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OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar los niveles relativos del receptor AdipoR1 en EMP circulantes en
plasma de pacientes con DM2 e identificar su posible asociacién con el
marcador plasmatico de dafio endotelial sSVCAM-1.

Objetivos Especificos

1. Determinar los niveles de expresion relativa del receptor AdipoR1 en EMP
circulantes en plasma de dos grupos de estudio (pacientes con DM2 sin y

sujetos control sin DM2) mediante citometria de flujo.

2. Analizar en los dos grupos de estudio los niveles plasmaticos de
adiponectina y sVCAM-1 mediante ELISA.

3. Evaluar la asociacién entre los niveles relativos de AdipoR1 en EMP y la
concentracion plasmatica de adiponectina y sVCAM-1 en los dos grupos

estudiados.

Vi



RESUMEN

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) se caracteriza por la presencia de resistencia
a la insulina (RI). Los niveles bajos de adiponectina en plasma se han
relacionado con RI y la presencia de disfuncién endotelial en la DM2 como un
fendmeno proaterogénico con sobreexpresion de moléculas de adhesion. Se ha
reportado un incremento en plasma del nimero de microparticulas (MP) y MP
de origen endotelial (EMP) en pacientes con DM2, el cual esta relacionado con
el estado y activacion del endotelio vascular. No se tienen reportes sobre los
niveles o la participacion en el metabolismo de la DM2 del receptor de la
adiponectina “AdipoR1” en humanos. Por lo tanto el objetivo de este trabajo fue
determinar en plasma de pacientes con DM2 los niveles relativos de AdipoR1
en EMP e identificar su asociacion con la forma soluble de la molécula de
adhesion VCAM-1 (sVCAM-1) como marcador de dafio endotelial. Se utilizaron
muestras sanguineas de pacientes con DM2 y sujetos control para realizar un
analisis que incluyé adiponectina y sVCAM-1 mediante ensayos ELISA, el
célculo de HOMA-IR (estimador de RI) y un analisis de MP y antigenos de
superficie por citometria de flujo. Mientras que la adiponectina se observo
disminuida, sVCAM-1 y HOMA-IR resultaron incrementados en el grupo de
DM2. El porcentaje de MP anexina V, CD144 (EMP), CD106 y CD144/CD106
en el grupo de DM2 fue mayor y el de MP AdipoR1 menor. Se evidencid en
ambos grupos una correlacién positiva de sVCAM-1 con HOMA-IR y EMP, asi
como una correlacion negativa de sVCAM-1 con adiponectina (grupo control) y
MP AdipoR1. Los modelos de regresién lineal evidenciaron la dependencia de
HOMA-IR con adiponectina y AdipoR1 en MP, asi como la de sVCAM-1 con
adiponectina y HOMA-IR (grupo control). Estos resultados permiten suponer
como la variacion de los niveles y por lo tanto de los efectos antiinflamatorios y
citoprotectores del complejo adiponectina-AdipoR1 podria afectar la
concentracion en plasma de moléculas de adhesion y por lo tanto el éptimo
funcionamiento del endotelio vascular como sucede por ejemplo, en la DM2.
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INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) abarca un grupo de trastornos caracterizados por un
alto nivel de glucosa en sangre como resultado de defectos en la capacidad del
organismo para producir o utilizar la hormona insulina (American Diabetes
Association, 2014). La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) conocida anteriormente
como “diabetes no insulinodependiente” representa al menos el 90% del total de
los casos de diabetes, se caracteriza por la presencia de diferentes niveles de
resistencia a la insulina y constituye un padecimiento actual de creciente
prevalencia que suma hoy en dia mas de 387 millones de casos en el mundo
(International Diabetes Federation, 2013). Las enfermedades cardiovascular,
renal y cerebrovascular son alteraciones graves en el organismo que se asocian
con la DM2. Un factor comun entre estas complicaciones es el deterioro de la
funcidn endotelial propiciado en parte por la hiperglicemia cronica caracteristica
de la DM2 (Petrofsky, 2011).

La adiponectina es una hormona proteica sintetizada y secretada
principalmente por el tejido adiposo, esta adipocina es conocida por ejercer un
importante papel como regulador del metabolismo de la glucosa y los lipidos,
asi como de promover un efecto antiinflamatorio y citoprotector a nivel del
endotelio vascular (Yamauchi y col., 2003; Xin y col.,, 2011). Existen dos
receptores celulares descubiertos para la adiponectina denominados “AdipoR1”
y “AdipoR2”, los cuales son proteinas integrales de membrana que presentan
siete dominios transmembranales. AdipoR1 se encuentra de manera ubicua en
el organismo, es decir en células de endotelio vascular, higado, adipocitos,
hipotalamo, rifion y hueso, pero se observa en mayor proporcion en células de
musculo esquelético, a diferencia de AdipoR2 el cual se expresa de manera

predominante en células hepaticas (Kadowaki y Yamauchi, 2005).



Estudios realizados “in vitro” y en modelos murinos demuestran que la
adiponectina al unirse a su receptor de superficie AdipoR1 induce la activacion
de rutas de sefializacion intracelulares que intervienen en la captacion de
glucosa mediante la translocacién del transportador de glucosa 4 (GLUT4) a la
superficie celular (Schmid y col., 2013), en la oxidacién de los acidos grasos
mediante la regulacidon positiva y negativa de las enzimas acilcoenzima A
oxidasa y acetilcoenzima A carboxilasa, respectivamente (Buechler y col.,
2011). La interaccion adiponectina-AdipoR1 también disminuye la via de la
gluconeogénesis mediante la inhibicion de las enzimas hepéaticas
fosfoenolpiruvato carboxicinasa y glucosa-6-fosfatasa, y al mismo tiempo
incrementa la sefializacion de la insulina de manera directa al interaccionar con
su ligando natural e indirectamente mediante la disminucién del contenido

tisular de triglicéridos (Finelli y Tarantino, 2013).

A nivel de endotelio vascular AdipoR1 inhibe los procesos de inflamacion y
aterosclerosis porque suprime la adhesion de los monocitos a las células
endoteliales (Milosz y col., 2007), a través de la inhibicion de la expresion de
moléculas de adhesion tales como la molécula de adhesion a células
vasculares 1 y la molécula de adhesién intracelular 1 (VCAM-1 e ICAM-1,
respectivamente por sus siglas en inglés), esta regulacion estd mediada por la
inhibicion del factor de necrosis tumoral alfa (citocina proinflamatoria) y ésta a la
vez por una disminucion de la actividad del factor nuclear kB, lo que interrumpe
la formacion de células espumosas derivadas de macréfagos y la aparicion de

enfermedad vascular en masculo liso (Milosz y col., 2007; Plant y col., 2008).

VCAM-1 es una glicoproteina transmembranal inducible de la familia de las
inmunoglobulinas, se expresa en varios tipos de células y juega un papel
importante en una serie de respuestas inflamatorias e inmunes (Jaitovich y
Etcheverry, 2004). El nombre de sVCAM-1 hace referencia a la forma soluble
(circulante) de VCAM-1, la cual es liberada del endotelio activado a circulacién

mediante un proceso proteolitico, se encuentra elevada en estados de
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obesidad, hipertension, DM2 y aterosclerosis, y por ello los niveles circulantes
de esta molécula reflejan el grado de activacién e inflamacion endotelial, asi
como su expresion en la superficie de endotelio por lo que se considera como

un biomarcador de dafio endotelial (Milosz y col., 2007).

Las microparticulas (MP) son wuna poblacibn heterogénea de
microfragmentos membranales secretados hacia diferentes fluidos corporales
las cuales son liberadas de la membrana plasmatica de diferentes tipos
celulares como plaquetas, monocitos, linfocitos, eritrocitos, neutrofilos y células
endoteliales (Morel y col., 2011). Las MP endoteliales (EMP, por sus siglas en
inglés) son estructuras vesiculares complejas que se desprenden de las células
del endotelio en procesos de activacion o apoptosis temprana (Dignat-George y
Boulanger, 2011). En realidad, las EMP no sélo constituyen un marcador
emergente para evaluar lesion o disfuncion endotelial sino que también se
considera que desempefian un importante papel bioldgico en la inflamacién, la

lesion vascular, angiogénesis y la trombosis (Chironi y col., 2009).

Son pocos los estudios en los cuales se analice la expresion de AdipoR1 a
nivel de superficie celular tanto en sujetos sanos como en pacientes con algun
estado patolégico en el que esté comprometido el equilibrio éptimo del
funcionamiento del endotelio vascular; por lo tanto este proyecto planted llevar a
cabo un analisis de los niveles de la adiponectina y del receptor AdipoR1 en MP
y EMP circulantes en plasma de pacientes con DM2 para evaluar su asociacion
con la concentracion de sVCAM-1. Estos resultados permiten entender y
suponer como la disminucion de los niveles de la adiponectina o el receptor
AdipoR1 a nivel endotelial podria afectar la concentracion en plasma de
moléculas de adhesion como la sVCAM-1, la cual se encuentra elevada en
estados asociados con la DM2 como la inflamacion y activacién del endotelio

vascular.



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

Generalidades de la Diabetes Mellitus Tipo 2

La diabetes mellitus (DM) comprende un grupo de trastornos metabdlicos
caracterizados por la presencia de defectos a nivel de sintesis, secrecion o
accion de la insulina, que conducen a un estado de hiperglicemia cronica y
alteraciones en el metabolismo de los carbohidratos, lipidos y proteinas
(American Diabetes Association, 2014). Dentro de la clasificacion de la DM las
dos categorias mas amplias se designan como DM tipo 1 y DM tipo 2. La DM
tipo 2 (DM2) conocida anteriormente como “diabetes mellitus no
insulinodependiente” es el tipo mas comun de diabetes en México y a nivel
mundial y se caracteriza por presentar diferentes niveles de resistencia a la
insulina (International Diabetes Federation, 2013). La insulina es una hormona
gue se produce en el pancreas especificamente en los islotes de Langerhans y
es encargada de inducir la internalizacion de la glucosa en la célula (Lotfy y col.,
2011). Este tipo de DM representa mas del 90 % del total de todos los casos de
diabetes y su evolucion conlleva a la aparicion de complicaciones de caracter

microvascular y macrovascular (International Diabetes Federation, 2013).

Epidemiologia

La DM ha aumentado dramaticamente en las Ultimas décadas y es actualmente
una de las enfermedades no transmisibles mas comunes a nivel mundial
(International Diabetes Federation, 2013; World Health Organization, 2013).
Segun la Federacion Internacional de la Diabetes (FID) se estima que la DM es
la cuarta o quinta causa de muerte en la mayoria de los paises de altos

ingresos y ademas existen pruebas sustanciales de que este padecimiento es
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una epidemia en muchos paises en vias de desarrollo debido a que el 80% de
las personas con DM viven en paises de bajos y medianos ingresos. Segun la
FID se estimd en el 2013 que la prevalencia de DM en el mundo era del 8.3 %,
cifra que equivale a mas de 387 millones de casos de los cuales se considera
que el 46.3 % pertenece a un grupo de sujetos con DM pero que permanecen
sin diagnosticar. También se estimé que para el afio 2035 la prevalencia
mundial aumente a 592 millones de personas con DM, es decir un aumento
igual o mayor al 55 % de la prevalencia actual (International Diabetes
Federation, 2013).

México se encuentra entre los 10 paises con mayor prevalencia en nimero
de habitantes con DM en el mundo pues ocupa el sexto lugar de la lista con una
cifra de 11.7 % de la poblacion mexicana y un total de 8.7 millones de casos; el
pais que cuenta con mas habitantes con DM2 es China con un total 98.4
millones de casos y una prevalencia del 9.62 % de la poblacién total, le sigue la
India con un total de 65.1 millones (8.56 %) y en tercero se encuentran los
Estados Unidos de América con una cifra de 24.4 millones de casos (10.9 %)
(Tabla 1) (International Diabetes Federation, 2013). En Meéxico, segun la
Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) en el 2012 la proporcion
de adultos (20 afios de edad o mas) con diagnostico médico previo de DM fue
de 9.2 %, lo que representa un aumento de un 2.2 % en comparaciéon al 7 %

obtenido en el 2006 (Encuesta Nacional de Salud y Nutricion, 2012).

En la republica mexicana, la prevalencia mas alta por entidad federativa en
el periodo del 2006 al 2011 se mostrd en el Distrito Federal y las entidades de
Durango, Estado de México, Nuevo Leodn, Tamaulipas y Veracruz con una
escala de 10.2 a 12.3 %, mientras que el estado de Sonora, junto con Guerrero,
Jalisco, Nayarit y Tlaxcala ocupd el pendltimo lugar en la escala con una
prevalencia de 7.7 a 8.1 % de la poblacion total del estado (Encuesta Nacional
de Salud y Nutricién, 2012).



Tabla I. Principales paises/territorios con DM2 en 2014 y estimacion para 2035.

Pais/ 2014 Pais/ 2035
Territorio Millones  Territorio Millones
1 China 98.4 1 China 142.7
2 India 65.1 2 India 109.0
3 Estados Unidos de América 24.4 3 Estados Unidos de Ameérica 29.7
4 Brasil 11.9 4 Brasil 19.2
5 Federacion de Rusia 10.9 5 México 15.7
6 México 8.7 6 Indonesia 14.1
7 Indonesia 8.5 7 Egipto 13.1
8 Alemania 7.6 8 Pakistan 12.8
9 Egipto 7.5 9 Turquia 11.8
10 Japdn 7.2 10 Federaciéon de Rusia 11.2

Territorios en numero de personas con DM2 en un promedio de 20 a 79 afios

de edad, en el afio 2014 y estimacion para el afio 2035.

Adaptado de International Diabetes Federation, 2013.



Etiologia

La DM2 es una enfermedad metabdlica multifactorial causada por una compleja
interaccion entre la predisposicion genética y factores asociados al estilo de
vida (Park, 2011). Los factores asociados al estilo de vida, por ejemplo el
aumento de la ingesta caldrica en la dieta, la inactividad fisica o la obesidad, sin
duda contribuyen a la prevalencia reciente de la DM2 (Ventura y col., 2009; Hu,
2011); sin embargo los factores genéticos son también una variable

determinante en la susceptibilidad individual a esta enfermedad (Park, 2011).

Factores genéticos. Aunque en la actualidad el aumento de la prevalencia
de DM2 se debe principalmente a cambios en el estilo de vida, existen factores
genéticos determinantes que contribuyen a la susceptibilidad a esta enfermedad
(Kim y col., 2011). La importancia de estos factores se apoya en que existen
diferencias en la prevalencia de la DM2 de acuerdo a la etnicidad de la
poblacién; un ejemplo de ello es un estudio llevado a cabo en una poblacion de
indios Pima que residen en los Estados Unidos, los cuales se reporta que tienen
un riesgo por lo menos dos veces mayor de padecer DM2 en comparacion con
la poblacion americana en general (Cusi y Ocampo, 2011; Imaura y Maeda,
2011); de igual forma se ha reportado que la poblacion latina que reside en los
Estados Unidos tiene una incidencia dos veces mayor en comparacion con los
nativos americanos que tienen origen europeo (Cusi y Ocampo, 2011). La
ascendencia directa de los padres es otro factor importante, pues se ha
observado que los hijos de padres con DM2 pueden llegar a tener hasta un 40%
de probabilidad de padecer la enfermedad en comparaciéon con una poblacién
sin antecedentes familiares, la cual posee un riesgo del 7% (Imamura y Maeda,
2011; Park, 2011).

Se han identificado diversas variantes de secuencia de ADN que influyen en

la predisposicion individual a la DM2 y rasgos relacionados a esta tales como
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glucosa en ayuno e indice de masa corporal (Imamura y Maeda, 2011).
Diversos estudios han aportado un avance significativo en el campo de la
genética de algunas enfermedades comunes, sin embargo estos avances no
proporcionan por si solos suficiente informacion para mejorar el diagnostico y
tratamiento de la DM2 (Imamura y Maeda, 2011). Con la aplicacion de distintas
estrategias de mapeo gendémico se han identificado genes de susceptibilidad
para el desarrollo de la DM2, entre los mas importantes estan el gen para el
receptor activado por proliferadores de peroxisomas (PPAR, por sus siglas en
inglés), el gen para la calpaina-10, el gen TCFL2, CDKAL1 y IGF2BP2, asi
como también el gen de la adiponectina entre algunos otros (Goldstein y Muller-
Wieland, 2003; Chauhan y col., 2010; Imamura y Maeda, 2011).

Factores asociados al estilo de vida. La DM2 es una crisis de salud
publica mundial impulsada por la rapida urbanizacion y el estilo de vida
‘occidental” el cual se encamina cada vez mas al sedentarismo. Estudios
epidemiologicos y ensayos clinicos aleatorios muestran que la DM2 se puede
prevenir mediante modificaciones en el estilo de vida, son factores de riesgo
modificables para el desarrollo de la DM2 el sobrepeso y obesidad, la calidad
de la dieta (carga glucémica, ingesta de grasa, fibra y alimentos integrales), la

inactividad fisica, el consumo de alcohol y el tabaquismo (Hu, 2011).

La obesidad ha sido reconocida como uno de los principales factores de
riesgo para el desarrollo de la DM2, puesto que varios estudios prospectivos en
poblaciones muy diferentes han demostrado una fuerte asociacion positiva
entre el indice de masa corporal (IMC) y el aumento de peso con el posterior
desarrollo de la DM2. Al mismo tiempo, en muchos de estos estudios se
establece que la pérdida de peso puede tener importantes efectos benéficos
sobre el control glicémico y por tal motivo del riesgo a un préximo diagndstico

de DM2 en personas con sobrepeso u obesidad (Bazzano y col., 2005).



La dieta es uno de los principales factores de riesgo modificables para el
desarrollo de la DM2 y aunque la ingesta excesiva de calorias es un factor
impulsor importante para la diabetes, la calidad de las grasas y carbohidratos
en la dieta juegan un papel importante independiente del IMC. En particular una
dieta con una alta carga glicémica aumenta la demanda de insulina y puede
llevar al agotamiento de las células beta del pancreas, lo que implica a largo
plazo un riesgo para el desarrollo de DM2 y enfermedad cardiovascular
(Ventura y col., 2009; Hu, 2011).

Estudios en animales demuestran que las grasas monoinsaturadas o
poliinsaturadas parecen tener efectos benéficos sobre la accion de la insulina,
mientras que las grasas saturadas y en general las dietas con alto contenido de
grasas totales parecen disminuir la sensibilidad de la misma. El estilo de vida
sedentario es un factor de riesgo para la diabetes debido a que se ha
demostrado que las personas con un estilo de vida fisicamente activo tienen
una respuesta menos exacerbada de la concentracion de insulina plasmatica en
respuesta a una carga de glucosa debido a que ejercicio promueve un aumento

de la sensibilidad de los tejidos a la insulina (Hu, 2011).

El tabaquismo es un factor de riesgo independiente para la DM2, se
describe que los fumadores tienen mayor riesgo de desarrollar DM2 en
comparaciéon con los no fumadores (Willi y col., 2007). Esto sucede porque a
pesar de que los fumadores pueden llegar a ser mas delgados que los no
fumadores, esta poblacion se asocia con un mayor riesgo de obesidad central,
ademas que el tabaquismo tiene efectos antiestrogénicos en las mujeres y
disminuye la testosterona en plasma en los hombres; efectos que pueden
favorecer la resistencia a la insulina y la apariciéon de la DM2 (Hu, 2011). Otro
factor relacionado a la diabetes es el consumo de alcohol, existen posibles
efectos benéficos del consumo moderado de alcohol los cuales incluyen una
mejora a la sensibilidad de la insulina, aumento del HDL-colesterol y

adiponectina (Koppes y col., 2005). Sin embargo su consumo excesivo tiene
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varios efectos metabdlicos entre los cuales se encuentra la obesidad, el
aumento de los niveles de triglicéridos, pancreatitis, alteraciones del
metabolismo de los carbohidratos y el deterioro de la funcion hepatica (Koppes
y col, 2005; Hu, 2011).

Patogenia

En respuesta a una ingesta de carbohidratos los individuos con un metabolismo
normal de la glucosa presentan un perfil plasmatico de insulina, glucosa y
glucagon que después de dicha ingestion se observa con un aumento en los
niveles de glucosa, una sodlida respuesta de insulina para disponer a nivel
celular de la carga de glucosa ingerida y una interrupcion en la secrecion de
glucagén en plasma. Esta interaccién permite que la glucosa plasmatica
permanezca dentro de un intervalo homeostatico muy estrecho a pesar de la
variacion en la ingesta de alimentos que se produce entre el ayuno y el estado
postprandial, de tal forma que tanto la insulina como el glucagon representan un
conjunto clave de hormonas que estan implicadas en la regulacién de la

respuesta metabdlica de la glucosa (Spellman, 2010).

Un factor muy importante para la comprension de la regulacion defectuosa
de la glucosa en la DM2 es la resistencia a la insulina, que se define como una
condicion clinica caracterizada por una disminuciéon de la sensibilidad y
capacidad de respuesta a las acciones metabdlicas de la hormona insulina por
parte de los tejidos (Ginsberg, 2000). La falta de sensibilidad a la insulina
provoca el inicio y la generacion de un estado conocido como hiperinsulinemia
debido a que se produce un aumento compensatorio en la secrecion de insulina
por parte de las células beta pancreaticas en un intento por mantener una
tolerancia a la glucosa normal (Mercurio y col., 2012). La hiperinsulinemia es
una de las principales caracteristicas de la resistencia a la insulina y ésta ultima

de varias condiciones patologicas tales como obesidad, DM2 y sindrome
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metabdlico; también la resistencia a la insulina representa la anomalia mas
tempranamente detectable en la historia natural de la DM2 cuya evolucion
implica defectos en la sintesis y secrecion de la hormona insulina (Mercurio y
col., 2012).

La resistencia a la insulina se manifiesta sobre todo en tejidos periféricos
como musculo esquelético y tejido adiposo con una tasa baja de captacién y
oxidacién de moléculas de glucosa. El mecanismo compensador asociado a la
hiperinsulinemia se traduce en el evento por el cual el individuo es capaz de
mantener una tolerancia normal a la glucosa durante periodos finitos de tiempo,
cuando dicho mecanismo de control homeostatico es insuficiente
(probablemente por causas asociadas a defectos de la sintesis y/o secrecion
hormonal) sobreviene la intolerancia a la glucosa y en consecuencia el
desarrollo de la DM2 (Pérez, 2009).

Complicaciones Vasculares

Las manifestaciones clinicas de la DM2 son variadas y en muchas ocasiones
inespecificas, aunque la mayoria de los signos y sintomas estan relacionados
con la hiperglicemia sostenida o la resistencia a la insulina, las primeras
manifestaciones de la DM2 tienden a aparecer durante la edad adulta después
de la tercera década de vida y son mucho mas discretas que las que se
presentan en la DM1, de hecho un alto porcentaje de pacientes son
asintomaticos y tan solo exhiben altas concentraciones de glucosa en plasma
(Diaz y col., 2004). Las complicaciones en los pacientes con DM2 pueden ser
agudas o cronicas pero es poco frecuente que la primera manifestacion sea un
cuadro agudo de descompensacion como por ejemplo una cetoacidosis o un
coma hiperosmolar, generalmente al paciente diabético se le identifica cuando
manifiesta alguna complicacion crénica de la enfermedad como por ejemplo la

neuropatia diabética (Diaz y col., 2004).
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En la actualidad las complicaciones agudas derivadas de este padecimiento
han dejado de ser la principal causa de muerte por lo que ahora el paciente con
DM2 presenta una mayor longevidad, sin embargo debe enfrentarse a las
complicaciones crénicas que involucra este padecimiento. Estas complicaciones
dependiendo de si afectan los vasos capilares sanguineos pequefios o de
mayor calibre se clasifican en microvasculares y macrovasculares,

respectivamente (Diaz y col., 2004).

Las complicaciones microvasculares se relacionan principalmente con dafio
al endotelio y al musculo liso de la microvasculatura y se manifiestan como
nefropatia, retinopatia y neuropatia diabética las cuales estan estrechamente
relacionadas con la edad, duracion de la diabetes y el control glicémico (Diaz y
col., 2004). Las complicaciones macrovasculares son las mas comunes en la
DM2 e incluyen a un grupo de trastornos que se caracterizan por la presencia
de ateroesclerosis y enfermedad isquémica del corazén en todas sus
modalidades y ésta ultima la principal causa de morbilidad y mortalidad ademas
de ser el mayor contribuyente a los costos directos e indirectos de la DM2

(Figura 1) (International Diabetes Federation, 2014).

Disfuncién Endotelial en la DM2

En individuos sanos el endotelio vascular regula un complejo equilibrio de los
factores que mantienen la homeostasis vascular y la funcion arterial normal
(Roberts y Porter, 2013). Una interrupcién funcional del endotelio se conoce
como un evento temprano que subyace en el desarrollo posterior de
enfermedad cardiovascular y aterosclerosis (Tabit y col., 2010). La creciente
epidemia mundial de DM2 es un problema importante que confiere un riesgo
significativamente mayor de padecer enfermedad cardiovascular ademas de la

presencia disfuncion endotelial (Roberts y Porter, 2013).
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Figura 1. Complicaciones microvasculares y macrovasculares en la DM2.

Adaptado de International Diabetes Federation, 2013
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Dentro de ese intricado equilibrio que existe entre la sangre y los tejidos
circundantes, el endotelio forma una monocapa que comprende a su vez la
capa mas interna de los vasos sanguineos (Michiels, 2003). Durante las ultimas
décadas se ha demostrado que el endotelio es una membrana semipermeable
gue ejerce un papel clave en el mantenimiento de la homeostasis vascular,
facilita el paso de sustancias tales como nutrientes y leucocitos a través de la
pared del vaso y segrega numerosos mediadores necesarios para el
funcionamiento normal vascular, incluyendo los que regulan el tono vascular, la
coagulacion, la modulaciéon de la respuesta inmune y el control de crecimiento

celular vascular (Roberts y Porter, 2013).

El oxido nitrico (NO, por sus siglas en inglés) es uno de los factores
derivados de endotelio mas importantes debido a que desempefia multiples
funciones en la prevencion de la formacién de ateroma (Roberts y Porter, 2013).
Es producido por la enzima sintasa 6xido nitrico endotelial (eNOS, por sus
siglas en inglés) y se difunde en las células del musculo liso vascular vecinas
para mediar la vasodilatacion vascular (Tabit y col., 2010). EI NO inhibe la
agregacion plaquetaria y la transcripcion a nivel nuclear de moléculas de
adhesion de leucocitos como lo es la molécula de adhesion a células vasculares
1 (VCAM-1, por sus siglas en inglés) (Roberts y Porter, 2013).

Las moléculas de adhesion son receptores de membrana que intervienen en
diversas funciones relacionadas con el trafico celular, con interacciones entre
células y con la adhesion de células a la matriz extracelular (Biesiada y col.,
2009). Las moléculas de adhesion participan en procesos tan variados como
crecimiento, diferenciacion, migracion y apoptosis (Jaitovich y Etcheverry,
2004). De la superfamilia de inmunoglobulinas se clasifican tres grupos; VCAM-
1, ICAM-1y 2 y PECAM-1 (molécula de adhesién plaquetaria 1, por sus siglas
en inglés). La VCAM-1 se expresa en la superficie endotelial y participa en la
extravasacion leucocitaria particularmente de linfocitos, baséfilos, eosindfilos y

monocitos; mientras que las ICAM-1y 2 se expresan en el endotelio, linfocitos y
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otros leucocitos, y se relacionan principalmente con el tréfico leucocitario a
través de diferentes tejidos mediante la interaccién con las integrinas (32
(Biesiada y col., 2009).

La disfuncién endotelial se refiere a la incapacidad del endotelio para
regular la homeostasis vascular y esencialmente se describe como el “retorno”
del equilibrio fisiolégico en favor de los efectos vasoconstrictores,
proinflamatorios y protromboéticos que promueven la aterosclerosis. Tales
anormalidades en la funcion endotelial pueden ser detectadas precozmente en
el desarrollo de enfermedad cardiovascular antes de que los sintomas clinicos

sean evidentes (Roberts y Porter, 2013).

La disfuncion endotelial es un término que generalmente se refiere a la
reduccion de la biodisponibilidad de NO ocasionada por una disminucion de la
expresion y activacion de eNOS (Tabit y col.,, 2010). Existen muchos
mecanismos propuestos para explicar la relacion de la DM2 con la alteracién de
la vasodilatacién de endotelio que se observa en dichos pacientes, sin embargo
estos mecanismos aun no estan claramente descritos y se menciona que
posiblemente se deba a que los pacientes con DM2 suelen mostrar multiples
desequilibrios homeostaticos ademas de la hiperglicemia crénica y por lo tanto
se infiere que dichas alteraciones inducen disfuncion endotelial
independientemente de la presencia de DM2 lo que indica una etiologia

multifactorial ademas de la hiperglicemia “per se” (Hamburg y col., 2008).

Ademas de participar en la homeostasis de la glucosa la insulina activa vias
de sefializacion intracelular involucradas en el mantenimiento del endotelio, una
de las mas importantes vias vasoprotectoras es la via de fosfatidilinositol 3
cinasa (PI3K, por sus siglas en inglés) la cual promueve la captacion de glucosa
y un aumento en la produccion de NO a través de la expresion y activacion de
la eNOS (Figura 2) (Roberts y Porter, 2013). En circunstancias fisiologicas

predomina sobre otras vias la PI3K que regula el adecuado equilibrio de los
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Figura 2. Principales vias de sefializacion intracelular de la insulina.

En condiciones fisiologicas predomina la activacion de PI3K y un efecto de
caracter antiaterogénico. En la resistencia a la insulina la deficiencia selectiva

de la via PI3K conduce a un predominio de la activacion de la via MAPK cuyos

efectos son predominantemente proaterogénicos.

(IRS 1/2, sustrato del receptor de insulina 1 y 2; Akt, proteina cinasa B; Shc,

proteina cinasa Shc; Ras, proteina cinasa Ras; MEK 1/2 proteina cinasa MEK 1

y 2; Erk 1/2 receptor cinasa extracelular 1y 2).

Adaptado de Roberts y Porter, 2013.
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vasos sanguineos pero se ha observado en diversos estudios que en estados
de resistencia a la insulina (caracteristica de la DM2) existe una disminucion
selectiva de la via PI3K que no afecta la seleccion de la via de las proteinas
cinasas activadas por mitbgenos (MAPK, por sus siglas en inglés) también
llamada como via de las MAP cinasas (Cusi y col., 2000).

La disminucién selectiva de PI3K provoca una disminucion de la actividad
de la enzima eNOS mientras que la estimulacion de la via MAPK provoca un
incremento en la activacion del factor de transcripcion nuclear kB (NF-kB, por
sus siglas en inglés) y por lo tanto la induccion de estrés oxidativo, incremento
en la expresion de las moléculas de adhesion y aumento de la resistencia a la
insulina, ademas de que se reduce la captacion de glucosa mediada por PI3K lo
gue aumenta la persistencia de un estado de hiperinsulinemia que a la vez
favorece aun mas la apariciéon de un estado de sefalizacion proaterogénico con

deficiente produccion de NO (Cusi y col., 2000).

Por otra parte se ha demostrado que existe una amplia gama de estimulos
nocivos como citocinas proinflamatorias, quimiocinas, moléculas de adhesion y
factores de transcripcion que contribuyen a las complicaciones vasculares en la
DM2 (Vozarova y col., 2001). En modelos animales con obesidad, se ha
identificado al tejido adiposo como un sitio de produccion de citocinas
proinflamatorias en particular el factor de necrosis tumoral a (TNF-a, por sus
siglas en inglés) (Roberts y Porter, 2013). TNF-a activa al NF-kB, un factor de
transcripcion capaz de estimular en mayor medida la expresion de genes
inflamatorios. EI NF-kB también es activado por acidos grasos libres (AGL) y
por el receptor para productos de glicacion avanzada (AGES, por sus siglas en
inglés), ambos incrementados en la DM2. La evidencia sugiere que la sobre
expresion de TNF-a interviene en el desarrollo de un estado de resistencia a la
insulina debido a que los ratones obesos “knock out” para el gen de TNF-a
mejoran significativamente la sensibilidad a la insulina (Tabit y col., 2010;
Roberts y Porter, 2013).
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Existe una gran cantidad de evidencia de que la proteina cinasa C (PKC,
por sus siglas en inglés) es una enzima que esta implicada como uno de los
principales contribuyentes a la disfuncién endotelial observada en la DM2 (Das
Evcimen y King, 2007). PKC es activada por diacilglicerol y se ha identificado en
modelos animales con diabetes que tras la activacion de PKC se inducen
efectos intracelulares y alteraciones que incluyen la expresion amplificada de
VCAM-1 y una consecuente liberacién de sVCAM-1 en plasma (Das Evcimen y
King, 2007). VCAM-1 en su forma circulante en plasma se conoce con el
nombre de sVCAM-1 (forma soluble); esta molécula es liberada del endotelio
vascular activado por procesos que involucran enzimas proteoliticas. La
sVCAM-1 se encuentra elevada en la obesidad, hipertension, DM2 vy
aterosclerosis, y por lo tanto funge como un reflejo del grado de activacion e
inflamacion endotelial, asi como de su expresion en la superficie del endotelio
(Milosz y col., 2007).

AdipoR1

AdipoR1 es uno de los dos receptores conocidos para la adiponectina, una
hormona proteica sintetizada y secretada principalmente por el tejido adiposo,
gue ejerce un papel importante en la regulacion del metabolismo de la glucosa y
lipidos (Arita y col., 1999; Kadowaki y Yamauchi, 2005). Se ha descrito que la
adiponectina se une a sus receptores AdipoR1 y AdipoR2 a través de su
dominio globular ya sea en forma de trimero, hexadmero o multimero y activa
rutas de sefalizacion que promueven la captacién de glucosa, disminuye la via
de la gluconeogénesis y aumenta la oxidacion de los acidos grasos en células
hepaticas y de musculo esquelético (Kadowaki y Yamauchi, 2005; Li y col.,
2009).
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Estructura y Funcion

AdipoR1 es una proteina compuesta por 375 aminoacidos, esta codificada en el
cromosoma 1 y su “locus” es 1p36 (Yamauchi y col., 2003). Comparte con el
receptor AdipoR2 una homologia del 66.7% y ambos se diferencian de los
receptores acoplados a proteinas G debido a que presentan siete dominios
transmembranales pero con un extremo carboxilo terminal extracelular y un
extremo amino terminal intracelular (Figura 3) (Kadowaki y Yamauchi, 2005).
AdipoR1 se ha observado de manera ubicua en el organismo pero
mayoritariamente en células de musculo esquelético y a través de la unidon con
su ligando estimula la activacion de la via de la proteina cinasa activada por
AMP (AMPK, por sus siglas en inglés), la via de MAPK y la via del receptor
activado por proliferadores de peroxisomas (PPAR, por sus siglas en inglés)
(Buechler, 2011; Kiezuny col., 2013).

Vias de Sefalizacion de AdipoR1

La proteina adaptadora con interaccion de fosfotirosina, dominio PH (homélogo
a plectrina) y cremallera de leucina 1, mejor conocida como “APPL1” es la
primera proteina identificada que interactia directamente con los receptores de
la adiponectina (Mao y col.,, 2006). APPL1 es una proteina con mdultiples
dominios funcionales de los cuales el dominio de unidén a fosfotirosinas es el
gue interactla directamente con la region intracelular de los receptores AdipoR1
y R2 (Figura 4). APPL1 ejerce una importante funcion en la via de sefalizacion
de la insulina, por lo que es considerada como un mediador importante de
sensibilidad a la insulina dependiente de adiponectina en células de musculo
esquelético (Schmid y col.,, 2013). La presencia de la proteina APPL1 es
necesaria para que la adiponectina ejerza sus efectos antiinflamatorios y

crioprotectores sobre células endoteliales a través de la unién al receptor
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Figura 3. Estructura de los receptores de adiponectina.
AdipoR1 y AdipoR2 (66.7% de homologia con AdipoR1) presentan siete

dominios transmembranales, pero son estructuralmente distintos a los

receptores acoplados a proteinas G.
Adaptado de Kadowaki y Yamauchi, 2005.
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Figura 4. Sefalizacion de adiponectina con su receptor AdipoR1.

AMPK interactia con la via de PI3K que favorece la captacion de glucosa,
promueve la translocacidon de GLUT4, aumenta la oxidacion de los acidos
grasos mediante la inactivacion de la enzima ACC al igual que PPAR y favorece
un estado de vasodilatacion y citoproteccion a través de la activacion de la
enzima eNOS y la inhibicion de NF-kB respectivamente.

(ACC, acetil CoA carboxilasa)

Adaptado de Deepa y Dong, 2009.
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AdipoR1 (Xiny col., 2011)

Se ha descrito que la adiponectina a través de AdipoR1 y APPL1 ejerce un
papel importante en la transduccién de sefales en diferentes tejidos, participa
no sélo en células de musculo esquelético sino también en higado, endotelio
vascular, tejido adiposo, hipotalamo, hueso, rifién, entre otros (Deepa y Dong,
2009). Dicha transduccion de sefiales es llevada a cabo principalmente a través
de la activacion de AMPK, considerdndose como un paso clave para mediar los
efectos de la adiponectina ya que la AMPK es conocida como un sensor
importante de la homeostasis energética (Hardie, 2007). De tal manera, que
mediante la activacion de la AMPK se inhiben procesos involucrados en el
consumo energético como la biosintesis, el crecimiento celular y la proliferacion,
mientras que se activan vias catabolicas para la generacion de energia (Deepa
y Dong, 2009).

Musculo esquelético. AdipoR1 es el receptor de la adiponectina mas
abundantemente en musculo esquelético, uno de los principales tejidos diana
de la hormona insulina. La mayoria de los efectos de la adiponectina en
musculo esquelético estan mediados por la fraccion globular de esta
adipocitocina puesto que esta fraccibn presenta una mayor afinidad por
AdipoR1 (Yamauchi y col., 2003). Se ha observado que en células C2C12 (linea
celular de mioblastos de ratén), la adiponectina activa las vias de la AMPK, p38
MAPK (una de las vias de las MAP cinasas) y aumenta la actividad de PPAR
(Yamauchi y col., 2003).

La AMPK es un sensor clave del estado energético celular y su activacion
mediada por la adiponectina en el masculo esquelético aumenta la captacion de
glucosa, oxidacion de acidos grasos y la produccién de lactato (Yamauchi y col.,
2002). p38 MAPK regula diversos procesos celulares como diferenciacion,
crecimiento, inflamacién y muerte celular, y se activa en respuesta a una

variedad de estimulos extracelulares que incluyen el estrés metabdlico (Ono y
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Han, 2000). Diversos estudios han observado que en mioblastos C2C12 la
oxidacién de acidos grasos mediada por la adiponectina no esta dada
exclusivamente por activacion de AMPK, sino también por p38 MAPK y la
activacion de PPAR, el cual es conocido como un importante regulador de la 3
oxidacién de &cidos grasos en células C2C12 (Yamauchi y col., 2003; Yoon y
col., 2006).

La adiponectina disminuye el nivel de glucosa en sangre y protege contra la
obesidad que aparece durante el desarrollo de la resistencia a la insulina (ver
Figura 4). Este efecto es llevado a cabo principalmente por la regulacion de la
translocacion a membrana de GLUT4 mediada por AMPK tanto de la
adiponectina de longitud completa como de la fraccion globular (Yamauchi y
col., 2003). Mientras que la sobreexpresion de APPL1 mejora la translocacion
de GLUT4 a membrana, la supresion de esta proteina la reduce
significativamente en células C2C12 y L6 (linea celular de musculo de raton)
(Mao y col., 2006;). La translocacion de GLUT4 también es activada en menor
proporcion por Rab5 (proteina perteneciente a la superfamilia de GTPasas), ya
gue estudios han observado que la interrupciéon de la interaccion de APPL1 con
Rab5 también disminuye la translocacion de GLUT4 hacia la superficie celular
(Schmid y col., 2013).

Higado. En higado la activacion de AMPK disminuye la via de la
gluconeogénesis, atenta el nivel de expresion de enzimas como
fosfoenolpiruvato carboxicinasa y glucosa-6-fosfatasa (PEPCK y G6Pasa
respectivamente, por sus siglas en inglés) por lo que reduce el nivel de glucosa
“in vivo” (Yamauchi y col., 2002). Se ha observado en hepatocitos que la
induccion de sobreexpresién de ambos receptores para adiponectina en ratones
deficientes de RNAm para AdipoR1 y R2, mejora notablemente la intolerancia a
la glucosa y la resistencia a la insulina que presentan estos animales (Finelli y

Tarantino, 2013). AdipoR1 activa a AMPK, reduce la produccién de glucosa
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hepética y aumenta el catabolismo de los acidos grasos, mientras que AdipoR2
activa la via de PPAR, lo que aumenta la oxidacion de acidos grasos e inhibe la
inflamacion y el estrés oxidativo (ver Figura 4) (Buechler y col., 2011).

Con base en lo anterior, AdipoR1 y R2 en hepatocitos difieren en sus vias
de sefializacion. De acuerdo con ciertos hallazgos, ratones “knock out” para el
gen de AdipoR1 han mostrado un aumento de la expresion de las enzimas
PEPCK y G6Pasa que se traduce en un aumento de la via de la
gluconeogénesis, ademas de mostrar intolerancia a la glucosa y resistencia a la
insulina. Por otro lado, ratones “knock out” para AdipoR2 también presentan
resistencia a la insulina, pero presentan una sintesis de glucosa a nivel hepatico
normal y permanecen resistentes a un estado de obesidad inducido mediante

una dieta alta en grasas (Yamauchi y col., 2007).

Tejido adiposo. El tratamiento con adiponectina globular en modelos
murinos aumenta la captacion de glucosa mediante la activacion de AMPK en
los adipocitos (Beylot y col., 2006). En la linea celular de adipocitos 3T3-L1, la
sobreexpresion de adiponectina promueve la diferenciacion de estas células,
aumenta el contenido de lipidos y mejora la sensibilidad a la insulina (Kimy col.,
2007; Buechler y col., 2011). Con base en estas observaciones, se sugiere que
la adiponectina ejerce efectos autdcrinos en los adipocitos, ya que se ha
observado que ratones que sobreexpresan adiponectina presentan un mayor
contenido de tejido adiposo en comparacién con ratones con niveles de
expresion normales (Kim y col., 2007). Esto se traduce en que la adiponectina
promueve el almacenamiento de grasa preferentemente en tejido adiposo y de
ese modo aumenta la sensibilidad a la insulina en otros tejidos (Kim y col.,
2007). Ademas, se sabe que en células 3T3-L1, la proteina APPL1 esta
involucrada junto con AdipoR1 en la sefializacion de insulina, la translocacion
de GLUT4 a membrana y por lo tanto la captacion de glucosa (ver Figura 4)

(Kimy col., 2007; Saito y col., 2007).
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Endotelio vascular. La disminucion del nivel de adiponectina circulante en
plasma se correlaciona con inflamacion y aumento de la incidencia de
enfermedad cardiovascular (Cheng y col.,, 2007; Galluccio y col., 2008;
Nishimura y col., 2008; Plant y col., 2008). El efecto protector de la adiponectina
esta mediado por el aumento de la producciéon de éxido nitrico (NO, por sus
siglas en inglés) a través de la activacion de la via de PI3K/Akt, via AMPK y la
oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS, por sus siglas en inglés) (Galluccio y col.,
2008). EI NO protege las células endoteliales mediante la inhibicion de la
agregacion plaquetaria, la adhesion de monaocitos, la proliferacion de células de
musculo liso y mediante el aumento de la vasodilatacion (Galluccio y col., 2008;
Plant y col., 2008; Shibata y col., 2008). AdipoR1 inhibe la expresion de
moléculas de adhesion como VCAM-1 e ICAM-1 en la superficie y asi suprime
la adhesion de monocitos a las células endoteliales, esto lo hace a través de la
regulacion negativa del TNF-a, que a la vez disminuye la actividad del NF-kB y
con ello la liberaciéon de una gran cantidad de citocinas proinflamatorias (ver
Figura 4) (Milosz y col., 2007).

Diversos estudios en donde se ha encontrado que en células endoteliales
de la vena umbilical humana, los efectos de la adiponectina estan mediados a
través de los receptores AdipoR1 y R2, también se ha identificado a APPL1
como la proteina mediadora de los eventos de sefalizacién “rio abajo” de los
receptores de la adiponectina para la produccién de NO a través de eNOS
(Cheng y col., 2007). ElI papel critico que desempefia APPL1 en la
vasodilatacién inducida por adiponectina en estos estudios se demuestra por la
incapacidad que se observa por parte de la adiponectina para inducir la
produccion de NO en células carentes de la proteina adaptadora. La supresion
de la expresion de APPL1 da lugar a una disminucién significativa en la
fosforilacion de AMPK, de la eNOS y una disminucion en la formacion del
complejo entre la eNOS y la proteina de choque de térmico 90, disminuyéndose

la produccién de NO mediada por adiponectina (Cheng y col., 2007).
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Ademés de su efecto protector contra la aterosclerosis, la adiponectina
también exhibe efectos antiinflamatorios, especialmente en células endoteliales
y macréfagos (Plant y col., 2008). Mientras que la forma de alto peso molecular
de la adiponectina (multimero) tiene funciones antiinflamatorias vy
antiapoptéticas (Kobayashi y col., 2004; Plant y col., 2008), el dominio globular
de la adiponectina tiene efectos citoprotectores (Lin y col., 2004; Galluccio y
col., 2008). Se considera que existe una relacién inversa entre la inflamacion y
el nivel de adiponectina ya que las enfermedades inflamatorias cronicas tales
como enfermedad cardiaca coronaria se caracterizan por una concentracion
baja de adiponectina y no sélo de la proteina como tal, sino también de sus
receptores AdipoR1 y R2 puesto que son regulados negativamente en la
inflamacion cronica asociada con la diabetes, la obesidad, y la resistencia a la
insulina (Nishimura y col., 2008; Shibata y col., 2008; Yilmaz y col., 2008).

Microparticulas

Las microparticulas (MP) son una poblacion heterogénea de pequefas
vesiculas (0.1 a 1 um) provenientes de la membrana plasmatica tanto de
células vasculares como plaquetas, monocitos, eritrocitos, linfocitos y
neutrofilos, que sirven como importantes estructuras de sefializacion intercelular
(Morel y col., 2011). Estan compuestas de una bicapa de fosfolipidos que
expone proteinas y receptores transmembranales y encierra en su interior
componentes citosdlicos tales como enzimas, factores de transcripciéon y ARNm
derivado de sus células de origen (Figura 5) (Meziani y col., 2008). Las MP
circulan en el torrente sanguineo y por lo tanto pueden ser detectadas en
plasma. Existe una creciente evidencia que sugiere que las MP regulan la
inflamacion, estimulan la coagulacién, afectan las funciones vasculares y la
apoptosis, asi como también desempefian un papel importante en la

proliferacion y diferenciacion celular (Morel y col., 2011).
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Figura 5. Representacién y caracterizacion estructural de las microparticulas.
(MHC, complejo mayor de histocompatibilidad; GPI, glicosilfosfatidilinositol).
Adaptado de Hugel y col., 2005.
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En condiciones fisiolégicas, se ha informado que méas del 80% de las MP
expresan antigenos de membrana que le sugieren un origen plaquetario
(Flaumenhatft y col., 2009). Sefialadamente el aumento de los niveles de MP se
ha asociado con trastornos trombéticos y condiciones inflamatorias sistémicas
por ejemplo aterotrombosis (Morel y col., 2011). Por lo tanto, la generacion
prolongada de MP puede ser perjudicial ya que ejercen efectos procoagulantes
e inflamatorios significativos que favorecen resultados clinicos adversos en una
variedad de enfermedades cardiovasculares. Es importante destacar que las
MP circulantes en plasma fungen como mediadores de la comunicacion entre
células vecinas (paracrina) y la interaccion entre células a distancia (endocrina)
(Meziani y col., 2008).

Las MP se diferencian estructural y funcionalmente de los cuerpos
apoptoticos y de los exosomas ya que los primeros en contraste con las MP, se
producen durante las fases tardias de la apoptosis, son de mayor tamafio (1 a 4
um) y generalmente son fagocitados sin generar inflamacion; sin embargo,
cuando se alteran los mecanismos de depuracién pueden ser fuente de
autoantigenos (Dignat-George y Boulanger, 2011). Por otra parte, el término
exosoma se restringe para vesiculas mas pequefias, presentan un diametro
menor o igual a 100 nm (0.1 um) y son liberadas extracelularmente como
consecuencia de la fusion de cuerpos multivesiculares con la membrana
plasmatica. La elucidacion de los mecanismos moleculares que subyacen en la
generacion de éstas microvesiculas que circulan en el torrente sanguineo es
crucial para mejorar el entendimiento y la comprension de su papel en la salud y

en la enfermedad (Hugel y col., 2005; Chironi y col., 2009; Morel y col., 2011).

Microparticulas de Origen Endotelial

Las MP endoteliales (EMP, por sus siglas en inglés) son estructuras vesiculares

complejas que se desprenden de las células endoteliales activadas o en
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apoptosis (Dignat-George y Boulanger, 2011). Estas vesiculas no so6lo
constituyen un marcador emergente de disfunciébn del endotelio, sino que
también se considera que desempefian un importante papel biolégico en la
inflamacion, en la lesion vascular, angiogénesis y en la trombosis (Chironi y col.,
2009). Se menciona que a pesar de que los mecanismos que conducen a su
formacion “in vivo” son un tanto desconocidos, la liberacion de EMP “in vitro” a
partir de células en cultivo puede ser causada por determinadas citocinas y
estimulos apoptoticos (Chironi y col., 2009).

Estudios recientes indican que EMP son capaces de disminuir la
vasodilatacion dependiente de NO, aumentar la rigidez arterial, promover la
inflamacion e iniciar la trombosis por efecto de su membrana rica en
fosfatidilserina (PS, del inglés “Phosphatidylserine”) y la coexpresién del factor
tisular (TF, por sus siglas en inglés) (Chironi y col., 2009). Las EMP son
conocidas por encontrarse elevadas en los sindromes coronarios agudos, en la
hipertension severa con dafio organico y en la purpura trombocitopénica
trombotica; es decir en condiciones asociadas con la lesion endotelial y estado
protrombético (Amabile y col.,, 2008). También la liberacion de EMP se ha
asociado con la disfuncion endotelial de pacientes con esclerosis multiple,
anticoagulante lUpico y mas recientemente en enfermedad renal en etapa

terminal (Chironi y col., 2009).

Caracteristicas estructurales. Las EMP son el resultado de una gemacion
en la membrana plasmatica de células de endotelio, por lo que acarrean
proteinas endoteliales como caderina, molécula de adhesion plaquetaria 1
(PECAM-1, por sus siglas en inglés), VCAM-1, ICAM-1, endoglina, E-selectina,
P-selectina o S-endo (Dignat-George y Boulanger, 2011; Morel y col., 2011). La
eNOS vy el receptor del factor de crecimiento endotelial vascular 2 (VEGFR-2,

por sus siglas en inglés) también se han identificado en las EMP, sin embrago
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no hay evidencia al menos reportada de que la eNOS de las EMP sea capaz de

generar NO (Leroyer y col., 2009).

E-selectina (CD62E) se expresa en células endoteliales activadas, pero
igualmente se puede encontrar en EMP mediante la activacion del TNF-a o la
privacion del factor de crecimiento para inducir apoptosis (Dignat-George y
Boulanger, 2011). La identificacion del origen endotelial circulante de las MP se
basa en el uso de marcadores especificos para su andlisis por citometria de
flujo, desafortunadamente excepto E-selectina y la caderina de endotelio
vascular (VE-cadherina, por su abreviacion en inglés), la mayoria de los
marcadores de estas MP carecen de expresion exclusiva de endotelio vascular
(Morel y col., 2011).

La composicion proteica de las EMP depende altamente del estimulo que
desencadene su liberacion, pero la mayoria de las proteinas identificadas en
estas microvesiculas proceden de la membrana plasmatica, la fraccion
citosolica, el citoesqueleto o mitocondrias de la célula de origen,
desafortunadamente no existe hasta el momento suficiente informacion sobre la
composicion proteica y lipidica de las EMP (Dignat-George y Boulanger, 2011).
Las MP contienen material nuclear como ADN, ARN, y micro ARN que pueden
transferir a sus células diana; en la mayoria de los casos el papel biologico del
material nuclear ha quedado por determinar, pero se ha demostrado que el
ARNmM que se transfiere de manera horizontal de EMP a las células endoteliales
promueve la angiogénesis después de la activacion de PKB y la expresion
eNOS (Dignat-George y Boulanger, 2011; Morel y col., 2011).

Mecanismos de formacion. EI conocimiento actual de los mecanismos de
vesiculacion endotelial se deriva principalmente de experimentos en células
endoteliales aisladas o cultivadas, que documentan su capacidad para generar

MP después de la activacion por una variedad de estimulos (Dignat-George y
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Boulanger, 2011). El primer informe de la generacion de EMP “in vitro”, fue
realizado en células endoteliales de la vena umbilical humana bajo un estimulo
de TNF-a (Combes y col., 1999). Ademas de las citocinas inflamatorias, se ha
observado que lipopolisacaridos bacterianos (LPS), especies reactivas de
oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés), inhibidor del activador del
plasmindgeno (PAI, por sus siglas en inglés), trombina, camptotecina (farmaco
citotoxico con actividad antiproliferativa), proteina C reactiva (CRP, por sus
siglas en inglés) y toxinas urémicas, son capaces de inducir también la

generacion de EMP “in vitro” (Figura 6) (Dignat-George y Boulanger, 2011).

Las MP en general se producen durante la activacion celular o la apoptosis
temprana mediante la formacion de protrusiones en la membrana celular que
pueden desprenderse de la célula por escision de su tallo de uniébn como
producto de la reorganizacion del citoesqueleto (Grajales y Vasquez, 2012). En
la activacion celular la reorganizacion es secundaria a enzimas dependientes de
calcio como la calpaina que degrada proteinas estructurales del citoesqueleto,
mientras que en la apoptosis las MP se producen por activacion de cinasas
intracelulares Rho que fosforilan las cadenas ligeras de miosina y permiten el
desarrollo de fuerzas de contraccion y deslizamiento (Grajales y Vasquez,
2012). El incremento del calcio citosolico en ambos casos altera las enzimas
gue mantienen la asimetria de la bicapa lipidica (scramblasa, floppasa,
flippasa), lo que propicia la exteriorizacion de fosfolipidos aniénicos
principalmente PS en MP (Figura 7) (Chironi y col., 2009; Morel y col., 2011).
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Figura 6. Generacién y efectos paracrinos de las microparticulas endoteliales.
La activacion y/o generacion de apoptosis en células endoteliales iniciada por
disversos factores como el LPS, LDL oxidado y citocinas proinflamatorias
favorece la liberacién de microparticulas, disminuye la sintesis de NO y provoca
la aparicion de disfuncion endotelial, trombosis e inflamacion.

Adaptado de Chironi y col., 2009.
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Figura 7. Posibles vias que conducen a la liberacidon de microparticulas.

El desequilibrio en la asimetria del contenido de la bicapa lipidica permite la
exteriorizacion de fosfatidilserina y las fuerzas de contraccién y reorganizacion
en el citoesqueleto promueven la liberacién de MP con fosfatidilserina en su
membrana extracelular.

(GTP, guanosin trifosfato; ROCK, cinasas Rho)

Adaptado de Chironi y col., 2009.



MATERIALES Y METODOS

Disefio de Estudio

Descripcion

El presente trabajo es un estudio observacional, transversal y analitico llevado a
cabo mediante un muestreo de tipo no probabilistico “por conveniencia” para el
cual se utiliz6 como muestra sangre venosa de un grupo de pacientes con DM2
y de un grupo control formado por sujetos sin DM2 aparentemente sanos,

pareado en edad.

Seleccion de Sujetos con DM2

Se incluyeron 14 sujetos diagnosticados con DM2 los cuales respondieron a
una invitacion abierta hecha a la comunidad para participar en el presente
estudio. Los criterios de inclusion establecidos para el muestreo fueron
personas con una edad entre 30 y 65 afios, residentes de la ciudad de
Hermosillo Sonora y diagnosticados con DM2 previamente o al momento de su
ingreso al estudio. La valoracion clinica y el registro de las variables
antropométricas fueron llevados a cabo por un médico especialista colaborador
del proyecto apoyado por los resultados proporcionado por el laboratorio y los
criterios recomendados por el Comité Internacional de Expertos en el
Diagnostico y Clasificacion de la Diabetes Mellitus (American Diabetes
Association, 2014). Como criterio de exclusién se tomé en cuenta el paciente
gue manifestara durante la entrevista haber presentado un proceso de caracter
inflamatorio y/o infeccioso en un lapso de ocho semanas previas a la toma de

muestra y como no inclusion aquel que decidiera no participar en el proyecto.

34



Seleccion de Sujetos Control

Se integr6 un grupo de 34 personas evaluadas sin DM2 y aparentemente
sanas, pareadas en sexo y edad con el grupo de sujetos con DM2 las cuales de
la misma forma respondieron a una invitacion abierta hecha a la comunidad. El
adecuado estado de salud de dichos sujetos también fue valorado clinicamente
por un medico especialista colaborador con base en los resultados
proporcionados por el laboratorio y los criterios recomendados por el Comité
Internacional de Expertos en el Diagnéstico y Clasificacion de la Diabetes
Mellitus (American Diabetes Association, 2014). Como exclusion o no inclusion
fueron utilizados los mismos criterios establecidos en el grupo de sujetos con
DM2.

Aspectos Bioéticos

Se emplearon muestras de suero, plasma y sangre total de pacientes con DM2
y sujetos control que se ofrecieron a participar de manera voluntaria a los
cuales se les explicé detalladamente el nivel de confidencialidad con el que se
manejaron los datos que a través de su participacion se aportaron, los posibles
riesgos derivados de la extraccion de sangre por puncidén venosa y los alcances
y/o beneficios de este proyecto para su persona y para la comunidad. Una vez
gue los sujetos aceptaron participar en el presente proyecto firmaron una carta
de consentimiento informado misma donde se les indicé que en el momento en
gue decidieran no participar sus datos serian descartados del presente estudio

de manera inmediata.

35



Reactivos

Solucién reguladora de fosfatos (PBS, por sus siglas en inglés) 10 mM (137 mM
NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM NazHPO4, 2 mM KH,PO,); perlas de latex naranja
fluorescente con tamafio de particula de 0.1 um de diametro, catadlogo L9904 de
SIGMA-ALDRICH®; perlas de latex rojo fluorescente con tamarfio de particula de
1.0 um de diametro, catalogo L2778 de SIGMA-ALDRICH®; anexina V acoplada
a Isotiocianato de fluoresceina (FITC, por sus siglas en inglés), catalogo 640905
de BioLegend®: buffer de unién para anexina V, catdlogo 422201 de
BioLegend®; anticuerpo monoclonal anti-humano CD144 (VE-caderina)
acoplado a ficoeritrina (PE, por sus siglas en inglés), catdlogo 348505 de
BioLegend®; control de isotipo IgG2a acoplado a PE, catadlogo 400213 de
BioLegend®; anticuerpo monoclonal anti-humano CD106 (VCAM-1) acoplado a
PE/Cy5, catalogo 305808 de BioLegend®:; control de isotipo IgG1 acoplado a
PE/Cy5, catalogo 400117 de BioLegend®; anticuerpo policlonal anti-AdipoR1
(M-18) generado en cabra, catdlogo sc-46749 de Santa Cruz Biotechnology®;
anticuerpo policlonal generado en burro anti-lgG de cabra acoplado a PerCP,
catalogo sc-45091 de Santa Cruz Biotechnology®; kit de insulina humana Insulin
ELISA, catalogo 1S130D de CALBIOTECH®; kit de adiponectina humana/Acrp30
DuoSet, catdlogo DY1065 de R&D Systems®; kit de sVCAM-1
humana/CD106 LEGEND MAX"™, catalogo 440308 de BioLegend®.

Obtencidén de Muestras Biolégicas

Las muestras sanguineas de cada paciente fueron obtenidas después de un
periodo de ayuno de 12 horas, mediante puncidon venosa, a través de un
sistema de vacio y el uso de agujas de 21 gauges (0.8 x 30 mm) ambos de
Vacutainer®. Para cada paciente fueron utilizados en respectivo orden tubos de

polipropileno Vacutainer® sin aditivo y tubos de polipropileno Vacutainer® con
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EDTA y citrato de sodio como anticoagulante. Posterior al proceso de
extraccion las muestras obtenidas sin aditivo fueron centrifugadas a 1,500 g
durante 10 min para la separacion de suero y de igual forma las muestras
obtenidas con anticoagulante centrifugadas a 1,500 g durante 15 min para la
separacion de plasma. Una vez separado el suero y/o plasma éste fue
alicuotado (250 pL) y procesado o almacenado a -80° C para su posterior

andlisis segun fuera el caso.

Medidas Antropométricas y Analisis de Laboratorio

Se determind el peso (masa) de los participantes mediante el uso de una
balanza electrénica Defender™ serie 3000 de OHAUS® y la altura medida al
milimetro mas cercano mediante el uso de un estadiometro de pared de Holtain
Ltd®. El indice de masa corporal (IMC, por sus siglas) fue calculado de la
division del peso en kilogramos entre la altura en metros cuadrados (Kg/m?). Se
llevé a cabo para cada participante la determinacion de una citometria heméatica
completa en sangre total mediante el uso de camara de Neubauer y recuento
diferencial de células, se midid la concentracion de glucosa, colesterol total,
triglicéridos, colesterol-HDL, colesterol-LDL, &cido Urico, urea, creatinina
(mg/dL) y proteinas totales (g/dL) en suero mediante métodos
enzimaticos/colorimétricos de RANDOX® y se determiné la concentraciéon de
sVCAM-1, adiponectina e insulina en plasma obtenido con EDTA mediante los
ensayos ELISA de BioLegend®, R&D Systems® y CALBIOTECH®
respectivamente (Fattah y Darwish, 2001; Weigert y col., 2008;). El valor para
resistencia a la accion de la insulina fue determinado mediante el Modelo de
Evaluacion Homeostatica de Resistencia a la Insulina (HOMA-IR, por sus siglas
en inglés) y calculado mediante la ecuacién HOMA-IR = (insulina plasmatica en
ayuno [pU/mL] x glucosa plasmatica en ayuno [mmol/L])/22.5 (Matthews y col.,

1985). El plasma obtenido con citrato de sodio fue utilizado
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para la realizacion de los ensayos por citometria de flujo.

Preparacién y Almacenamiento de Plasma Libre de Plaquetas

Las alicuotas que contenian el plasma con citrato de sodio fueron sometidas a
una segunda centrifugacion a 3,000 g durante 20 min para eliminar residuos
celulares presentes en la muestra y obtener un PPP (plasma pobre en
plaquetas). Posteriormente para obtener el PFP (plasma libre de plaquetas, por
sus siglas en inglés) se prosiguié a centrifugar las muestras por Ultima vez a
15,000 g a una temperatura de 4°C y por un periodo de 20 min con el fin de
eliminar las MP plaquetarias las cuales constituyen el 80% o mas de las MP
totales. Una vez obtenido el PFP libre de MP plaquetarias que a su vez contiene
las MP de interés (EMP), éste fue alicuotado (250 pL) y procesado o

inmediatamente almacenado a -80°C para sus futuras determinaciones.

Determinacion de Microparticulas y Marcaje de Antigenos de Superficie

Para el Analisis por Citometria de Flujo

El area para el andlisis y la captura de las MP fue establecida mediante el uso
de un sistema de perlas de latex fluorescentes con un diametro de 0.1y 1.0 um
(naranja y rojo fluorescente respectivamente) de SIGMA-ALDRICH®. Se
utilizaron 2 pL de cada vial de perlas (diluciéon 1 a 200) en un volumen final de
300 puL de PBS (1 a 30,000) y fueron capturados 50,000 eventos en velocidad
baja en el citémetro de flujo FACSCalibur™ de BD y analizados con el programa

Summit Software Informer® versién 4.3 de Dako® (Figura 8).

Los ensayos de tincién se realizaron con 25 pL de PFP en tubos para
citbmetro. Para el andlisis de las MP anexina V positivas con tamafio de

diametro entre 0.1 y 1.0 um se utiliz6 1 uL de anexina V acopladaa FITC y
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100 pL de buffer de unién para anexina V, para las EMP se utilizaron 2 uL de
anticuerpo monoclonal anti-humano CD144 (VE-caderina) acoplado a PE. En
el caso del receptor AdipoR1 presente en MP fueron empleados 1 pL de
anticuerpo primario policlonal anti-AdipoR1 generado en cabra y 1 pL de
anticuerpo secundario policlonal generado en burro anti-lgG de cabra acoplado
a PerCP y para la molécula de adhesion VCAM-1 presente en MP se utiliz6 1
UL de anticuerpo monoclonal anti-humano CD106 (VCAM-1) acoplado a
PE/Cy5 (ver Figura 8).

El tiempo de incubacion del anticuerpo primario fue de 30 min y del
secundario y monoclonales entre 30 y 40 min en oscuridad. En cada ensayo el
PFP fue bloqueado previamente durante 30 min con 25 pL de
inmunoglobulinas humanas de CSL Behring® y todos los tubos fueron llevados
hasta un volumen final de 300 pL con PBS, se analizaron 20,000 eventos
proximos a la region establecida de MP mediante el uso del citometro
FACSCalibur® de BD® en velocidad de flujo baja y los datos obtenidos fueron

analizados en el programa Summit Software Informer® (ver Figura 8).

Analisis Estadistico

Se compararon los parametros clinicos y de laboratorio de ambos grupos de
estudio mediante la prueba t de Student para muestras independientes cuando
los resultados obtenidos tuvieron una distribucién normal y la prueba U de
Mann-Whitney para muestras independientes cuando los datos obtenidos
tuvieron una distribucion no paramétrica. Se evaluaron las asociaciones del
analisis bioquimico mediante la prueba de correlacién de Pearson y se llevé a
cabo un andlisis de regresién lineal en ambos grupos de estudio. Para explicar
la relacién de sVCAM-1 con las variables predictoras, el mejor modelo de ajuste
incluyd la concentracién de adiponectina en plasma, el receptor AdipoR1 en MP

totales, el valor de HOMA-IR, el IMC y el uso de farmacos para el tratamiento
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de la hipertension en especifico los inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina (IECA, por sus siglas) y los bloqueadores de los receptores de
angiotensina (BRA, por sus siglas). Asi mismo se desarroll6 otro andlisis de
regresion lineal para explicar la relacion del valor de HOMA-IR como variable
dependiente y a la adiponectina, AdipoR1 en MP totales, IMC y tratamiento con
IECA/BRA como variables predictoras. Para el analisis de correlacion de
Pearson y regresion lineal todos los parametros con distribuciones no
paramétricas fueron transformados con la funcion de logaritmo. Todos los
analisis estadisticos se realizaron con el programa estadistico SPSS Statistics
versién 21.0 de IBM® para Windows y en todos los casos fue considerado un
valor de significancia de P menor a 0.05 equivalente al 95% de confianza.

Todos los ensayos y determinaciones fueron llevados a cabo por duplicado.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Conformacién de Grupos

La poblacion de estudio consisti6 en 48 sujetos que respondieron a una
invitacién abierta realizada a la comunidad los cuales fueron sometidos a una
evaluacion clinica completa por un médico colaborador especialista en el area
para la conformacion de grupos. De los 48 participantes seleccionados para el
proyecto 14 fueron incluidos en el grupo de pacientes con DM2 y los 34

restantes incluidos en el grupo control.

Comparacion de los Parametros Clinicos y de Laboratorio Entre el Grupo

de Sujetos con DM2 y Grupo Control

Se llevdé a cabo la comparacion entre grupos de los parametros clinicos y
pruebas de laboratorio desarrolladas en la cual el grupo de sujetos con DM2
presentd diferencias significativas en comparacion al grupo control en las
determinaciones de glucosa, insulina, HOMA-IR, adiponectina y sVCAM-1
(Tabla 11). Las variables sVCAM-1, glucosa, insulina y HOMA-IR resultaron
aumentadas significativamente en el grupo de sujetos con DM2 con valores de
486.5 ng/mL (P = 0.034), 6.4 mmol/L (P = 0.0001), 5.8 pU/mL (P =0.001) y 1.80
(P = 0.0001) respectivamente, mientras que la adiponectina resulté disminuida

con un valor de 5.3 pg/mL (P = 0.0001) en comparacién al grupo control.

Los resultados anteriores concuerdan con trabajos previamente reportados
por otros autores en los cuales se establece una disminucién de la
concentracion de adiponectina total en plasma en enfermedad cardiovascular y
algunos trastornos metabdlicos como la obesidad, estados inflamatorios,

resistencia a la insulina y DM2 (Altinova y col., 2007; Cusi y Ocampo, 2011; Qu
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Tabla Il. Caracteristicas clinicas y bioguimicas de la poblacion de estudio.

DM2 Control
Parametro (n=14) (n=34)
Edad (afios) 53.78 £ 15.22 54 +£12.29
Sexo
Masculino (50%) 8 (57.14%) 16 (47.05%)
Femenino (50%) 6 (42.86%) 18 (52.95%)
IMC (Kg/m?) 33.92+12.74 29.52 +4.14
Tensién arterial 2140/90 (mm Hg) 3 (21.42%) 6 (17.64%)
Glucosa en ayuno (mmol/L) 6.4 (8.5-5.8)% 4.9 (5.2-4.4)
Insulina en ayuno (uU/mL) 5.8 (14.2-4.5)% 3.9 (4.8-2.7)
HOMA-IR 1.80 (4.2-1.2)% 0.83 (1.1-0.5)
Colesterol total (mg/dL) 225 (315.2-160.7) 204.5 (230-177.7)
Triglicéridos (mg/dL) 136.5 (182.5-100.2) 126.5 (164.5-86.5)
Colesterol-LDL (mg/dL) 132.5 (191.4-92.5) 134 (147.4-102.7)
Colesterol-HDL (mg/dL) 40.5 (54.7-32.5) 46 (56.2-37.5)
Adiponectina (ug/mL) 5.3 (7-3.5)2 10.6 (15-9.5)
sVCAM-1 (ng/mL) 486.5 (527.3-383.3)?  389.5 (478-324.8)
Uso de TZD 1 (7.14%) 0 (0%)
Uso de Fibratos/Estatinas 3 (21.42%) 1 (2.94%)
Uso de IECA/BAR 2 (14.28%) 5 (14.70%)

Los resultados son expresados en medias = desviacién estandar, medianas

(rango intercuartil) o porcentaje.
4P <0.01.
0.01 <P <0.05.

(TZD, tiazolidinedionas; IECA, inhibidores de la enzima convertidora de

angiotensina Il; BRA, bloqueadores de los receptores de angiotensina Il).
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y col., 2011; Al-Hamodi y col., 2014). La mayoria de estos estudios muestran
gue el nivel de adiponectina en la DM2 se encuentra disminuido desde la etapa
inicial de esta condicién, de hecho una gama de estudios prospectivos ha
demostrado que niveles circulantes altos de adiponectina se asocian con bajo
riesgo de DM2, incluso después de ajustar por multiples factores que podrian
confundir esta relacién (Lindsay y col., 2002; Sharma y col., 2008; Miazgowski y
col., 2014).

Por otra parte se conoce que las moléculas de adhesion como VCAM-1 e
ICAM-1 se encuentran sobre expresadas cuando se compromete la actividad de
la enzima eNOS vy la produccion de NO como es el caso de la disfuncion
endotelial que suele presentarse en la DM2 (Milosz y col., 2007). Al igual que en
los resultados obtenidos en el presente trabajo se ha observado que la
molécula de sVCAM-1 que al parecer surge por desprendimiento o rotura
proteolitica de las células endoteliales, se encuentra en mayor concentracion en
sujetos con DM2 que tienen un cierto grado de disfuncién endotelial (Milosz y
col., 2007). Esta condicibn es ocasionada principalmente por el estado de
resistencia a la insulina tipico de la DM2 en donde se genera una disminucion
selectiva de la via de PI3K pero no de la via MAPK (Cusi y col., 2000; Roberts y
Porter, 2013).

La resistencia a la insulina y la disminucion selectiva de PI3K provoca una
disminucién de la actividad de eNOS y un aumento en la expresion de genes de
citocinas proinflamatorias como TNF-a que ocasiona la sobre expresion de
moléculas de adhesion como VCAM-1 en el endotelio vascular, el reclutamiento
de macréfagos y la generacion de células espumosas (Cusi y col., 2000),
ademas de que se reduce la captacion de glucosa lo que genera un estado de
hiperinsulinemia que favorece la aparicion de un fenbmeno proaterogénico con

deficiente produccion de NO (Cusi y col., 2000).
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También se llevd a cabo una comparacion entre ambos grupos de estudio
del numero de MP expresado en porcentaje en la cual se evidencié una
diferencia significativa en todos los marcadores de fenotipo utilizados a
excepcion de MP CD144/AdipoR1+ (receptor en EMP), es decir en MP anexina
V (MP totales), MP CD144 (EMP), MP AdipoR1 (receptor en MP totales), MP
CD106 (VCAM-1 en MP totales) y MP CD144/CD106 (VCAM-1 en EMP).
Mientras que los porcentajes de las MP anexina V+, MP CD144+, MP CD106+
y MP CD144/CD106+ se mostraron significativamente aumentados en el grupo
de sujetos con DM2 (P = 0.001, 0.013, 0.003, 0.003, respectivamente), el
porcentaje de MP AdipoR1+ resultd disminuido significativamente en
comparacion al grupo control (P = 0.013) (Figura 9).

Estos resultados coinciden con otros trabajos en donde se ha reportado un
incremento tanto en el nimero de MP totales como el de EMP (CD144) en
pacientes con DM2, mismos que sugieren a las EMP como un posible marcador
de diabetes asociado con disfuncion endotelial (Sabatier y col.,, 2002;
Tramontano y col., 2010). Estos estudios han analizado a las EMP con técnicas
de microscopia y citometria de flujo con fenotipos como CD31+ (PECAM-1),
CD105+ (endoglina) y CD106 (VCAM-1) los cuales fueron significativamente
superiores en los pacientes con DM2 en comparacion con el grupo control de
sujetos no diabéticos (Koga y col., 2005). El fenotipo mostrado de las EMP en
los sujetos con DM2 de estos trabajos sugiere a un mecanismo apoptético
como productor de EMP debido a que CD31 es una molécula relacionada con la
angiogénesis, la funcion plaquetaria y la trombosis, CD105 una molécula que se
encuentra en la mayoria de los microvasos de las placas de ateroma y CD106
una molécula involucrada en la inflamacion y la progresion de las placas

ateroscleroticas (Jiménez y col., 2003; Tramontano y col., 2010).

De la misma forma en que se buscaron diferencias entre ambos grupos en
el porcentaje de MP, se examinaron posibles diferencias en la intensidad de

fluorescencia registrada por el equipo y software de citometria de flujo de cada
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Figura 9. Diferencia de MP e intensidad de fluorescencia entre el grupo de
sujetos con DM2 y grupo control.

Las barras representan las medias de cada variable medida por citometria de
flujo; las barras negras representan las medias del grupo de sujetos con DM2 y
las barras blancas al grupo control. Los ejes verticales presentan al nimero de
MP expresado en porcentaje y la intensidad de fluorescencia de cada marcador
utilizado respectivamente. Las diferencias significativas entre grupos se indican
sobre las barras. Todos los pardmetros con distribuciones no paramétricas
fueron transformados con la funcidn de logaritmo para la prueba estadistica.

*P < 0.05.
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marcador de fenotipo utilizado en las muestras de los dos grupos de estudio.
Los resultados mostraron diferencias significativas de la intensidad de
fluorescencia cuando se ley6é anexina V, CD144 y al receptor AdipoR1 en MP
(ver Figura 9). Mientras que la intensidad de fluorescencia de anexina V 'y
CD144 se mostraron mayores en el grupo de sujetos con DM2 (P = 0.043 y
0.037, respectivamente), la intensidad de fluorescencia del receptor AdipoR1 en
MP se mostré disminuida en comparacion al grupo control (P = 0.003) (ver
Figura 9).

A pesar de la relacion de los resultados obtenidos con estudios previos
sobre MP totales, EMP y VCAM-1 en EMP, en la actualidad no se tienen
suficientes reportes que analicen al receptor AdipoR1 a nivel celular para poder
comparar los resultados obtenidos respecto a la expresion de AdipoR1 tanto en
MP totales como en EMP, de los cuales s6lo AdipoR1 en MP totales se observé
disminuido significativamente en comparacion con el grupo control tanto en
porcentaje como en intensidad de fluorescencia (ver Figura 9). A pesar de la
escasez de los estudios con respecto a este receptor, los resultados expuestos
en este trabajo permiten asumir que el receptor AdipoR1 se encuentra
disminuido a nivel de superficie celular en la DM2, debido a lo evidenciado a
nivel de MP.

Este hallazgo se podria argumentar en que la disminucion de la
concentracion de adiponectina total en plasma por causa de la hipertrofia del
tejido adiposo en los pacientes con DM2 se asocia con resistencia a la insulina
y por lo tanto con un estado de hiperinsulinemia (Kadowaki y Yamauchi, 2005).
Se ha estudiado que resistencia a la insulina y la hiperinsulinemia afectan la
expresion de los receptores AdipoR1 y AdipoR2 a nivel de superficie celular, lo
que provoca un estado de resistencia a la adiponectina y por lo tanto la
disminucién de sus efectos (Kadowaki y Yamauchi, 2005; Yamauchi y col.,
2007).

a7



Los resultados obtenidos también mostraron elevado el nUmero (porcentaje)
de EMP, la concentracion de la molécula de VCAM-1 en su forma soluble y el
porcentaje de MP CD144/CD106 en los pacientes con DM2 en comparacion al
grupo de sujetos sin DM2, lo que hace suponer que determinantes como la
resistencia a la insulina o el desequilibrio en el plasma lipidico afectan el
adecuado funcionamiento del endotelio vascular (Koga y col., 2005; Chironi y
col., 2009; Tramontano y col., 2010).

Evaluacion de las Asociaciones del Analisis Biogquimico

Se analizaron asociaciones mediante la prueba de correlacién de Pearson por
grupo (sujetos con DM2 y grupo control) de las variables medidas del andlisis
bioquimico seleccionado (Tabla IIl) de las cuales se encontré una asociacion
negativa entre las variables de sVCAM-1 y adiponectina en plasma en grupo
control, la asociacion encontrada mostro un coeficiente de correlacion de -0.561
(P = 0.001), misma que no se observo en el grupo de sujetos con DM2 la cual
registr6 un coeficiente de correlacion de -0.364 sin alcanzar valor de

significancia estadistica (P = 0.200) (Figura 10).

Con base a estos resultados se argumenta que el empelo de un nimero de
muestra mayor para el estudio de un grupo de pacientes con DM2 podria
ofrecer la posibilidad de encontrar la asociacion observada en el grupo control
de la concentracion de adiponectina y sVCAM-1. Es importante mencionar que
las concentraciones de ambas variables en el grupo de pacientes con DM2 se
mostraron con bastante heterogeneidad, lo que hace suponer que en el estado
dismetabdlico de la DM2, el cual es muy particular entre cada paciente debido
al tiempo y evolucion de la enfermedad, la amplia gama de factores
involucrados que se encuentran alterados podrian afectar la asociacion que en

condiciones aparentemente sanas y sin la presencia de DM2 se logré observar
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Por lo tanto, mediante el estudio de un grupo que incluya un mayor nimero de
pacientes con DM2, y que ademas, se presente con complicaciones vasculares,
se podria comprobar si permanece la nula asociacion o si resulta como en el

grupo control.

Ademas, se buscaron asociaciones entre sSVCAM-1 y el valor de HOMA-IR
las cuales mostraron una asociacion positiva en ambos grupos, mientras que en
el grupo control se observo un coeficiente de correlacién de 0.496 (P = 0.003),
en el grupo de sujetos con DM2 se registro un valor de correlacion de 0.737 (P
= 0.003) (ver Figura 10). Esta asociacion, puede ser debido a que la resistencia
a la insulina afecta al endotelio vascular principalmente por la aparicion de la
dislipidemia aterogénica, que involucra un aumento en el colesterol-LDL y
moléculas LDL oxidadas y la generacion de AGES, que se unen a sus
receptores en células endoteliales, aumenta el factor tisular y la expresion de
moléculas de adhesion y afectan a la trombodulina y la produccién de NO (Cusi
y col., 2000; Sanchez-Recalde y Kaski, 2001; Diaz y col., 2004).

Estos resultados concuerdan con estudios previos los cuales para investigar
la relacion entre la inflamacién y la activacion endotelial con resistencia a la
insulina y la adiposidad en la DM2, se buscaron asociaciones entre resistencia
a la insulina medida por el modelo HOMA-IR y marcadores de inflamacion
endotelial como VCAM-1, ICAM-1, PCR de alta sensibilidad o IL-6 en donde
HOMA-IR correlacioné significativamente con todas las medidas de adiposidad
y los marcadores de inflamacion y disfuncién endotelial. Por lo que hace
suponer que la activacion endotelial y la inflamacién de fase aguda correlaciona
con la resistencia a la insulina y la obesidad en pacientes con DM2 (Leinonen y
col., 2003). Ademas, existe evidencia de que la adiponectina ya sea en su
longitud completa o la fraccion globular estimula la produccién de NO y la
vasodilatacién, asi como también estimula la via de sefializacién p38 MAPK en

células endoteliales adérticas de humano (Addabbo y col., 2011).
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Asimismo se analiz6 la posible correlacion entre sVCAM-1 y MP, por
ejemplo se estudio la asociacion entre SVCAM-1 y MP AdipoR1+ la cual se
observé con una pendiente negativa en ambos grupos de estudio. Mientras que
en el grupo control se obtuvo un coeficiente de correlacién de -0.370 (P =
0.031), en el grupo de pacientes con DM2 un coeficiente de -0.726 (P = 0.003).
También se analiz6 la posible asociacion entre sVCAM-1 y el porcentaje de MP
CD144+, es decir EMP; en esta ocasion igualmente se encontrdé correlacion en
los dos grupos de estudio pero de caracter positiva, mientras que en el grupo
control se obtuvo un coeficiente de 0.310 (P = 0.044), en el grupo se pacientes

con DM2 se observo un coeficiente de correlacion de 0.548 (P = 0.043).

Son pocos los estudios que se reportan sobre EMP asociadas directamente
con la expresion de la molécula de adhesion VCAM-.1 como marcador de dafio
endotelial en la DM2. Se ha encontrado una asociacion positiva en pacientes
con DM2 de EMP (MP CD144+) con IL-1, la cual es una citocina producida por
multiples estirpes celulares, principalmente por macréfagos activados y se
produce en grandes cantidades como respuesta a infecciones o cualquier tipo
de lesion o estrés (Tramontano y col., 2010). Sin embargo no existen estudios
consensados que involucren al receptor AdipoR1 en MP endoteliales en la DM2
0 resistencia a la insulina y que sean utilizados para contrastar los resultados

obtenidos en el presente trabajo.

Existe controversia en cuanto a la adiponectina y sus receptores puesto que
algunos estudios han reportado que esta adipocina en su forma globular y en
unién a su receptor AdipoR1 se asocia con un aumento en la actividad del NF-
KB y la activacidon del endotelio vascular como resultado de la estimulacion de la
via p38 MAPK (Addabbo y col., 2011), sin embargo no es el caso para la
adiponectina en su isoforma completa, también conocida como adiponectina de
alto peso molecular la cual muestra actividad de caracter antiinflamatorio
(Tomizawa y col., 2008). Se discute que esta situacion es posible sobre todo si

existen condiciones que propicien la sobreexpresion de moléculas de adhesion
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por encima de la vasodilatacién y produccion de 6xido nitrico que favorece la
adiponectina, como por ejemplo la presencia de un estado de resistencia a la
insulina con un predominio de la activacion de la via MAPK sobre la via PI3K
(Roberts y Porter, 2013).

Analisis de los Modelos de Regresion Lineal de sVCAM-1y HOMA-IR

Se llevo a cabo un analisis de regresion lineal en los dos grupos de estudio para
explicar la variacion de sVCAM-1 con la concentracion de adiponectina en
plasma, AdipoR1 en MP totales, el valor de HOMA-IR, el IMC y el uso de
farmacos antihipertensivos IECA y/o BRA como variables predictoras (Tabla IV).
Se incluye en el modelo el valor de HOMA-IR como variable predictora porque
la resistencia a la insulina afecta al endotelio vascular principalmente por su
asociacion con la aparicion de dislipidemia, la generacion de AGES vy la
disminucién en la produccion de NO, lo que resulta en un efecto procoagulante
y proaterogénico para las células endoteliales debido a la expresion de
moléculas de adhesion y la interaccion con células mononucleares vy
macromoléculas glicooxidadas (Cusi y col., 2000; Sanchez-Recalde y Kaski,
2001; Diaz y col., 2004).

La inclusiéon del IMC en el modelo corresponde a que un IMC aumentado (=
30) también se asocia con determinantes como la aparicién de resistencia a la
insulina y dislipidemia (Lopez-Jiménez y Cortés-Bergoderi, 2011). Por otra
parte, el uso de farmacos antihipertensivos IECA y BRA se incluye en el modelo
debido que ambos, aunque con diferente mecanismo inhiben las funciones de la
angiotensina Il y en consecuencia los efectos hormonales que produce como
vasoconstriccion, facilitacion simpatica, estimulacion de secrecion de
aldosterona, vasopresina, TNF y radicales libres, retencion de sodio o agua, asi
como estimulacién del crecimiento celular y de la matriz extracelular (Lopera y
col., 2001).
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Los resultados del modelo mostraron la dependencia de sVCAM-1 ante un
cambio en la concentracién de adiponectina total en plasma y el valor de
HOMA-IR (solamente en grupo control), mientras que la adiponectina mostro
una asociacion negativa con un valor de beta de -0.428 (P = 0.008), HOMA-IR
exhibié una asociacion positiva con un valor de beta de 0.463 (P = 0.013). Si
bien, las pruebas de correlacion permitieron establecer asociaciones entre
variables como adiponectina, HOMA-IR y MP AdipoR1+ en ambos grupos a
excepcion de la adiponectina, que se observé solo en grupo control, el andlisis
de regresion no mostré la dependencia de sVCAM-1 asociada a los niveles de
MP AdipoR1+ en ambos grupos. Estos resultados hacen suponer que en
condiciones aparentemente sanas y sin la presencia de DM, la variacion de
sVCAM-1 no esté influenciada por un cambio en MP AdipoR1+, pero si por la

adiponectina o el valor de HOMA-IR.

Al igual que en la prueba de Pearson en donde no se encontré una
asociacion entre adiponectina y sVCAM-1 en el grupo de pacientes con DM2,
no se observo alguna dependencia de sVCAM-1 con las variables predictoras
incluidas en el modelo de regresion en este grupo. Nuevamente se podria
atribuir al nimero disminuido de muestra logrado para la conformacion del
grupo como un impedimento para que se observaran los resultados como los
mostrados en el grupo control. Sin embargo, es importante tomar en cuenta al
igual que en el caso anterior, el estado dismetabdlico de este padecimiento, su
evolucion y la amplia lista de factores que se encuentran alterados en este
grupo de trastornos metabdlicos llamado DM2 (Alberti y col., 2007; Cusi y
Ocampo, 2011; Mercurio y col., 2012; Al-Hamodi y col., 2014).

Finalmente para estudiar la variacién de las asociaciones mostradas en la
prueba de Pearson pero para HOMA-IR, se llevd a cabo otro modelo de
regresion lineal el cual lo incluyé como variable dependiente y a la adiponectina
total en plasma, AdipoR1 en MP totales, el IMC y el uso de farmacos IECA y/o

BRA como variables de ajuste (Tabla V). Para el modelo con HOMA-IR, el uso

55



“eonsipelss eganid | ered owlebo| ap ugiounj) | UOD SopeWIojSUE.]

uoJan) sealawered ou sauolNgLISIP UOD sonawesed so| sopol 000 = d ‘SVEV = 4

VAONY :882°0 = ,d :[0AU0D '¥00°0 = d ‘099'8 = 4 VAONY 2020 = ,¥ 2NQa ajdnnw asnly

6,60 92¢0°0- 700°0- 18¢°0 L000- 0S¥'0 06L°0- T 0- 9€€'0 G§9¢0- Yd4d/vOo3l
¥G9'0 €S0 690°0 /900 0g00 6EL0 ¥PEO .00 0S¥'0  GST0 OINI
¥00'0 09T°¢- v.v°0- G8¥'0 6¥8'T- 0200 LI8¢- vv.0- 2P0 89Y'T- THodipy AN
L¥0'0 T86°T- L62°0- ¢6¢'0 085°0- €e00 TSEO- 0LT0- 8€€0 6TT'0- ®eundauodipy
TO00'0 SE0'V 181°¢C €288 29T0 G¢S1 16¢°€ LS6'Vv (swwersuo))
d ) elog dnpjong g d ) elog dniouz g
sopeoyidy”  sopeziepuelsa sopeoyidy”  sopezuepueisa
SOJUBIOIIB0D  OU S3IUSIDB0D SOJUBIDIIBOD  OU SBBIVYB0D
|0JuoD Zna OlopoN

“HI-VINOH U8 ugioeleA e| Jealdxa eled [eaul| ugisalbal ap Sisieuy A e|qel

56



del IMC como variable predictora se justifica en que la obesidad se asocia con
la presencia de resistencia a la insulina, y en el caso de los farmacos IECA y
BRA porque se ha observado que la administracion de ambos en el organismo
alteran los niveles de adiponectina resultando en un aumento de su

concentracion basal (Cusi y col., 2000; Al-Hamodi y col., 2014).

En esta ocasion los resultados del modelo mostraron la dependencia del
valor de HOMA-IR con la concentracion de adiponectina y el receptor AdipoR1
en MP en los dos grupos de estudio (ver Tabla V). En el grupo control se
observo un valor de beta para adiponectina de -0.297 (P = 0.047) y para
AdipoR1 un valor de -0.474 (P = 0.004), mientras que en el grupo de sujetos
con DM2 -0.170 (P = 0.033) para adiponectina y -0.744 (P = 0.020) para
AdipoR1, respectivamente. Lo que permite asumir que si existe variacion en
HOMA-IR respecto a un cambio de adiponectina o el receptor AdipoR1
estudiado en MP plasmaticas. Esta asuncion se apoya en los antecedentes de
gue tanto la adiponectina como su receptor AdipoR1 activan vias de
sefalizacion intracelulares que convergen en promover un aumento de la
sensibilidad a la insulina ya sea mediante la translocacion de GLUT 4 a la

superficie celular o la estimulacion de la oxidacion de los acidos grasos.

Con base en los resultados anteriormente descritos, los modelos de
regresion lineal para HOMA-IR en ambos grupos y para sVCAM-1 en grupo
control concuerdan con las asociaciones mostradas en las pruebas de
correlacion de Pearson, y ademds, coinciden con estudios previamente
reportados por otros autores los cuales han observado asociaciones entre la
elevacion de citocinas proinflamatorias y moléculas de adhesion con disfunciéon
endotelial y resistencia a la insulina en la DM2 (Leinonen y col., 2003; Altinova y
col., 2007; Al-Hamodi y col., 2014).
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CONCLUSIONES

Se llevd a cabo la evaluacion de un andlisis bioquimico en muestras
sanguineas de pacientes con DM2 y sujetos control el cual incluyé la
determinacién en plasma de adiponectina y sVCAM-1, el calculo de HOMA-IR
como estimador de resistencia a la insulina y el analisis por citometria de flujo
de MP con el fenotipo de anexina V, CD144, CD106 y el receptor AdipoR1.

La determinacion de sVCAM-1 y HOMA-IR fue significativamente mayor en
el grupo de sujetos con DM2, mientras que la adiponectina resulté disminuida
en comparacion al grupo control. El porcentaje de MP que expresaron al
fenotipo anexina V, CD144, CD106 y CD144/CD106 fue significativamente
mayor en el grupo de sujetos con DM2, mientras que el porcentaje de MP que
expresaron AdipoR1 fue mayor en el grupo control. Las intensidades de
fluorescencia entre ambos grupos se observaron diferentes significativamente

s6lo en las MP con el fenotipo de expresion de anexina V, CD144 y AdipoR1.

El andlisis de las asociaciones evidencié en ambos grupos una correlacion
positiva de la concentracion de sVCAM-1 con el valor de HOMA-IR y el
porcentaje de EMP, mientras que reveld6 una asociacidbn negativa de la
concentracion de sVCAM-1 con la adiponectina (sélo en grupo control) y el
porcentaje de MP con el receptor AdipoR1. EI modelo de analisis de regresion
lineal empleado para HOMA-IR reflej6 en los dos grupos estudiados la
permanencia de las asociaciones con la adiponectina y el receptor AdipoR1
presente en MP, en tanto que el modelo empelado para sVCAM-1 evidencié la
permanencia de las asociaciones con la adiponectina y HOMA-IR pero

solamente en grupo control.

No se encontré asociacion entre adiponectina y sVCAM-1 mediante la
prueba de correlaciébn de Pearson ni tampoco dependencia de sVCAM-1 con

adiponectina, MP AdipoR1+ y HOMA-IR en el grupo de pacientes con DM2.
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Estos resultados podrian atribuirse al nimero disminuido de muestra logrado
para la conformacién del grupo como un impedimento para evidenciar la
asociacion o dependencia. Sin embargo, es importante sefalar la
heterogeneidad resultante de las concentraciones de ambas variables en el
grupo de pacientes con DM2, circunstancia que a la vez, se atribuye al estado
dismetabdlico y a la evolucion de la enfermedad. Para evidenciar si permanece
la nula asociacién o por el contrario reflejar alguna correlacion como la
mostrada en el grupo control, se recomendaria llevar a cabo un estudio similar
el cual incluya un mayor numero de pacientes diagnosticados con DM2 y

complicaciones vasculares.

Las diferencias en los porcentajes y las intensidades de fluorescencia de los
distintos fenotipos utilizados en MP, las asociaciones de EMP, AdipoR1 en MP
y HOMA-IR con sVCAM-1 y los analisis de regresion lineal para sVCAM-1
(grupo control) y HOMA-IR en ambos grupos, concuerdan con estudios
prospectivos los cuales han reportado un incremento en el niamero de MP
totales y EMP (CD144+) en pacientes con DM2, mismos que proponen a las
EMP como un posible biomarcador de disfuncion y/o lesion endotelial debido a
gue permiten el acceso a un tejido normalmente inaccesible como lo es el

endotelio vascular.

A pesar de las escasas publicaciones respecto al estudio del receptor
AdipoR1 a nivel de superficie celular, los resultados obtenidos del presente
trabajo permiten entender y suponer que la variaciéon de los niveles de la
adiponectina y de su receptor AdipoR1, asi como consecuentemente la
disminucién de los efectos antiinflamatorios y citoprotectores del complejo
adiponectina-AdipoR1 podria afectar la concentracion en plasma de moléculas
de adhesién como VCAM-1 (sVCAM-1) y por lo tanto el equilibrio 6ptimo del
funcionamiento del endotelio vascular. La disfuncion endotelial es considerada

la principal causa del origen de las complicaciones vasculares en la DM2.
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