arteries do not only involve NO but also an
endothelium-derived hyperpolarization (EDH)-type component mediated by stimulation
of IKca channels in endothelial cells (Rodriguez et al., 2020; Rodriguez et al., 2021a).
However, it is unlikely that this non-NO non-prostanoid EDH component accounts for the
defective AMPK-mediated relaxations, since it is augmented to compensate for
endothelial NO impairment in renal arteries in obesity (Mufioz et al., 2019). Therefore,
our findings first demonstrate that endothelial dysfunction due to impaired PI3K-Akt-
eNOS pathway is associated to defective AMPK-vasodilation in preglomerular arteries
of genetically obese rats, as earlier reported for large conductance arteries like aorta
from diet-induced models of obesity (Concha F. Garcia-Prieto et al., 2015). In contrast
to the blunted endothelial relaxations involving NO, renal AMPK endothelium-
independent vasodilation was preserved or even enhanced in OZR, as depicted by the
larger relaxations induced by the AMPK activator A769662 in endothelium-denuded
preglomerular arteries or arteries treated with blockers of NOS or PI3K in OZR. AMPK
is expressed in both endothelial and vascular smooth muscle (VSM) cells in renal arteries
and can activate Karp channels and phosphorylate SERCA pump in VSM thus
contributing to arterial relaxation and to the metabolic regulation of renal blood flow
(Rodriguez et al.,, 2020; Rodriguez et al.,, 2021a). The preserved endothelium-
independent relaxations elicited by A769662 in arteries from OZR suggests a therapeutic
potential of AMPK activators in vascular complications of metabolic disease wherein
endothelium dysfunction and altered eNOS/NO signalling pathway reduce NO
availability.

Interestingly, our results confirm the key role of AMPK in kidney vascular function
and demonstrate that AMPK activation ameliorates renal endothelial dysfunction in
preglomerular arteries in obesity. Acute ex vivo treatment of whole arteries with A769662
augmented ACC phosphorylation and markedly enhanced eNOS activity and expression
in LZR, thus supporting the involvement of the endothelial PISK/Akt/NO pathway in
AMPK-mediated renal vasodilation (Levine et al., 2007). In preglomerular arteries of
obese rats, A769662 restored impaired endothelium-dependent relaxations by
enhancing NOS expression. AMPK activation has also been implicated in the EDH-
mediated relaxations of resistance arteries, since this EDH type vasodilation is lost after
specific knock-out of the endothelial AMPKaisubunit (Enkhjargal et al., 2014).Therefore,
stimulation of endothelial IKca channels and of the EDH-type response as recently
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reported in intrarenal arteries (Rodriguez et al., 2020; Rodriguez et al., 2021a) could also
contribute to the A769662-induced restoration of endothelium-dependent relaxations in
intrarenal arteries from obese rats. The beneficial effects of AMPK activation on renal
endothelial dysfunction in the obese kidney were further assessed by in vivo
administration of A769662 in the ob/ob model of genetic obesity/metabolic syndrome.
We first provide evidence here for endothelial dysfunction and abnormal p-adrenoceptor-
and AMPK-mediated relaxations in preglomerular interlobar arteries of genetically obese
mice, as depicted by the impaired relaxations to ACh, isoprenaline and A769662.
Interestingly, augmented eNOS phosphorylation and expression were found in renal
cortex samples (including arterioles, glomeruli and peritubular capillaries) from the same
animals thus suggesting a compensatory up-regulation of NOS activity to protect
glomerular NO-mediated endothelial function in the kidney of ob/ob mice. Moreover, a
metabolic protection was also found in renal cortex of obese kidney, as shown by the
augmented AMPK and ACC phosphorylation indicative of a higher basal AMPK activity
that might reflect a compensation for the obesity-driven FA oversupply and accumulation
in renal tubular and endothelial cells, in an attempt to increase ACC-mediated FA
incorporation B-oxidation in the mitochondria, as reported for obese human skeletal
myocytes (Green, Macrae, et al., 2011).

In the present study, AMPK activation via in vivo administration of A769662
improved metabolic state and reduced plasma glucose levels, daily food intake and
kidney weight, but also prevented inflammation and notably ameliorated kidney vascular
dysfunction in obese animals. Thus, endothelium-dependent relaxations to ACh were
restored to levels in lean rats and those to the B-adrenoceptor agonist isoprenaline were
improved in preglomerular interlobar arteries after in vivo administration of A769662 in
ob/ob mice, while basal AMPK activity was further enhanced in samples of renal cortex.
The beneficial effects of AMPK activation on renal vascular function of obese kidney are
consistent with the cardiovascular protective actions of drugs used in the treatment of
metabolic disorders that activate AMPK such as AICAR, metformin or thiazolidinediones
(Ewart & Kennedy, 2011).

Obesity-related kidney injury has been associated with renal inflammation and
oxidative stress that are ameliorated by AMPK activation in diet-induced models of
obesity (Decleves et al., 2011; Decleves, Sharma, et al., 2014). In obesity, metabolic
unbalance favors a chronic low-grade inflammation and FA accumulation increases
circulating levels of proinflammatory cytokines like TNFa via activation of the
transcription factor NFkB, that impairs insulin signaling in skeletal muscle, adipose tissue
and endothelial cells (Green, Macrae, et al., 2011; McLaughlin et al., 2008; Prieto et al.,

2014; Weisberg et al., 2003). TNFa has in turn been involved in the inhibition of AMPK
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activity in skeletal muscle in obesity through the TNF receptor 1, suppressing FA
oxidation and promoting insulin resistance (IR) (Steinberg et al., 2006). The present
findings demonstrate an inflammatory response in the kidney of genetically obese mice
with increased renal levels of TNFa associated with activation of the NF-kB signaling
pathway, as depicted by the enhanced phosphorylation of IKK which allows NF-kB
translocation into the nucleus and its activation (Hinz et al., 2012). In vivo administration
of the thienopyridone A769662 attenuated renal inflammation in ob/ob renal cortex by
suppressing NF-«B signaling (reduced IKK phosphorylation and NFxB expression)
leading to decreased levels of the inflammatory cytokine TNFa. These findings support
the modulatory role of AMPK activators such as AICAR and metformin in inflammation,
as demonstrated in other cells types such as glial (Giri et al., 2004), endothelial cells
(Katerelos et al., 2010a) and skeletal myocytes of obese/type 2 diabetic patients (Green,
Macrae, et al., 2011) and are consistent with the anti-inflammatory effect earlier reported
for AICAR in the kidney of HFD-obese mice (Decleves et al., 2011; Decleves, Sharma,
et al., 2014). Moreover, previous studies have shown that AMPK activation exerts its
vasoprotective effects not only through augmentation of endothelial NO availability but
also through its anti-inflammatory effects on endothelial cells by suppressing NF-«xB,
TNFa and adhesion molecules such as VACM-1 and E-selectin (Hattori et al., 2010;
Krasner et al., 2014). Accordingly, suppression of the NF-kB signaling found in renal
cortex samples of ob/ob mice after in vivo administration of A769662 could be ascribed
in part to its anti-inflammatory action on the glomerular endothelium.

ROS overproduction and oxidative stress have consistently been involved in the
pathogenesis of diabetes and obesity-related vascular complications including diabetic
nephropathy (Decleves et al., 2011; Jha et al., 2014; Mufioz et al., 2019; Mufioz et al.,
2015; Sharma, 2016). We demonstrate here that the overall NADPH-dependent
superoxide production was markedly reduced in the renal cortex of ob/ob mice compared
to controls, and this was also the case for superoxide production in the heart of the same
animals despite cardiac ROS levels in lean animals were significantly lower than those
in kidney. Reduced renal superoxide production in ob/ob mice is consistent with the lower
levels of both basal and NADPH-dependent H.O» generation recently observed in the
renal cortex of the obese Zucker rat (Mufioz et al., 2019). These findings in rodent models
of genetic obesity are in agreement with those first reported by the Sharma’s group in
the diabetic kidney (L. L. Dugan et al., 2013), wherein AMPK dysregulation promoted a
reduced mitochondrial superoxide production that was ascribed to impaired electron
transport chain activity. Mitochondria are a major source of ROS generation and render

80% of endogenously produced basal superoxide. FA oxidation is a preferred energy
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source in highly metabolic cells like cardiac myocytes and proximal tubule renal cells,
mitochondrial B-oxidation of FA accounting for two thirds of the overall kidney O
consumption and taking place mostly in proximal tubule. Therefore, reduced superoxide
production in the kidney of rodent models of diabetes (L. L. Dugan et al., 2013; Sharma,
2016) and obesity, as shown in the present study, might reflect mitochondrial
dysfunction linked to impaired FA metabolism, which has also been demonstrated to
underlie tubuleinterstitial fibrosis in the human kidney (Kang et al., 2015).

Renal lipotoxicity and defective FA oxidation caused by lipid accumulation and
the associated kidney damage in obesity have been shown to be related to the reduced
AMPK activity (Decleves et al., 2011; Decleves, Zolkipli, et al., 2014; Szeto et al., 2016).
In our study, activation of AMPK by in vivo treatment with A769662 restored superoxide
production in renal cortex but not in the heart of ob/ob mice, and enhanced AMPK and
ACC activity. By phosphorylating and inhibiting ACC, AMPK decreases lipid synthesis
and increases FA import in the mitochondria for B-oxidation which suggests that AMPK
treatment restores mitochondrial function and redox balance in the kidney of obese mice,
in agreement with that earlier reported for the diabetic kidney wherein activation of AMPK
with AICAR enhanced superoxide generation by improving activity of complexes | and Il
and mitochondrial biogenesis (L. L. Dugan et al., 2013), hence leading to amelioration of
inflammation, fibrosis and albuminuria (Decléves & Sharma, 2015; Decleves et al., 2011,
L. L. Dugan et al., 2013).

In contrast to the lower superoxide levels found in renal tubular tissues of ob/ob
mice, ROS overproduction has been reported in mesangial cells and vascular tissues of
obese and diabetic kidneys, wherein various sources of ROS generation including COX-
2, xanthin oxidase and Nox have been involved in oxidative stress (Elmarakby & Imig,
2010; Jha et al., 2014; Mufioz et al., 2019; Muiioz et al., 2015). Accordingly, the overall
NADPH-dependent superoxide production was confirmed to be greatly augmented in
preglomerular arteries of obese rats as earlier reported (Mufioz et al., 2018; Mufioz et
al., 2015), and both ex vivo and in vivo activation of AMPK were found to reduce vascular
oxidative stress. AMPK reduces Nox4 expression in podocytes (Sharma K, 2008) and
modulates redox balance in kidney preglomerular arteries through both downregulation
of Nox4 expression and through inhibition of Nox2 activation (Rodriguez et al., 2020;
Rodriguez et al., 2021a). The powerful suppression of superoxide generation induced
by ex vivo treatment with the AMPK activator A769662 in whole renal preglomerular
arteries of OZR could mainly be ascribed to inhibition of Nox2, that generates
superoxide, rather than downregulation of Nox4. Thus, arterial oxidative stress in the
kidney of obese rats is mostly due to augmented superoxide-generating Nox1 and Nox2
activity, in contrast to renal cortex wherein Nox-derived superoxide was mainly produced
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by Nox1, and both expression and activity of Nox2 were reduced in obese animals
(Muhoz et al., 2019), and Nox2 up-regulation and endothelial dysfunction mediated by
enhanced NF-kB activation have been shown to be reversed by AICAR in endothelial
cells of AMPKa; knockout mice (Wang et al.,, 2010)(Schuhmacher, Foretz, Knorr,
Jansen, Hortmann, Wenzel, Oelze, Kleschyov, Daiber, Keaney, Wegener, Lackner,
Minzel, et al., 2011). In contrast, Nox4 expression and Nox4-derived H>O- production
were reduced in vascular tissues of genetically obese rats (Mufioz et al., 2019) and also
in hyperglycemic type | diabetic mice and other models of chronic kidney disease
(Babelova et al., 2012; S4denz-Medina et al., 2019). The present findings confirm that
Nox4 protein content was markedly reduced in both renal cortex of ob/ob mice and in
preglomerular arteries of OZR kidney along with reduced NADPH-dependent H>O,
generation and lower inhibitory effects of A769662 on H.O- levels. Therefore, the
powerful suppression of ROS production induced by A769662 in whole arteries ex vivo
could be mostly ascribed to Nox2 rather than Nox4 inhibition and was associated with
the restoration of endothelium-dependent relaxations. Here, the beneficial effects of
AMPK activation on ameliorating vascular oxidative stress and endothelial dysfunction
in the obese kidney and the therapeutic antioxidant potential of vascular AMPK activation
were further supported by the reduced arterial NADPH-derived superoxide levels in renal
arteries of OZR after in vivo treatment with A769662.

5. CONCLUSION

In conclusion, our findings first provide evidence for endothelial dysfunction involving
impaired AMPK-vasodilation and endothelial PI3K/Akt/eNOS pathway associated with
inflammation, vascular oxidative stress and abnormal cortical redox balance in the kidney
of genetic models of obesity. This suggests that vascular abnormalities and impaired
vascular AMPK activity might contribute along with glomerulopathy, interstitial fibrosis
and tubular injury to albuminuria and renal dysfunction in obesity. Activation of the energy
sensor AMPK with A769662 improved metabolic state and reduced food-intake, but
notably ameliorated vascular dysfunction, oxidative stress and inflammation and also
restored cortical redox balance in the obese kidney. These findings support that drugs
activating AMPK used in the treatment of metabolic disorders may remarkably improve
kidney vascular function and therefore represent valuable therapeutic tools to prevent

obesity-related kidney injury.
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Figure 1l PI3K/Akt/eNOS/NO vasodilator endothelial pathway is impaired in renal

preglomerular arteries of OZR along with reduced activity and downregulation of Akt and
eNOS

(a-b) Relaxations to ACh (a) and isoprenaline (b) in renal interlobar arteries from LZR and OZR.
(c,d,g,h) Vasodilator responses to isoprenaline in renal arteries of LZR and OZR under different
experimental conditions: in endothelium-denuded arteries, in the presence of the NOS synthase
inhibitor L-NOARG (100 uM) (c,d) and in the presence of inhibitor of PISK LY-294002 (3 uM) (g,h).
Results are expressed as percentage of the increases in tension induced by phenylephrine (Phe).
Data are shown as the mean + SEM of 6-10 arteries from n=5 LZR and n=5 OZR. Significant
differences between means were analyzed by Student t test for paired observations; *P< 0.05
versus LZR or OZR control responses in the absence of inhibitors. (e,f,i,j) Western blot analysis for
p-eNOS (e), eNOS (f), p-Akt (i), Akt (j) in renal arteries from LZR and OZR. Results were normalized
to B-actin content in samples. Data represent mean + SEM values of n=5 LZR and 5 OZR rats (e,f)
and n=5 LZR and 6 OZR rats (i,j). Significant differences between means were analyzed by Student
t test for unpaired observations *P< 0.05 versus LZR.
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Figure 2| Relaxations induced by the AMPK activator A769662 are reduced in small renal
and mesenteric arteries in obesity, which is associated with impaired AMPK activity and
expression

(a,b) Original recordings showing A769662-induced relaxations in renal (a) and mesenteric (b)
arteries from LZR and OZR and (c,d) average vasodilator effect of A769662 (3 uM and 10 puM).
Results are expressed as percentage of the increases in tension induced by phenylephrine (Phe).
Data are shown as the mean + SEM of 5-10 arteries from n=5 LZR and n=5 OZR. Significant
differences between means were analyzed by Student t test for paired observations; *P< 0.05
versus LZR or OZR control responses. (e-g) Western blots analysis for p-AMPKa (e), AMPKa (f)
y p-ACC (g) protein levels in samples of renal arteries from LZR and OZR. Results were quantified
by densitometry and presented as a ratio of density of the protein band vs that of B-actin from the
sample. Data are shown as the mean + SEM of n=5 LZR and n=6 OZR (e), h=5 LZR and n=5 OZR
(f,0); Significant differences between means were analyzed by Student t test for unpaired
observations *P < 0.05 versus LZR.
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Figure 3l Renal endothelial AMPK-PI3K-eNOS pathway is impaired in obesity

(a-b) Average vasodilator effect of 3 uM and 10 uM of A769662 in endothelium-intact and
endothelium-denuded renal arteries from LZR (a) and OZR (b). Effect of the NOS synthase inhibitor
L-NOARG (100 pM) and PI3K inhibitor (LY-294002, 3 uM) on A769662-induced vasodilation in
renal arteries from LZR (d,g) and OZR (e,h) before and after treatment with inhibitors. Comparison
of vasodilator response to A769662 after removal of endothelium or treatment with both inhibitors
in LZR and OZR (c,f,i). Results are expressed as percentage of the increases in tension induced
by phenylephrine (Phe). Data are shown as the mean + SEM of 5-7 arteries from n= 6 LZR and
n=6 OZR. Significant differences between means were analyzed by Student t test for paired
observations; *P< 0.05 versus LZR or OZR control responses in the absence of inhibitors.
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Figure 41 Ex vivo acute treatment with A769662 ameliorates endothelial dysfunction and
increases eNOS protein levels in OZR preglomerular arteries

(a-b) In vitro effect of the AMPK activator A769662 on the relaxations to ACh of LZR (a) and OZR
(b) renal interlobar arteries. Results are expressed as percentage of the precontraction induced
by phenylephrine (Phe). Data are shown as the mean + SEM of 6-10 arteries from n=5 LZR and
n=5 OZR. Significant differences between means were analyzed by Student t test for paired
observations. *P< 0.05 vs LZR or OZR without treatment with A769662. (c-h) Western blot analysis
for p-ACC, p-eNOS and eNOS protein levels in samples of renal arteries from LZR (c,e,g) and
OZR (d,f,h) with or without exvivo treatment with A769662 (10 uM). Results were normalized to
B-actin content in samples. Data represent mean + SEM values of n=5 LZR and n=5-6 OZR.
Significant differences between means were analyzed by Student t test for unpaired observations
*P< 0.05 versus LZR or OZR without incubation with A769662.
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Figure 51 In vivo AMPK activation with A769662 improves relaxations to ACh and isoprenaline in
preglomerular arteries of ob/ob mice

Relaxations to ACh (a), isoprenaline (b) and A769662 (10 uM) (c) in renal interlobar arteries from lean and ob/ob
mice. Results are expressed as percentage of the precontraction induced by phenylephrine (Phe). (d-e) Comparison
of the relaxations to isoprenaline and ACh in preglomerular arteries of lean (d) and ob/ob mice (e) treated with vehicle
versus mice treated with A769662. In vivo treatment with the AMPK activator restored the loss of endothelium-
dependent vasodilation of obese mice since isoprenaline-induced relaxations (e) and vasodilation to ACh (d) were
larger when compared to relaxations of ob/ob mice treated with vehicle. Data are shown as the mean + SEM of 7-10
arteries of n=5 lean mice and n=7 ob/ob mice. Significant differences were analyzed by Student t test for unpaired (a-
¢) or by one-way ANOVA followed by Bonferroni as a posterio test (d,e); *P< 0.05 versus lean mice (a,b,c) or vehicle-
treated lean or ob/ob mice (d,e). (f-i). Western blot analysis for ratio p-eNOS/ eNOS in samples of renal cortex from
lean (f) ob/ob mice (g) with or without A769662 treatment, as well as p-AMPKa/ AMPKa ratio in lean (h) ob/ob mice
(i). Results are expressed as percentage vehicle-treated lean or ob/ob mice. Data represent mean + SEM values of
n=5 and n=6 (f,h,i), n="5 and n=6 (g) vehicle-treated and A769662-treated mice, respectively. Significant differences
were analyzed by Student t test for unpaired observations. *P< 0.05 versus vehicle-treated lean or ob/ob mice.
Outliers were included in analysis (g).
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Figure 6l In vivo treatment with A769662 reduces inflammatory markers in the kidney of ob/ob mice

Western blot analysis for p-IKK (a), IKK (c), NF-kB (e) and TNF-a (g) protein levels in samples of renal cortex from
lean and ob/ob mice treated with vehicle. Results were normalized to B-actin content in samples and are expressed
as percentage of lean mice. Data represent mean + SEM values of n=6 lean and n=5 of ob/ob mice (a,c,e,g). Significant
differences between means were analyzed by Student t test for unpaired observations; *P < 0.05 vs vehicle-treated
lean mice. Western blot analysis for p-IKK (b), IKK (d), NF-kB (f) and TNF-a (h) protein levels in samples of renal
cortex from vehicle-treated ob/ob mice and A769662-treated ob/ob mice. Results were normalized to B-actin content
in samples and are expressed as percentage of vehicle-treated ob/ob mice. Significant differences between means
were analyzed by one-way ANOVA followed by Bonferroni as a posterio test; Data represent mean + SEM values of
n=5 and n=7 (b,d,f), and n=5 and n=8 (h) vehicle-treated ob/ob mice and A769662-treated ob/ob mice, respectively.
*P< 0.05 vs vehicle-treated ob/ob mice. Outliers were included in analysis
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Figure 71 In vivo activation of AMPK restores ROS levels in renal cortex of ob/ob mice

(a) Basal and NADPH-stimulated Oz~ levels measured by lucigenin-enhanced chemiluminescence in renal cortex
samples of vehicle-treated lean and ob/ob mice. (b) Comparison between Oz levels in renal cortex samples from
ob/ob mice treated with vehicle or after in vivo administration of A769662. Results are expressed in counts per minute
(cpm) per mg of tissue. Bars represent mean + SEM of n=5 lean and n=5 ob/ob mice (1-2 cortex samples per animal).
Significant differences were analyzed using one-way ANOVA followed by Bonferroni as a posterio test *P< 0.05
versus basal levels; #P< 0.05 versus vehicle-treated ob/ob mice. (c,d) Western blots analysis for Nox4 protein levels
in renal cortex from lean versus ob/ob mice (c) and downregulation upon chronic in vivo treatment with the AMPK
activator A769662 in ob/ob (d). Results were quantified by densitometry and presented as a ratio of density of the
Nox4 band vs that of B-actin from the sample. Data are shown as the mean = SEM of n= 6 and n=5 lean and ob/ob
mice, respectively (c), and of n= 6 and n=8 vehicle-treated and A769662-treated ob/ob mice, respectively (d).
Statistical significance was calculated by unpaired Student's t-test *P<0.05 versus lean (c) and ob/ob treated with
vehicle (d). (e) Basal and NADPH-stimulated O2""levels in myocardium samples of lean and ob/ob mice treated with
vehicle. (f) Effect of in vivo treatment with A769662 on NADPH-stimulated Oz~ levels in myocardium samples from
ob/ob measured by lucigenin-enhanced chemiluminescence. Results are expressed in counts per minute (cpm) per
mg of tissue. Bars represent mean + SEM of 1-2 samples of n=5 lean and n=5 ob/ob mice, respectively (e) and n=5
vehicle-treated and n=5 A76962-treated ob/ob mice (f). Significant differences were analyzed by one-way ANOVA
followed by Bonferroni as a posterio test *P< 0.05 versus basal levels; # P< 0.05 versus vehicle-treated lea
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Figure 81 Both acute in vitro and in vivo AMPK activation reduce Nox-derived ROS generation in
preglomerular arteries of lean and obese Zucker rats.

Inhibitory in vitro effect of A769662 (30 uM) on NADPH-stimulated Oz~ (a) and H20:2 (b) levels in renal interlobar
arteries of LZR and OZR measured by lucigenin-enhanced chemiluminescence and Amplex Red fluorescence,
respectively. Results are expressed in counts per minute (cpm) per mg of tissue for chemiluminescence and in relative
fluorescence units (RFU) per mg of tissue for fluorescence. Bars represent mean + SEM of 1-2 arteries from n=7 LZR
and n=6 OZR (a), n=5 LZR and n=5 OZR (b). Significant differences were analyzed using one-way ANOVA followed
by Bonferroni as a posterio test *P<0.05 versus basal levels, 1P<0.05 versus NADPH-stimulated; #P< 0.05 versus
LZR. (c) Western blots analysis for Nox4 protein levels in renal arteries from LZR versus OZR. Results were quantified
by densitometry and presented as a ratio of density of the Nox4 band vs that of B-actin from the sample. Data are
shown as the mean + SEM of n=10 LZR and n=11 OZR, respectively. Statistical significance was calculated by
unpaired Student's t-test *P<0.05 versus LZR. (d,e) Comparison between Oz~ levels measured by lucigenin-
enhanced chemiluminescence in basal and NADPH-stimulated isolated renal interlobar arteries from LZR (d) and
OZR (e) after in vivo treatment with A769662. Results are expressed in counts per minute (cpm) per mg of tissue.
Bars represent mean + SEM of n=5 vehicle-treated and n=5 A76962-treated LZR (d) and n=5 vehicle-treated and n=
5 A76962-treated OZR (e). Significant differences were analyzed by using one-way ANOVA followed by Bonferroni
as a posterio test *P<0.05 versus basal levels and #P< 0.05 versus LZR (d) or OZR (e) treated with vehicle.
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Table 1 Metabolic parameters of LZR and OZR

LZR n OZR n
Body weight (g) 399+5 33 482 + 6" 35
Kidney weight (g) 2.26 + 0.07 8 2.55+0.16" 8
[Glucose] (mg/dl) 114+ 11 16 187 + 22" 19
[Insulin] (ng/dI) 1.3+0.17 7 3.8+0.34° 8
[Cholesterol] (mg/dl) 92+3 16 189 + 10" 18
[Tryglicerides] (mg/dl) 94 +10 16 320 £ 26" 18

LZR, lean Zucker rats; OZR obese Zucker rats. Data are means + SEM of the number n of animals. Significant
differences were analyzed by an unpaired Student t-test. *P <0.05 vs LZR.
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Table 2 Metabolic parameters of lean and ob/ob vehicle or A769662- treated mice

lean vehicle lean-A769662 ob/ob vehicle ob/ob-A769662

Body weight (g)
Daily food intake (g)
Kidney weight (g)
[Glucose] (mg/dl)

[Lactate] (mmol/l)

25.6+0.8 27.10+0.5 39 +2.9* 37.6+3.1
2.2+0.13 22+0.15 29+0.5* 1.1+0.3*
0.26 + 0,01 0.24 +0.01 0.29 + 0,01* 0.26 + 0,03
126.6 +7.3 133.6+10.5 327.8+64.2* 198.8+11.5"%
408+0.24 423%0,72 5.36 + 0.32* 2.88 + 0.29%

Data are means = SEM of n=5-7 animals in each group. Significant differences were analyzed by ANOVA
followed by Bonferroni posterior. *P < 0.05 vs lean vehicle mice # P < 0.05 vs ob/ob vehicle mice
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Table 3 Relaxant effects of isoprenaline in renal interlobar arteries from LZR and OZR before and after
mechanical endothelium removal or inhibition of eNOS or PI3K blockade

LZR OZR

pECso Emax n |1 KPSS pECso Emax n |1 KPSS
Isoprenaline | 6.40+0.14 61.4+39 15 311+£15 1.55+0.25 5.28 +0.33" 41.7+4" 12 321 +18 0.70 £0.15

- Endothelium | 5.89+0.03% 48.3+5.1* 8 293+35 0.77+0.21| 551+0.11" 39.1+95 6 283 +18 0.43+0.10

+L-NOARG | 596+0.1* 496=+121 7 330+ 20 1.5+05 589+0.1 483+7.7 6 295 + 44 0.67 £0.16

315+31 1.38+0.42| 4.88+0.47 36.5+5 6 330+ 34 0.95+0.3

[«]

Isoprenaline | 6.30+0.22 58.1+5.9

+LY294002 | 4.53+0.25% 26.1+3.9% 6 394 + 45 2.10+0.51 5.76+ 0.16 48.1+11 6 344 + 35 142+04

Values represent mean = S.E.M. of the number n of individual arteries of 5 LZR and 5 OZR (1-2 per animal).
pEC50 is —-logEC50, EC50 being the agonist concentration giving half-maximal relaxation; Emax=maximal
relaxation (% Phe); 11= internal diameter (um); KPSS (Nm-1). Significant differences were analyzed by
unpaired Student t-test. *P < 0.05 vs LZR; #P < 0.05 vs control before treatment
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Table 4 Relaxant effects of ACh and isoprenaline in renal interlobar arteries from lean and ob/ob mice

vs A769662-treated mice

RESULTADOS

lean vehicle lean-A769662
pECSO Emax n |1 KPSS pECSO Emax n |1 KPSS
ACh 754+0.07 84.6+39 7 23618 0.67+0,17 | 7.34+0.09 773+65 10 252+27 0.65+0,15
Isoprenaline | 7.54+0.08 68.6+80 7 249+22 0.67+0,17 | 7.79+£0.11 705+49 8 250+29 0.65+0,15
ob/ob vehicle ob/ob-A769662
PECso Emax n l1 KPSS PECso Emax n I1 KPSS
ACh 6.60+0.1* 65.8+9.7# 7 292+36 0.5+0,19 715+0,1* 776+6.7 7 234+25 0.58+0,14
Isoprenaline —— 226+6.9* 7 281+31 0.5+0,19 6.4+025 443%56* 8 234+25 058%0,14

Values represent mean + S.E.M. of 7-10 individual arteries of 5 lean and 5 ob/ob mice (1-2 per animal).
PEC50 is —logEC50, EC50 being the agonist concentration giving half-maximal relaxation; Emax=maximal
relaxation (% Phe); 11= internal diameter (um); KPSS (Nm-1). Significant differences were analyzed by
unpaired Student t-test. *P < 0.05 vs ob/ob vehicle mice; #P < 0.05 vs lean vehicle mice
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Supplementary Figure 11 Up-regulation of AMPK activity and the endothelial eNOS/NO pathway in renal

cortex from ob/ob mice

Western blots analysis for p-AMPKa/AMPKa (a), p-ACC (b), p-eNOS (c) and eNOS (d) protein levels in samples
of renal cortex from lean and ob/ob mice. Results were normalized to B-actin content in samples. Data are shown
as the mean + SEM of n=6 and n=5 lean and ob/ob mice, respectively. Significant differences between means
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were analyzed by Student t test for unpaired observations; *P < 0.05 versus lean control mice.
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Supplementary Figure 2| Effect of in vivo treatment with AMPK on body weight and daily food intake in
ob/ob mice

Effect of administration of A769662 on body weight change (a) and average daily food intake (b) in lean and
ob/ob mice. Data are means + SEM of n=5 lean and n=4 ob/ob mice.
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Supplementary Figure 3l In vivo activation of AMPK reduces ROS levels in renal cortex and myocardium
of lean mice

(a) Comparison between O levels in renal cortex samples from lean mice treated with vehicle or after in vivo
administration of A769662. Results are expressed in counts per minute (cpm) per mg of tissue. Bars represent
mean = SEM of 1-2 samples of n=5 vehicle-treated and n=5 A769662-treated lean mice. Significant differences
were analyzed using one-way ANOVA followed by Bonferroni as a posterio test *P< 0.05 versus basal levels;
#P< 0.05 versus lean treated with vehicle. (b) Western blots analysis for Nox4 protein levels in renal cortex from
lean after chronic in vivo treatment with the AMPK activator A769662. Results were quantified by densitometry
and presented as a ratio of density of the Nox4 band vs that of B-actin from the sample. Data are shown as the
mean + SEM of n=5 vehicle-treated and n=7 A769662-treated lean mice. Statistical significance was calculated
by unpaired Student's t-test *P<0.05 versus lean treated with vehicle. (c) Effect of in vivo treatment with A769662
on NADPH-stimulated O:" levels in myocardium samples from lean measured by lucigenin-enhanced
chemiluminescence. Results are expressed in counts per minute (cpm) per mg of tissue. Bars represent mean
+ SEM of 1-2 samples of n=5 animals per group. Significant differences were analyzed using one-way ANOVA
followed by Bonferroni as a posterio test *P< 0.05 versus basal levels; # P< 0.05 versus lean treated with vehicle.
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Supplementary Figure 41 In vitro treatment with AMPK downregulates Nox4 in renal arteries from LZR
and OZR.

Western blots analysis for Nox4 protein levels in renal arteries before and after acute in vitro treatment with the
AMPK activator A769662 (30 uM) in LZR (a) and OZR (b). Results were quantified by densitometry and
presented as a ratio of density of the Nox4 band vs that of B-actin from the sample. Data are shown as the mean
1+ SEM of n=5 vehicle-treated and n=5 A769662-treated LZR (a) and n=5 vehicle-treated and n=5 A769662-
treated OZR (b). Statistical significance was calculated by unpaired Student's t-test *P<0.05 versus LZR treated
with vehicle (a) or OZR treated with vehicle (b). Outliers were included in analysis.
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DISCUSION

En el presente trabajo de Tesis Doctoral se ha evaluado el papel de la AMPK sobre
la funcion vascular renal en condiciones fisioldgicas y en modelos experimentales de
obesidad genética, asi como el papel de un activador de la AMPK sobre la disfuncion
vascular, el estrés oxidativo y la inflamacion en animales obesos. Los datos obtenidos
muestran por primera vez que la activacion de la AMPK en el rifion produce una potente
vasodilatacion renal y una disminucion de la produccién de ROS, ademés se muestran los
mecanismos implicados en estos procesos tanto en ratas Wistar controles como en arterias
humanas. Por otra parte, se muestra que la actividad de la AMPK esta alterada en la
obesidad, lo que se asocia con disfuncion endotelial, estrés oxidativo e inflamacion de los
tejidos vasculares renales de animales obesos, procesos patoldgicos que se revierten tras
el tratamiento con un activador selectivo de la AMPK.

5.1 PAPEL DE LA AMPK EN LA FUNCION VASCULAR RENAL

Estudios anteriores han demostrado que la AMPK desempefia un papel en la
fisiologia renal al regular la actividad de varios transportadores de células tubulares y
mecanismos de supervivencia de células renales tras activarse por isquemia aguda
(Decleves, Zolkipli, et al., 2014; Hallows KR, 2010; Sharma et al., 2008; Z. Xie et al.,
2008). Ademas, la activacién de la AMPK ejerce acciones protectoras frente a la
nefropatia asociada a la enfermedad metabdlica, donde la actividad de la AMPK se
encuentra reducida (Decleves et al., 2011) En el presente estudio, se demuestra que la
AMPK podria estar implicada en la regulacién metabdlica del flujo sanguineo renal, ya
que la activacion de la AMPK produce vasodilatacion de arterias renales a traves de
mecanismos dependientes tanto del endotelio como del MLV; ademas, nuestros datos
muestran que la AMPK también regula la produccion de ROS derivada de Nox. Por
primera vez se identifican los mecanismos especificos por los cuales se produce la
vasodilatacion renal mediada por la AMPK, como son la activacion de canales IKca
endoteliales y canales Katp del MLV.

5.1.1 Papel de la AMPK en la vasodilatacion renal

La activacion farmacoldgica de la AMPK con el derivado de la tienopiridina,

AT769662, indujo potentes relajaciones en las arterias renales de ratas Wistar. Cabe
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destacar que este efecto vasodilatador se reproduce en arterias intrarenales humanas. El
A769662 también produjo la relajacion en arterias de resistencia mesentéricas, pero no
asi en arterias coronarias de las mismas ratas, lo que sugiere que la accién vasodilatadora
del A769662 es especifica del tejido vascular renal. La vasodilatacion renal inducida por
el A769662 fue 3 drdenes de magnitud mas potente que la que se produce por el AICAR,
otro activador de la AMPK (Bradley et al., 2010; Ford et al., 2012; Goirand et al., 2007)
La mayor potencia como vasodilatador del A769662 frente al AICAR en las arterias
intrarrenales confirmaria su alta especificidad hacia la AMPK y estaria de acuerdo con
los estudios recientes realizados en otras arterias de resistencia como las arterias
musculares y mesentéricas (Schneider et al., 2015)

Larelajacion producida por el A769662 se asocid con la fosforilacion de la AMPK
y de la acetil-CoA carboxilasa (ACC) en arterias interlobares renales. EI A769662 se une
selectivamente a la subunidad AMPKp:1 y aumenta alostéricamente la actividad de la
subunidad catalitica az, sin embargo, este compuesto también puede activar a la AMPK
al inhibir su defosforilacion en el residuo Thr!’?, de la misma forma que el AMP (Sanders
MJ, 2007) En consecuencia, la incubacion aguda de las arterias renales aisladas con el
A769662, aumentd la fosforilacion de la AMPK en el residuo de Thri’? y también la
fosforilacion (y por lo tanto la inhibicidn) del ACC, enzima limitante de la velocidad para
la sintesis de acidos grasos, lo que indica que la accién vasodilatadora de la AMPK se
produce junto a la actividad reguladora de la AMPK sobre el metabolismo lipidico y el

almacenamiento/movilizacion de energia en los tejidos vasculares renales

5.1.2 Mecanismos de las acciones vasculares de la AMPK a nivel endotelial

Las acciones cardiovasculares de la AMPK han sido principalmente atribuidas a
la activacion de la eNOS en células endoteliales y cardiomiocitos, aunque la AMPK se
expresa tanto en el endotelio como en el MLV y su activacion puede inducir
vasodilatacion mediante mecanismos independientes del endotelio (Goirand et al., 2007;
Rubin et al., 2005; Schneider et al., 2015). La actividad de la AMPK en células
endoteliales esta regulada por estimulos que afectan a los niveles celulares de ATP como
la hipoxia, asi como por el shear stress, los agonistas que elevan los niveles de Ca?* y
algunas hormonas como la insulina, la leptina y la adiponectina, a través de quinasas
upstream que actdan por encima en las via de sefializacion de activacion de la AMPK,
como la LKB1 o la CAMKKp (Fisslthaler y Fleming 2009, Ruderman, Carling et al.
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2013)(Fisslthaler & Fleming, 2009; Ruderman et al., 2013). Se ha demostrado que la
activacion de la AMPK por el AICAR en ceélulas endoteliales de arterias de resistencia
aumenta la fosforilacion de la eNOS en los residuos de Ser!'’” y Ser®®, produciendo un
aumento en la produccién de NO y vasodilatacion (Bradley et al., 2010; Chen et al., 2009;
Levine et al., 2007; Li et al., 2004; Morrow et al., 2003). De acuerdo con esto, se observd
que las relajaciones inducidas por el A769662 en arterias intrarenales humanas y de ratas
Wistar se inhibian parcialmente tanto tras la retirada mecénica de endotelio como cuando
se produjo el blogueo farmacolégico de la eNOS, lo que sugiere la participacion de la via
eNOS/NO en la vasodilatacion renal inducida por la AMPK. Sin embargo, una parte
significativa de la respuesta relajante inducida por el A769662 persisti6 en las arterias sin
endotelio indicando que la activacion de la AMPK puede relajar directamente el MLV de

las arterias renales.

5.1.3 Mecanismos de las acciones vasculares de la AMPK a nivel de MLV

En el MLV se expresan las subunidades AMPKay, B1 y B2, siendo la mayoritaria
la 1 (Goirand et al., 2007; Rubin et al., 2005) La AMPK se activa por estrés metabélico
en el MLV y estd implicada en la vasodilatacion independiente del endotelio de arterias
grandes y pequefias (Goirand et al., 2007; Rubin et al., 2005; Schneider et al., 2015) y
también en la regulacion de la proliferacion e inflamacion del MLV (lgata et al., 2005;
Salt & Hardie, 2017). Los resultados de este trabajo demuestran que la activacion de la
AMPK produce la relajacion de las arterias renales principalmente mediante la reduccién
de la [Ca?*]idel MLV y, en menor medida, mediante mecanismos independientes del Ca?*
que disminuyen la sensibilidad al calcio (mecanismos de desensibilizacion). Estudios
recientes indican que los activadores de la AMPK reducen la [Ca®']i del MLV de arterias
de resistencia a través de la hiperpolarizacién mediada por los canales BKca del MLV
(Schneider et al., 2015), sin embargo, los resultados del presente estudio sugieren que la
activacion de los canales IKca en lugar de los BKca estan implicados en la disminucion
de la [Ca?*']i del MLV de las arterias renales. Asi, mientras que el inhibidor de los canales
BKca, iberiotoxina, no tuvo ningun efecto sobre las respuestas vasculares del A769662,
el bloqueo farmacoldgico selectivo de los canales IKca con TRAM-34, redujo tanto la
relajacion de las arterias renales humanas como la disminucion del Ca?* intracelular del
MLV inducida por el A769662. Las diferencias entre nuestros resultados y los descritos

por Schneider et al. (2015) (Schneider et al., 2015) en arterias musculares y mesentéricas,
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apoyan de nuevo la especificidad de la accion del A769662 en cada tejido vascular y es
probable que estén relacionadas con las caracteristicas de la respuesta relajante por
hiperpolarizacion dependiente del endotelio (EDH) de las arterias intrarenales. Esta
respuesta EDH se inicia mediante la estimulacion de los canales de potasio activados por
calcio (Kca) de intermedia (IKca) y pequefia (SKca), que producen una hiperpolarizacién
en las células endoteliales renales que se propaga a través de uniones mioendoteliales
hacia el MLV subyacente, lo que induce hiperpolarizacion y vasorelajacion, respuesta
que es inhibida por el bloqueo de los canales IKca con TRAM- 34 tanto in vitro como in
vivo (Bussemaker et al., 2003; Mufioz et al., 2017; Rasmussen et al., 2016) El efecto
inhibitorio del TRAM-34 en la reduccion del [Ca?*]i en el MLV y la relajacion provocada
por el A769662 explicaria que el activador de la AMPK estimule los canales endoteliales
IKca, Y por consiguiente se produzca la relajacion en el MLV de arterias intrarenales.
Estos hallazgos estarian respaldados por estudios recientes que demuestran que la
dilatacion de tipo EDH en arterias de resistencia se pierde en modelos knock out de la
subunidad AMPKa: del endotelio, lo que sugiere que la AMPK media las respuestas de
tipo EDH y por lo tanto, participa en la regulacién de la presion arterial (Enkhjargal et
al., 2014)

Por otro lado, nuestros resultados muestran por primera vez que la AMPK también
puede activar los canales Kate del MLV, contribuyendo asi a la relajacion arterial renal.
La glibenclamida inhibi6 significativamente tanto la vasodilatacidn en arterias renales
humanas como la disminucion del [Ca?*]i del MLV, inducido por el A769662. Mientras
que la AMPK se activa en respuesta al estrés metabdlico generalmente asociado con el
agotamiento de ATP y el aumento en la relacion AMP/ATP (Hardie et al., 2012), los
canales Katp del sarcolema también se estimulan por la disminucion de los niveles de
ATP intracelulares por lo que estos canales funcionan como sensores metabdlicos
vinculando el estado metabdlico intracelular a la excitabilidad de la membrana (Nichols,
2006). En el rifidn, los canales Katp se expresan funcionalmente en arterias renales y
arteriolas y los activadores de los canales Katp producen la vasodilatacion de arterias
aferentes in vitro y aumentan el flujo sanguineo renal in vivo (Kawata et al., 1998; Lorenz
et al., 1992; Woods et al., 2003). Los canales Katp estan implicados en la vasodilatacion
metabolica de las arterias preglomerulares, donde se ha descrito que la privacion de
glucosa provoco vasodilatacion, la cual fue inhibida por la glibenclamida (Lorenz et al.).
Por lo tanto, la estimulacion de los canales Katp de las arterias renales por la activacion

de la AMPK, como se muestra en el presente estudio, podria representar un mecanismo
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para acoplar el flujo sanguineo renal y el metabolismo. La relacion entre los canales Katp
y la activacion de la AMPK se ha descrito también en el corazon, en el cual la AMPK
estimuld la actividad del canal Kate en miocitos cardiacos, contribuyendo asi a la
cardioproteccion inducida por el precondicionamiento isquémico (Sukhodub et al., 2007).
En el rifidn, se ha descrito que tanto los activadores de la AMPK como los activadores de
los canales de Katp proporcionan proteccion frente a la lesion por isquemia/reperfusion
renal, ya que presentan acciones antioxidantes y antipoptoticas (Decleves, Zolkipli, et al.,
2014; Grossini et al., 2012; Lempiainen et al., 2012). Los resultados de este trabajo
muestran por primera vez que los canales Katp constituyen un nuevo mecanismo de
accion de la AMPK para producir vasodilatacion, probablemente estando implicados en
la regulacion metabdlica del flujo sanguineo renal.

La activacion de la SERCA esta implicada en la reduccion de la [Ca?*]; del MLV
y la relajacién, y tanto la regulacién redox como, mas recientemente, la fosforilacion de
SERCAZ2b, la principal isoenzima de SERCA en el MLV, aumentan la actividad de la
bomba para introducir Ca?*en el RSy reducir la [Ca?*]; y relajar el MLV (Chandrasekera
et al., 2009; Cohen & Adachi, 2006; Kargacin & Kargacin, 1995; Schneider et al., 2015).
En nuestro estudio, el blogueo farmacoldgico de la SERCA con el consiguiente
vaciamiento del almacén de Ca?* del RS por tratamiento con CPA, inhibié en gran medida
tanto la relajacion de las arterias renales humanas como la [Ca®*]; del MLV producida por
la activacion de la AMPK, lo que sugiere que la bomba SERCA representa otro
mecanismo de accion de la AMPK en el MLV renal para producir la vasodilatacion
inducida por la AMPK en las arterias renales. Esto est4 de acuerdo con un estudio
reciente, que indica que la activacion de la AMPK en arterias de resistencia aumento los
niveles de Ca®" del MLV tras la deplecion de los depdsitos del RS con cafeina, sugiriendo
que los depositos se encontraban mas llenos debido a un aumento de la actividad de la
SERCA; por otro lado en este mismo estudio la inhibicion de la SERCA redujo las
relajaciones inducidas por el A769662 (Schneider et al., 2015). Ademas en este ultimo
estudio, la relajacién inducida por el A769662 se asocié con un aumento de la
fosforilacion del fosfolambano en el sitio regulador T17 que estimula la actividad de la
SERCA (Schneider et al., 2015). Por lo tanto, los presentes hallazgos en las arterias
renales confirman que la estimulacion de la SERCA y la reduccion del [Ca?']i en el MLV
es un mecanismo universal para los efectos relajantes de los activadores de la AMPK en

arterias pequefias y arteriolas.
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5.1.4 AMPK 'y NADPH oxidasas

En el sistema cardiovascular, la actividad de la AMPK puede estar regulada por
el estrés oxidativo y la AMPK a su vez es capaz de modular tanto la generacion de ROS
mitocondrial como la expresién de enzimas antioxidantes en células endoteliales
(Colombo & Moncada, 2009; Song & Zou, 2012). Por lo tanto, la activacion de la AMPK
en el endotelio vascular seria beneficiosa para la enfermedad metabodlica no solo por sus
efectos bioenergéticos, sino también por su capacidad para contrarrestar el estrés
oxidativo (Colombo & Moncada, 2009). En el presente estudio, demostramos que las
subunidades Nox son dianas de la AMPK en tejidos vasculares renales y que la AMPK
regula tanto la expresion de Nox como la actividad generadora de ROS. Se ha descrito
que la regulacion al alza de la Nox4 inducida por altas concentraciones de glucosa en
podocitos y por dieta alta en grasas (HFD) en células tubulares renales, se inhibe tras la
activacion de la AMPK tanto in vitro como in vivo (Decleves, Zolkipli, et al., 2014; Eid
et al., 2010; Sharma et al., 2008). La Nox4, esta altamente expresada en el rifion y es una
fuente importante de H.O>, vasodilatador endotelial y protector de la funcion vascular en
condiciones fisiologicas (Mufioz et al., 2018). De acuerdo con esto, hemos observado
que el tratamiento agudo con el activador de la AMPK, A769662 en arterias interlobares
renales, indujo una potente inhibicién de la produccién de ROS derivado de la NADPH,
asociado a una disminucion en la expresion de la Nox4 y una menor generacién de H.O».
La Nox4 produce mayormente H2O> en lugar de O>" y es una fuente importante de ROS
en las mitocondrias de la corteza y el endotelio renal (Block et al., 2009; Mufoz et al.,
2018). A pesar de que la AMPK regula negativamente el estrés oxidativo dependiente de
la Nox4 y la apoptosis en la diabetes y la obesidad (Decleves, Zolkipli, et al., 2014; Eid
et al., 2010), los resultados de nuestro estudio sugieren que la AMPK también puede
modular la produccién de H.O> dependiente de la Nox4 y las acciones vasoactivas en el
rifidn en condiciones fisioldgicas normales.

Por otro lado, se ha descrito que la AMPK puede reducir la actividad y la
expresion de otras subunidades de la Nox como la Nox2; los ratones knockout de la
subunidad AMPKa1 mostraron un aumento del estrés oxidativo vascular, una regulacion
al alza de la expresion de la Nox2 y una disfuncién endotelial mediada por un aumento
en la activacion del NF-kB en células endoteliales, efectos que fueron revertidos por el
AICAR (Schuhmacher et al., 2011; Song & Zou, 2012; Wang et al., 2010). Los resultados
de nuestra investigacion respaldan el papel de la AMPK como regulador fisiologico de la
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actividad de la Nox2 en arterias intrarenales, ya que la incubacién con el A769662 no
inhibio la produccion de ROS derivada de la Nox en condiciones de bloqueo de la Nox2,
mientras que si suprimio significativamente la generacion de O»~ tras el tratamiento con
ésteres de forbol, reduciendo la traslocacion y la fosforilacion de la p47phox e inhibiendo
asi la activacion de la Nox2, como se ha descrito también en miocitos cardiacos y
neutréfilos humanos (Alba et al., 2004; Balteau et al., 2014).

5.2 PAPEL DE LA AMPK EN LA DISFUNCION ENDOTELIAL RENAL Y
ESTRES OXIDATIVO EN LA OBESIDAD

La obesidad es un factor de riesgo para el desarrollo de ERC independiente de la
diabetes, la hipertensién y otras comorbilidades y la alteracion de la actividad de la
AMPK parece desempefiar un papel clave en la inflamacion y la fibrosis subyacente en
la nefropatia asociada a la obesidad (Decleves et al., 2011). En este trabajo demostramos
por primera vez que la activacion de la AMPK no s6lo mejora el estado metabdlico y
reduce la inflamacion en el rifidn en modelos de obesidad genética sino que también
mejora la disfuncion endotelial y el estrés oxidativo vascular y restaura el equilibrio

redox en la corteza renal en la obesidad.

5.2.1 AMPK vy disfuncion vascular renal

Se ha descrito que la actividad de la AMPK esté alterada en masculo, higado y
rifidn en condiciones de estrés metabdlico como la obesidad (Ix & Sharma, 2010; Liu et
al., 2005; Motawi et al., 2009). En el rifidn, la reduccion de la actividad de la AMPK se
ha asociado con inflamacion, hipertrofia glomerular, lesién tubular y albuminuria en
ratones obesos con dieta alta en grasas (HFD), mientras que la activacion de la AMPK
tras el tratamiento con AICAR evitd efectos estructurales y funcionales anormales en
animales con HFD (Decleves et al., 2011; Kume et al., 2007; Szeto et al., 2016). Los
resultados de este trabajo muestran que la expresion y la actividad de la AMPK estaban
reducidas significativamente en arterias renales de ratas geneticamente obesas, junto con
una reduccion de los efectos relajantes del NO mediados por el activador de la AMPK,
AT769662, y una disminucion de la fosforilacion de la ACC, enzima limitante de la
velocidad para la sintesis de novo de AG que favorece la B-oxidacion mitocondrial de
AG. Mientras que la disminucién de las relajaciones dependientes de endotelio en los
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animales obesos indican disfuncion endotelial, la disminucion de la actividad de la ACC
podria estar involucrada en la lipotoxicidad vascular renal, como se demostr6 en el
endotelio de aortas de ratas OLEFT obesas, donde el aumento de los triglicéridos y la
peroxidacion lipidica se asocié con la reduccion de la actividad de la AMPK, la
disminucion de la biodisponibilidad del NO y la disfuncion endotelial (Lee et al., 2005).
Por lo tanto, la disfuncion renal relacionada con la disfuncion de la AMPK en la obesidad
no solo se debe a la glomerulopatia, la fibrosis o la lesién tubular inducida por
lipotoxicidad (Decleves et al., 2011; Decleves, Sharma, et al., 2014; Szeto et al., 2016)
sino también a las acciones vasculares deterioradas de la AMPK.

Como se ha comentado anteriormente, la AMPK esta implicada en la regulacion
metabolica del flujo sanguineo renal y su activacion produce la vasodilatacion de arterias
renales humanas a través de mecanismos tanto dependientes como independientes del
endotelio (Rodriguez et al., 2020). Entre los resultados obtenidos en este trabajo, se
encontraron que la disminucion de los efectos relajantes tras la activacion de la AMPK
en arterias preglomerulares de ratas obesas, se asocié con disfuncion endotelial y una
alteracion de la via PI3K/eNOS/NO. Ademas, las relajaciones inducidas por la ACh y la
isoprenalina, agonista endotelial de los receptores [-adrenérgicos, se redujeron
significativamente junto con la actividad y la expresion de laeNOS y la Akt en las arterias
renales de OZR. Los B-adrenoceptores del endotelio pueden regular la actividad de la
eNOS vy la vasodilatacién mediada por NO, a través de la fosforilacién de la eNOS
mediante diferentes vias, entre las que se incluyen las vias PKA/Akt y PI3K/Akt
(Banquet et al., 2011; Kou & Michel, 2007) ambas vias activadas por la AMPK. En
consecuencia, tanto las relajaciones mediadas por la isoprenalina como las mediadas por
la AMPK no se vieron afectadas tras la retirada mecanica del endotelio ni tampoco tras
el blogueo de la eNOS o la PI3K, confirmando asi la alteracion de la via endotelial
PIBK/NOS/NO en arterias preglomerulares renales de ratas obesas. En las relajaciones
dependientes del endotelio mediadas por la AMPK en las arterias renales participa el NO
pero también la hiperpolarizacion derivado del endotelio (EDH) mediada por la
activacion de canales IKca (Rodriguez et al., 2020; Rodriguez et al., 2021). Sin embargo,
es poco probable que este componente de relajacion EDH sea el responsable de la
alteracion de la vasodilatacion mediada por la AMPK, ya que la respuesta EDH esta
incrementada para compensar la disfuncion endotelial en las arterias renales en la
obesidad (Muiioz et al., 2019). Por lo tanto, nuestros hallazgos demuestran en primer
lugar que la disfuncién endotelial se debe a una alteracion en la via PI3K-Akt-eNOS y se
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asocia con la disminucién en la vasodilatacion inducida por la AMPK en arterias
preglomerulares de ratas genéticamente obesas, como también se ha descrito
anteriormente en arterias de conductancia como la aorta en modelos de obesidad
inducidos por la dieta (Concha F. Garcia-Prieto et al., 2015). Por el contrario, la
vasodilatacion renal independiente del endotelio mediada por la AMPK, se conservo o
incluso aument6 en OZR, como lo demuestran las relajaciones inducidas por el activador
AMPK (A769662) en arterias preglomerulares sin endotelio y también en arterias tratadas
con inhibidores de la eNOS o la PI3K. La AMPK se expresa tanto en células endoteliales
como en células del MLV de arterias renales y puede activar canales Katp y fosforilar la
bomba SERCA del MLV contribuyendo asi a la relajacion arterial y a la regulacion
metabdlica del flujo sanguineo renal (Rodriguez et al., 2020; Rodriguez et al., 2021). Las
acciones vasodilatadoras de la AMPK a nivel del MLV estan preservadas en las arterias
de OZR, lo que sugiere un potencial terapéutico para los activadores de la AMPK en las
complicaciones vasculares de las enfermedades metabdlicas, donde la disfuncion del
endotelio y la alteracion de la via eNOS/NO reducen la biodisponibilidad del NO.

5.2.2 Efectos beneficiosos de la activacion de la AMPK sobre la disfuncion vascular
renal

Por otro lado, nuestros resultados confirman el papel clave de la AMPK en la
funcidn vascular renal y demuestran que la activacién de la AMPK mejora la disfuncién
endotelial renal en las arterias preglomerulares en la obesidad. El tratamiento ex vivo
agudo con el A769662 en arterias renales, aument6 la fosforilacion de la ACC y la
actividad y la expresion de la eNOS en LZR, datos que apoyan la participacion de la via
PI3K/Akt/NO en la vasodilatacion renal mediada por la AMPK (Levine et al., 2007). En
arterias preglomerulares de ratas obesas, el A769662 restaur6 la vasodilatacion
dependiente del endotelio mediante el aumento de la expresion de la eNOS. La activacion
de la AMPK también esta implicada en las relajaciones mediadas por EDH en arterias de
resistencia, ya que esta descrito que esta vasodilatacién tipo EDH se pierde tras la
eliminacion especifica de la subunidad AMPKay endotelial (Enkhjargal et al., 2014). Por
lo tanto, la estimulacion de los canales 1Kca endoteliales y la respuesta de tipo EDH
descrita recientemente en arterias intrarreales (Rodriguez et al., 2020; Rodriguez et al.,
2021) también podrian contribuir a la restauracion inducida por el A769662 de las
relajaciones dependientes del endotelio en arterias intrarrenales de ratas obesas. Los

efectos beneficiosos de la activacion de la AMPK sobre la disfuncién endotelial renal de
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animales obesos se evaluaron ademas con un ensayo in vivo con la administracion del
AT769662 en un modelo ob/ob de obesidad genética/sindrome metabdlico. Los resultados
de este trabajo muestran que existe disfuncion endotelial y una alteracion en las vias de
relajacion mediada por los receptores B-adrenérgicos, asi como una reduccion de la
vasodilatacion inducida por la AMPK en arterias interlobares preglomerulares de ratones
ob/ob, como lo representan las relajaciones deterioradas a la ACh, la isoprenalina y el
AT769662. Curiosamente, se observo que la fosforilacion y la expresion de la eNOS
estaban aumentadas en las muestras de corteza renal (incluyendo arterias, glomérulos y
capilares peritubulares) de los mismos animales, lo que sugiere una regulacion
compensatoria de la actividad eNOS para proteger la funcion endotelial glomerular
mediada por NO en el rifion de los ratones ob/ob. Ademas, también se encontrd que la
corteza renal del rifidn obeso estaba protegida metabdlicamente, como lo demuestra el
aumento de la fosforilacion de la AMPK y la ACC, indicativos de una mayor actividad
basal de la AMPK, que podria reflejar un mecanismo de compensacién por el exceso y la
acumulacion de AG en las células tubulares renales y endoteliales, en un intento de
aumentar la incorporacion de estos AG a las mitocondrias para su B-oxidacion, como ya
se ha descrito anteriormente en miocitos de humanos obesos (Green, Macrae, etal., 2011)

En el presente estudio, la activacion de la AMPK a través de la administracion in
vivo del A769662 mejord el estado metabolico y redujo los niveles plasmaticos de
glucosa, la ingesta diaria de alimentos y el peso del rifién, pero también evitd la
inflamacion y en particular mejord la disfuncién vascular renal de los animales obesos.
Asi, las relajaciones dependientes del endotelio producidas por la ACh de los animales
obesos se restablecieron a los niveles de las ratas control y las relajaciones inducidas por
la isoprenalina en las arterias interlobares preglomerulares mejoraron tras la
administracion in vivo del A769662 en ratones ob/ob, mientras que la actividad basal de
la AMPK aument6 mucho méas en muestras de corteza renal. Los efectos beneficiosos de
la activacion de la AMPK en la funcion vascular renal del rifion obeso son consistentes
con las acciones protectoras a nivel cardiovascular de los farmacos utilizados en el
tratamiento de trastornos metabdlicos que activan a la AMPK como el AICAR, la

metformina o las tiazolidinedionas (Ewart & Kennedy, 2011).
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5.2.3 Efectos beneficiosos de la activacion de la AMPK sobre la inflamacion

La lesion renal asociada a la obesidad se ha relacionado con la inflamacion renal
y el estrés oxidativo, procesos patologicos que son mejorados por la activacion de la
AMPK en modelos de obesidad inducidos por la dieta (Decleves et al., 2011; Decleves,
Sharma, et al., 2014). En la obesidad, el desequilibrio metabdlico favorece una
inflamacidn crénica de bajo grado y la acumulacion de AG, que aumentan los niveles
circulantes de citoquinas proinflamatorias como el TNFa a través de la activacion del
factor de transcripcion NFkB, afectando a la sefializacion de insulina en el musculo
esquelético, el tejido adiposo y las células endoteliales (Green, Macrae, et al., 2011;
McLaughlin et al., 2008; Prieto et al., 2014; Weisberg et al., 2003). El TNFa a su vez ha
sido involucrado en la inhibicién de la actividad de la AMPK en el mdsculo esquelético
en la obesidad a través del receptor TNF1, suprimiendo la oxidacion de AG y
promoviendo la resistencia a la insulina (IR) (Steinberg et al., 2006). Los resultados
obtenidos demuestran que hay una respuesta inflamatoria en el rifion de ratones
genéticamente obesos, ya que hay un aumento de los niveles de TNFa debido a un
incremento en la activacion de la via de sefializacion NF-xB, como representa el aumento
en la fosforilacion de IKK, que permite la translocacion del NF-kB al nucleo y su
activacion (Hinz et al., 2012). La administracion in vivo del A769662 disminuy0 la
inflamacién en la corteza renal de ob/ob, al suprimir la sefializacion de NF-xB y
reduciendo la fosforilacién de IKK, lo que conduce a una disminucién de los niveles de
la citoquina inflamatoria TNFa. Estos hallazgos respaldan el papel modulador de los
activadores de la AMPK como el AICAR y la metformina en la inflamacion, como se
demostro en otros tipos de celulas como las gliales (Giri et al., 2004) las células
endoteliales (Katerelos et al., 2010) y los miocitos de pacientes obesos/ diabéticos tipo 2
(Green, Macrae, et al., 2011) y son consistentes con el efecto antiinflamatorio descrito
anteriormente para el AICAR en rifiones de ratones obesos con HFD (Decleves et al.,
2011; Decleves, Sharma, et al., 2014). Ademas, estudios previos han demostrado que la
activacion de la AMPK ejerce sus efectos vasoprotectores no sélo a través del aumento
de la biodisponibilidad del NO endotelial, sino también a través de sus efectos
antiinflamatorios sobre las células endoteliales mediante la supresion de NF-xB, TNFay
moléculas de adherencia como VCAM-1y la E-selectina (Hattori et al., 2010; Krasner

etal., 2014). En consecuencia, la supresion de la sefializacion de NF-kB en muestras de
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corteza renal de ratones ob/ob después de la administracion in vivo del A769662 podria

atribuirse en parte a su accion antiinflamatoria en el endotelio glomerular.

5.2.4 Efectos beneficiosos de la activacion de la AMPK sobre el estrés oxidativo

La sobreproduccion de ROS vy el estrés oxidativo juegan un factor clave en la
patogénesis de la diabetes y las complicaciones vasculares relacionadas con la obesidad,
incluyendo nefropatia diabética (Decleves et al., 2011; Jha et al., 2014; Mufioz et al.,
2019; Mufioz et al., 2015; Sharma, 2016). Los resultados de este trabajo demuestran que
la produccion de superdéxido dependiente de NADPH estaba reducida significativamente
en la corteza renal de ratones ob/ob en comparacion con los controles, al igual que la
produccion de superdxido en el corazén de los mismos animales, a pesar de que los
niveles de ROS cardiacos en animales sanos eran significativamente mas bajos que los
del rifidn. La reduccién en la produccidén de superoxido renal en ratones ob/ob es
consistente con la disminucion en los niveles de generacion de H2O; basal y dependiente
de NADPH observados recientemente en la corteza renal de la rata obesa Zucker (Mufioz
et al., 2019). Estos hallazgos en modelos de roedores de obesidad genética estan de
acuerdo con los reportados por primera vez por el grupo de Sharma en el rifién diabético
(Dugan et al., 2013), donde la alteracion de la AMPK promovié una reduccion de la
produccion de superdxido mitocondrial que se atribuy6 al deterioro de la actividad de la
cadena de transporte de electrones. Las mitocondrias son una fuente importante de
generacion de ROS vy representan el 80% del superoxido basal producido de forma
endogena. La B-oxidacion de AG es una fuente de energia principal para las células con
un alto gasto metabdlico como son los miocitos cardiacos y las células renales del tubulo
proximal, representando la [-oxidacion de AG en las mitocondrias, dos tercios del
consumo de O3 total del rifion. Por lo tanto, la reduccion de la produccién de superoxido
en el rifion de los modelos de roedores de diabetes (Dugan et al., 2013; Sharma, 2016) y
de obesidad, como se muestra en el presente estudio, podrian reflejar una disfuncion
mitocondrial que estaria relacionada con la alteracion en el metabolismo de AG, que
también se ha demostrado que se produce en la fibrosis tubulointersticial en el rifién
humano (Kang et al., 2015).

Se ha demostrado que la lipotoxicidad renal y la oxidacion defectuosa de los AG,
causada por la acumulacion de lipidos, y la lesion renal en la obesidad estan relacionados

con una reduccion de la actividad de la AMPK (Decleves et al., 2011; Decleves, Zolkipli,
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et al., 2014; Szeto et al., 2016). En nuestro estudio, la activacién de la AMPK por el
tratamiento in vivo con A769662 restauro la produccién de superdxido en la corteza renal
pero no en el corazon de ratones ob/ob, y mejord la actividad de la AMPK y la ACC. Al
fosforilar e inhibir a la ACC, la AMPK disminuye la sintesis lipidica y aumenta la f3-
oxidacion de AG en las mitocondrias, lo que sugiere que el tratamiento con el activador
de la AMPK restaura la funcién mitocondrial y el equilibrio redox en el rifidn de ratones
obesos, de acuerdo con lo reportado anteriormente para el riidn diabético en el que la
activacion de la AMPK con AICAR mejor0 la generacion de superoxido mediante la
mejora de la actividad de los complejos I y 11 y la biogénesis mitocondrial (Dugan et al.,
2013) lo que conduce a una mejora de la inflamacién, la fibrosis y la albuminuria
(Decléeves & Sharma, 2015; Decleves et al., 2011; Dugan et al., 2013).

A diferencia de los niveles disminuidos de superdxido que se encuentran en los
tejidos tubulares renales de ratones ob/ob, la sobreproduccion de ROS se ha descrito en
células mesangiales y en tejidos vasculares de rifiones obesos y diabéticos, en el que
varias fuentes de generacién de ROS entre las que se incluyen la COX-2, la xantina
oxidasa y la Nox han estado involucradas en el estrés oxidativo (Elmarakby & Imig,
2010; Jha et al., 2014; Mufioz et al., 2019; Mufioz et al., 2015). En consecuencia, se
confirmd que la produccion de superdxido dependiente de NADPH se incrementd
considerablemente en las arterias preglomerulares de ratas obesas, como se habia descrito
anteriormente (Mufioz et al., 2018; Mufioz et al., 2015), y se observo que la activacién
ex vivo e in vivo de la AMPK redujo el estrés oxidativo vascular. La AMPK reduce la
expresion de Nox4 en podocitos (Sharma et al., 2008) y modula el equilibrio redox en las
arterias preglomerulares renales a través de la reduccion de la expresion de la Nox4 y la
inhibicién de la activacién de la Nox2 (Rodriguez et al., 2020; Rodriguez et al., 2021).
La potente supresién de la generacién de superdxido inducida por el tratamiento ex vivo
con el activador de la AMPK, A769662, en arterias preglomerulares renales de OZR
podria atribuirse principalmente a la inhibicion de la Nox2, que genera superoxido, en
lugar de a la regulacion a la baja de la Nox4. El estrés oxidativo arterial en el rifién de las
ratas obesas se debe principalmente a la actividad aumentada de las enzimas generadoras
de superoxido Nox1y Nox2, a diferencia de la corteza renal donde el superdxido derivado
de la Nox se produce principalmente por Nox1, ya que tanto la expresion como actividad
de la Nox2 esta disminuida en los animales obesos (Mufioz et al., 2019); ademas se ha
descrito que la sobreexpresion de la Nox2 y la disfuncion endotelial mediada por el
aumento de la activacion del NF-xB observada en ratones knockout para AMPKay, se
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revertian gracias al tratamiento con el AICAR (Schuhmacher et al., 2011; Wang et al.,
2010). Por el contrario, se ha descrito que la expresion de la Nox4 y la produccion de
H>O2 derivada de la Nox4, estaban reducidas en tejidos vasculares de ratas genéticamente
obesas (Mufioz et al., 2019), asi como también en ratones diabéticos hiperglucémicos
tipo 1 y otros modelos de enfermedad renal cronica (Babelova et al., 2012; Saenz-Medina
et al., 2019). Los resultados obtenidos en el presente trabajo confirman que la expresion
de la Nox4 se redujo notablemente tanto en la corteza renal de ratones ob/ob como en las
arterias preglomerulares del rifidn OZR junto con una disminucion en la generacién de
H>0> dependiente de NADPH y unos efectos inhibitorios mucho menores por parte del
AT769662 en los niveles de H20-. Por lo tanto, la potente inhibicién de la produccién de
ROS inducida por el A769662 en arterias renales ex vivo podria atribuirse principalmente
a la Nox2 en lugar de a la inhibicion de la Nox4, que se asocia con la restauracion de las
relajaciones dependientes de endotelio. Ademas, los efectos beneficiosos de la activacion
de la AMPK sobre el estrés oxidativo vascular y la disfuncion endotelial en el rifidén de
animales obesos y el potencial antioxidante terapéutico de la activacion de la AMPK
vascular fueron confirmados por la reduccion de los niveles de superoxido derivados de

la NADPH en arterias renales de OZR después del tratamiento in vivo con el A769662.
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En el presente trabajo de Tesis Doctoral, se ha valorado el papel de la AMPK en la

funcién vascular renal en condiciones fisioldgicas, asi como los efectos de un activador

selectivo de AMPK sobre la funcidn endotelial, el estrés oxidativo y la inflamacion en

modelos de roedores de obesidad genética.

De los resultados obtenidos, se pueden deducir las siguientes conclusiones:

1.

La activacion de la AMPK produce una potente vasodilatacion en arterias renales

preglomerulares humanas y de ratas Wistar.

La vasodilatacion renal inducida por la activacion de la AMPK se produce a través
de mecanismos dependientes del endotelio mediante la activacion de la eNOS y
de los canales IKca y también a través de la activacion de canales Katp y la SERCA
enel MLV.

La relajacion inducida por la AMPK en el MLV de arterias renales
preglomerulares se acomparia de forma simultanea con descensos en la [Ca®']iy

por otra parte intervienen mecanismos de desensibilizaciéon al calcio.

La activacion de la AMPK reduce la produccion de ROS derivadas de la NADPH
oxidasa 4 y la NADPH oxidasa 2.

Las arterias renales preglomerulares de animales obesos presentan disfuncion
endotelial asociada a una alteracion en la actividad de la AMPK y de la via
endotelial PI3K/eNOS/NO, mientras que las acciones vasodilatadoras de la
AMPK a nivel de MLV estan preservadas en animales obesos.

El tratamiento in vivo con A769662, activador selectivo de la AMPK, mejora la
funcién vascular de arterias renales y reduce el estrés oxidativo vascular y la

inflamacion en arterias renales de animales obesos.

El equilibrio redox cortical anormal observado en el rifion de modelos genéticos

de obesidad, se restaura tras el tratamiento in vivo con el A769662.
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CONCLUSION FINAL

La evidencia experimental de los ultimos afos sefiala que la obesidad es un factor
de riesgo para el desarrollo de enfermedad renal cronica independiente de la diabetes y la
hipertension y que la alteracion de la actividad de la AMPK esta relacionada con la
nefropatia asociada a la obesidad. Los resultados de esta Tesis Doctoral demuestran que
la actividad de la AMPK vascular a nivel renal esta reducida y se asocia con disfuncién
endotelial, estrés oxidativo e inflamacion en modelos de roedores de obesidad genética.
Debido a que la AMPK esta altamente expresada en el rifion y regula el metabolismo y
numerosas funciones renales, un deterioro de la funcién vascular de la AMPK podria estar
implicado en el desarrollo de la lesion renal en la obesidad. Por otro lado, se ha descrito
que las acciones protectoras a nivel cardiovascular de muchos farmacos antidiabéticos
estan mediadas por la AMPK. Por ello, la activacion de la AMPK se ha propuesto como
una potencial diana terapéutica que proteja al rifion en estas situaciones. Nuestro trabajo
proporciona evidencia sobre el papel beneficioso de un activador selectivo de la AMPK,
el A769662, sobre el estado metabolico y la funcién vascular renal, actuando ademas
como antioxidante y antiinflamatorio. Ademas, nuestra investigacion muestra por primera
vez los mecanismos implicados a nivel endotelial y de MLV por los cuales la AMPK es
un potente vasodilatador y antioxidante renal en modelos animales, efectos que también
son reproducibles en arterias humanas, por lo que el potencial terapéutico podria ser
transferible y en un futuro situarse como una posible diana terapéutica para la prevencién
y el tratamiento de enfermedad renal cronica derivada de enfermedades metabdlicas,

como la obesidad.
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Figura 13: Mecanismos propuestos para el papel de la AMPK en la regulacién de la funcién

vascular renal.

La activacion de la AMPK por el A769662 estimula a la eNOS y aumenta la produccion
de NO vy activa los canales 1Kca de las células endoteliales, que inician una respuesta
hiperpolarizante que se expande hasta el MLV, produciendo una reduccién de la [Ca®']i
y vasodilatacion. En el MLV, la AMPK active los canales Katp y la SERCA, que
contribuyen también a reducir la [Ca?"]i, produciendo relajacién. La activacion de la
AMPK inhibe la produccion de ROS por parte de la Nox4 y la Nox2 en arterias renales.
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Figura 14: Mecanismos propuestos para el activador selectivo de la AMPK en la mejora de la
disfuncion vascular, estrés oxidativo e inflamacion en la obesidad.

La disfuncion vascular renal esta asociada a una alteracion en la via AMPK/PI3K/eNOS
endotelial, asi como un aumento de los marcadores proinflamatorios y del estrés oxidativo
vascular. La actividad de la p-AMPK y la p-ACC esta disminuida en la obesidad, lo que
indica una alteracion en la f-oxidacion de AG en la mitocondria. El tratamiento con el
activador de la AMPK (A769662) mejora la funcion vascular renal y el estado

metabdlico, actuando también como antioxidante y antiinflamatorio.
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