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Resumen

La diabetes mellitus tipo Il (DMT2) es un problema de salud en México y el mundo, y se
caracteriza por un aumento sostenido de la glucosa en sangre. Como consecuencia de la
elevacion en la concentracion de la glucosa, se glican las proteinas y lipidos circulantes,
entre otras macromoléculas, los cuales estimulan la expresion de moléculas
proinflamatorias, lo cual lleva al desarrollo de complicaciones macro y micro vasculares.
Estas complicaciones son la principal causa de muerte e invalidez de los pacientes
diabéticos. La aparicion y progresion de dichas complicaciones esta condicionada por
causas ambientales y genéticas. De estas Ultimas se considera a la variante alélica G del
polimorfismo A-2518G del gen que codifica a la Proteina Quimioatrayente de Monocitos
(MCP-1) como uno de los factores de riesgo relacionados a estos padecimientos. En
nuestro estudio, se detectd que en la poblacién mexicana el genotipo mas frecuente en
los pacientes con DMT2 que padecian complicaciones microvasculares fue el homocigoto
G, con 48.6% en comparacion con los grupos de controles y de diabéticos sin
complicaciones. Sin embargo, en la muestra estudiada la presencia del genotipo GG no
incrementd el riesgo de padecer complicaciones microvasculares de la DMT2. Por el
contrario, el riesgo de padecer DMT2 se incrementa en los portadores del alelo G (O.R.=
2.57, I.C. =1.02-6.5, p=0.04). La concentracién plasmética de MCP-1 no difirié6 (a=0.05)
entre los grupos de diabéticos y controles estudiados, ni dependio de la variante A-2518G
de MCP-1. La expresion transcripcional del gen Mac-1, el cual codifica una molécula de
adhesion, no se incremento en los grupos de individuos estudiados ni se relacion6 con la

presencia de ninguna de las variantes del gen MCP-1 analizadas.

En conclusion, el polimorfismo A-2518G de MCP-1 no es un factor de riesgo de las

complicaciones microvasculares de la DMT2 en la poblacion mexicana.



Abstract

Type 2 diabetes (DMT2) is a worldwide and national health issue. It's characterized by a
frequently elevated glucose concentration. As a consequence of the elevated glucose
concentration, proteins and lipids, among other macromolecules are glycated, and
proinflammatory molecules are produced, thus a chronic inflammation state is generated,
provoking macro and microvascular diseases. Those macro and microvascular diseases
are the main cause of death and disability among people who suffers from DMT2. The
onset and progression of those vascular complications are conditioned by environmental
and genetic factors. Among the last ones, it's considered that the allelic G variant of A-
2518G polymorphism for the Monocyte Chemoattractant Protein (MCP-1) gene is a
possible related factor. In our study we detected among mexican population that the
homozygous genotype for G was more frequent, being 48.2%, among DMT?2 patients who
suffered of at least one microvascular complication than the group of patients who didn’t
suffer from those complications, without any risk indicator being significative. There was,
however, a signifcative risk value comparing all DMT2 patients against the control group
(O.R.= 2,57, I.C. =1.02-6.5, p=0.04). The plasmatic concentration of MCP-1 was not
significatively different (a=0.05) among groups of patients and healthy individuals, neither
by the allelic variant of A-2518G polymorphism they carried. Transcriptional Mac-1
expression is not increased in neither of the groups studied nor is related to any of the
MCP-1 variants analyzed in this study. In summary, MCP-1 A-2518G polymorphism is not

a risk indicator for diabetic microvascular complications in Mexican population.



Introduccioén

1. Diabetes mellitus
La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad compleja caracterizada por una elevacion
persistente en la concentracion de glucosa en sangre producto de defectos en la secrecion

y/o la actividad de la insulina (Pedicino, Francesca, Alessandro, Trotta, & Liuzzo, 2012).

De acuerdo con la etiopatogenia de la DM, esta enfermedad se ha clasificado en dos tipos
fundamentales, denominados 1 (DMT1l) y 2 (DMT2) (Lazo-de-la-Vega-Monroy &
Fernndez-Mej, 2013).

La DMT1 se caracteriza por una produccién deficiente de insulina. En general, se
considera que es de origen autoinmune por la accion de linfocitos T contra las células 3
pancreaticas, las cuales son las Unicas células que producen insulina. Debido a que la
causa de este tipo de diabetes es la falta de insulina, se puede controlar mediante la
aplicacion de esta hormona, por lo que se denomina como insulino-dependiente.
Usualmente la DMT1 se desencadena en etapas tempranas de la vida y es el tipo menos
frecuente a nivel mundial, comprendiendo alrededor del 5% de los casos totales de
diabetes (Atkinson, 2012).

Por otro lado, la DMT2 se caracteriza por la resistencia a la insulina, debido a que la
interaccion entre la insulina y su receptor es deficiente, por lo que no se genera la
sefalizacion intracelular necesaria para que se internalice la glucosa. Este tipo de diabetes
se denomina también no insulino-dependiente (Pedicino et al., 2012). La DMT?2 se inicia
usualmente durante la edad adulta y se vincula fuertemente no sélo con los antecedentes
familiares del paciente, sino también con el estilo de vida del mismo (Botros et al., 2017).
Se considera que alrededor del 95% del total de los casos de diabetes se agrupan en
DMT2 (United States, Department of Health and Human Services, & Pan American Health

Organization, 2010).

Ademas de estos dos tipos de diabetes, durante el embarazo pueden ocurrir incrementos
en la concentracion de glucosa en sangre, lo cual provoca la llamada diabetes gestacional.
Aungque en estos casos, después del parto se regula la glicemia, el haber padecido
diabetes gestacional aumenta el riesgo a desarrollar en el futuro DMT2 (Herath, Herath, &
Wickremasinghe, 2017).



1.1. Mecanismos celulares y moleculares relacionados con la fisiopatologia de la
DMT2

La homeostasis de la glucosa se desregula durante la DMT2 debido a que se modifica la
interaccion de la insulina con el receptor, inhabilitando la cascada de sefalizacion que
depende de esta. En consecuencia, se afectan los mecanismos de regulacién del
metabolismo de lipidos, carbohidratos y proteinas, y se activan rutas de inflamacion.

1.1.2 Produccion y mecanismos de sefializacion de la insulina

La insulina es una hormona secretada por las células B pancreaticas que se localizan en
los islotes de Langerhans. La forma madura de esta proteina consiste de dos cadenas, A
y B, unidas por medio de puentes disulfuro. La cadena A, posee 21 aminoécidos, mientras
que la B, 30 aminoécidos, para un total de 51 aminoacidos y un peso molecular de 5.8
kDa (Pandyarajan et al., 2016). Esta hormona esta implicada en la regulacién de diversas
rutas metabdlicas, como la sintesis proteica, el metabolismo de lipidos y la mitogénesis
entre otras (Boucher, Kleinridders, & Kahn, 2014), aunque su principal funcion es la de
regular el metabolismo de los carbohidratos.

La produccién de insulina en las células B pancreéticas se inicia cuando la glucosa ingresa
a éstas por medio de los transportadores de glucosa GLUT2. Al ingresar la glucosa a la
célula pancreatica y metabolizarse a través de la glucdlisis se produce ATP, con lo cual
los canales de K* se cierran y la membrana celular se despolariza. Finalmente, al ingresar
iones de Ca* se estimula la exocitosis de la insulina (Rasmussen, Zawalich, Ganesan,
Calle, & Zawalich, 1990).

La insulina es liberada al torrente sanguineo y, a través de este, llega a sus células blanco,

gue son principalmente los miocitos y adipocitos (Boucher et al., 2014).

Como se mencioné anteriormente, la insulina realiza diversas funciones, sin embargo, la
mas importante, relacionada con el desarrollo de la diabetes, es la internalizacion de la

glucosa a las células.

Esto se consigue de forma inicial mediante la interaccion de la insulina con el receptor de

insulina (IR), el cual pertenece a la familia de receptores tirosina-cinasa. El IR consiste de



dos subunidades a y dos subunidades B. Las subunidades a impiden la autofosforilacion

de las subunidades B hasta que interactien con su ligando (Saltiel & Kahn, 2001).

Al interactuar la insulina con la subunidad a del IR, la subunidad 8 se autofosforila, con lo
cual puede interactuar con el sustrato del receptor de la insulina (IRS). IRS a su vez activa
la via PI3SK/AKT, la cual activa a las proteinas cinasas B y C, que a continuacion activan
al receptor G pequerio. Este ultimo permite la translocacion del Transportador de glucosa
4 (GLUT4) del citoplasma a la membrana celular, para que permita la entrada de glucosa
al interior de las células (Figura 1) (Boucher et al., 2014). Ademas de esta accion, la
activacion de la via PI3K/Akt enciende una gran variedad de rutas de sefalizacion que
estimulan la proliferacién y reprimen la apoptosis, a la vez que aumentan la adipogénesis

y la sintesis de glucégeno y de proteinas (Pinzon, Serrano y Sanabria, 2009).

En la diabetes, al haber deficiencias en la produccion o en la sefializacion mediada por la
insulina, las funciones en las que participa se ven afectadas, principalmente en lo que

concierne al transporte de glucosa al interior de las células.

En la DMT2, se reporta que existe un fendmeno denominado como resistencia a la
insulina, que se caracteriza por deficiencias en el mecanismo de sefializacion de la
insulina. Se reporta que la resistencia a la insulina se asocia a la DMT2 y se presenta
usualmente de 10 a 20 afios antes de que sea diagnosticada, encontrandose de forma
consistente en pacientes con DMT2, por lo que se considera el mejor predictor de esta
enfermedad (Lillioja et al., 1993).

El fendmeno de resistencia a la insulina ocurre debido a que la cascada de sefalizacion
mediada por esa hormona o no se desencadena o se interrumpe en algun punto. Si ocurre
una interaccion deficiente entre la insulina y las subunidades a del IR o errores en la
autofosforilacién de las subunidades 3, como la fosforilaciéon de residuos de serina o

treonina, no se desencadena la cascada de sefializacién de la insulina. La activacion de
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Figura 1. Cascada de sefalizacion de la insulina. En condiciones fisioldgicas la
interaccion de la insulina con las subunidades a del receptor de insulina desencadena
una serie de reacciones de fosforilacion que activan las vias de transduccion (PI3K/Akt y
MAPK) que finalizan con la translocacion del transportador GLUT-4 a la membrana
celular. IRS: Sustrato del receptor de Insulina; PI3K: Fosfoinositol 3-cinasa; Pi(4,5)P2:
Fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato; pPI3K: Fosfoinositol 3-cinasa; PDKL1: cinasa dependiente
de fosfoinositidos-1; PKC: Protein cinasa C; PKB: Protein cinasa B; GAP: Proteina

aceleradora de la GTPasa. Modificado de Olivares Reyes y Arellano Plancarte, 2008.

elementos cascada abajo también puede interrumpirse, aunque exista una adecuada
interaccién de la insulina con su receptor, si la molécula IRS se autofosforila y no interactla
con el IR para activar la sefal rio abajo, asi como en puntos intermedios de la cascada de
sefalizacion como en la activacion de la protein cinasa C (PKC) o protein cinasa B (PKB),
también conocida como AKT o la sefializaciéon de la proteina G pequefia que media el

trafico vesicular (Olivares Reyes y Arellano Plancarte, 2008).

Se ha planteado la hipotesis de que la resistencia a la insulina se favorece también por el

aumento de metabolitos derivados de acidos grasos como diacilglicerol, acetil coenzima



A o ceramidas, los cuales activan la cascada de cinasas serina/treonina, que fosforilan

estos aminoacidos en el IRS (Boucher et al., 2014).

Asi mismo, se ha reportado que en la etiopatogenia de la diabetes, al igual que en diversas
enfermedades cronicas no transmisibles, estan involucradas moléculas que participan en
el proceso inflamatorio (Cefalu, 2009). La resistencia a la insulina esta vinculada con la
inflamacion mediante la activacion de la ruta de NFkB, que activa la fosforilacion de
residuos de serina y treonina del IR, que, como se expuso anteriormente, inhibe la
fosforilacion de los residuos de tirosina que normalmente permiten la correcta sefializacion
de la insulina. Se ha demostrado, de forma adicional a la inhibicion de los mecanismos de
sefalizacion que se modifican en la resistencia a la insulina, que algunas moléculas
proinflamatorias, como IL-6, inhiben la expresion de GLUT4 (Chen, Chen, Wang, & Liang,
2015).

1.2. Signosy sintomas de la DMT2

Los signos y sintomas de la DMT2 estan determinados por los mecanismos fisiol6gicos
que intentan mantener la homeostasis celular cuando se incrementa la concentracion de
glucosa en sangre y por la alteracion de los procesos metabdlicos en los cuales esta
involucrada la glucosa. Los principales sintomas que padecen los pacientes diabéticos se

conocen como la triada de las tres P’s, polidipsia, polifagia y poliuria.

El primero de estos sintomas es la polidipsia, esto es, aumento en la necesidad de ingerir
liquidos, debido a que al aumentar la osmolaridad de la sangre por el aumento de glucosa,
se requiere una mayor cantidad de liquidos para mantener una concentracién isoténica de
la sangre (Ozougwu, 2013). Derivado del aumento en la ingesta de liquidos ocurre un
incremento en la frecuencia de la miccion (poliuria). Esto ocurre, ya que al haber una
mayor cantidad de liquidos en el organismo, se incrementa la filtracion glomerular en el

rifion, provocando un aumento en el volumen de la orina (Wang, Mitu, & Hirschberg, 2008).

Otro sintoma que se presenta durante la diabetes es la polifagia. Quienes padecen DMT2
presentan una elevada concentracion de glucosa en la sangre, pero los mecanismos para
que esta pueda ingresar a las células y ser utilizada en la produccion de energia se
encuentran impedidos, por lo tanto, las células envian sefales de hambre al cerebro con

el objetivo de ingresar glucosa a estas. Al estar constantemente activas estas sefiales de



apetito en el cerebro de los pacientes, ellos padecen de hambre de forma constante
(Ozougwu, 2013).

Entre los signos més comunes esté la pérdida de peso. Se podria considerar que esto es
contrario a la polifagia que se mencioné anteriormente, sin embargo, al haber una
deficiencia en la utilizacion de glucosa como fuente de energia, se recurre a la grasa
almacenada en el cuerpo del individuo como fuente de energia (Yang et al., 2016). Debido
a que la fuente de energia son los lipidos, se producen metabolitos producto de la lipdlisis,
gue son toxicos, denominados cuerpos cetonicos. Estos acidifican la sangre del individuo

y son potencialmente mortales (Ozougwu, 2013).

Ademas de los signos y sintomas antes mencionados, se debe mencionar que los
individuos diabéticos son mas susceptibles a padecer enfermedades infecciosas dado que
el sistema inmune de estos individuos se altera, ya que se mantiene un estado inflamatorio

de forma cronica (Grossmann et al., 2015).

1.3. Factores de riesgo de la DMT2

La DMT2 es una enfermedad compleja, es decir, en su etiopatogenia estan involucrados
factores genéticos y ambientales. Ademas de que se ha observado agregacion familiar en
los pacientes diabéticos. Hasta el 2017, se habian identificado, por medio de estudios tipo
GWAS, 80 genes asociados a la enfermedad (Frau, Crowther, Ruetten, & Allebrandt,
2017). Sin embargo, estos explican solamente el 5.7% de la etiopatogenia de la

enfermedad.

Los genes asociados hasta el momento a la presencia de diabetes estan relacionados con
el metabolismo de la glucosa y lipidos, con la cascada de sefializacion de la insulina, y
con inflamacion (Cefalu, 2009), ejemplos de estos ultimos son IL-6, IL-1, TNF-a y MCP-1
(Proteina quimioatrayente de monocitos), entre otros (Tabla 1) (Frau etal.,, 2017;
Montesanto et al., 2018; Wellen, 2005).



Tabla 1. Ejemplos de algunos de los genes asociados con la DMT2

Gen asociado Funcion Autor que lo reporta
TCF7L2 Factor de transcripcion | Frau et al, 2017
HNF1A Receptor nuclear
FTO Metabolismo de los
lipidos
PLCG1 Regulacion de cascadas
de fosforilacion
PPARG Metabolismo de los
lipidos
COBLL1 Unibn a actina vy
cadherina
GATAD2A Regulador
transcripcional
TERT Proteina asociada a la | Montesanto et al., 2018
telomerasa
IGF2BP2 Transportador de mRNA
TNF-a Citocina proinflamatoria | Wellen, 2005
IL-1,6,8,10,18 Regulacion de células
del sistema inmune
MCP-1 Quimiocina

Por otro lado, los factores ambientales involucrados en la etiopatogenia de la diabetes son
diversos y consisten principalmente en habitos poco saludables como una mala nutricién

y el sedentarismo (Pedicino et al., 2012).

Se considera que la DMT2 forma parte del sindrome metabolico, por lo que igual que en
éste, la DMT2 se asocia, ademas de con la resistencia a la insulina, con el sobrepeso, la

obesidad, la hipertension y las dislipidemias (Alberti, Zimmet, & Shaw, 2005).

Otros factores que podrian favorecer la aparicion de DMT2 son el haber padecido diabetes
gestacional, ovario poliquistico, depresion y tener una edad mayor a 40 afios (United
States et al., 2010).



1.4. Epidemiologia de la DMT2

La diabetes mellitus es un problema de salud importante a nivel mundial, ya que, en 2014,
la prevalencia ascendia a 8.5% y en 2015 fue la causa de 1.6 millones de muertes. Segun

la OMS, en 2030 la diabetes seréa la séptima causa de mortalidad a nivel mundial.

Por otro lado, en México la prevalencia es del 9.4%, siendo mas elevada en mujeres y en
individuos mayores de 60 afios (Morales, Gonzalez, & Kalb, 2016). Por otro lado, la
mortalidad por diabetes mellitus se ha incrementado sistematicamente desde 1998,
alcanzando las 94,029 defunciones en 2014 (Fmidete, 2016).

Por otra parte, en México solo el 15.2% de los individuos que padecen diabetes se
monitorean periddicamente la hemoglobina glicosilada y el 46.4% de los pacientes
diabéticos no toman ninguna medida preventiva de las complicaciones de la enfermedad
(Morales et al., 2016).

El control inadecuado de la enfermedad conlleva al desarrollo acelerado de
complicaciones vasculares en los pacientes diabéticos. Entre ellas se encuentran las
cardiopatias y los eventos cerebrovasculares, los cuales constituyen la causa de muerte
del 50 % de los pacientes con diabetes. Otra complicacion frecuente es la nefropatia
diabética. Se reporta que la diabetes es una de las principales causas de insuficiencia
renal, y que entre el 10 y 20 % de los pacientes con diabetes mueren por esta causa
(Fmidete, 2016).

Por otro lado, la diabetes y sus complicaciones no solo generan un fuerte impacto en la
calidad de vida de los individuos que la padecen, sino también, impactan de forma directa

e indirecta la economia personal y el gasto publico.

Se estima que, hasta 2014, el costo global de la diabetes fue de 825 billones de dolares
al ano, y cerca del 60% de los gastos totales se llevaron a cabo en paises de ingresos
medios y bajos, en los cuales una parte sustancial de los gastos son cubiertos por el
paciente, lo cual afecta la adherencia al tratamiento y genera problemas econémicos para

el individuo y personas cercanas a este (NCD Risk Factor Collaboration, 2016).

Adicionalmente, en México, al ser la diabetes mellitus un problema importante de salud,

el impacto econémico que posee es relevante. Se estima que en 2013, la carga econémica
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por DMT2 fue de 362859.82 millones de pesos, lo cual representa el 2.25 % del PIB
correspondiente a ese afio. De esta suma, 179,495.33 millones de pesos se emplearon
para cubrir gastos directos, es decir, aquellos que derivan directamente del tratamiento de
la DMT2 y sus complicaciones, por parte tanto de las instituciones de salud publica como
de los individuos que padecen esta enfermedad. De este total, se estima que el 87% de
los gastos directos proceden del tratamiento de las complicaciones de la DMT2. Por otro
lado, se invirtio 183,364.49 millones de pesos en gastos indirectos, los cuales derivan de
la pérdida de productividad del individuo, asi como de la muerte prematura del mismo
(Fundacién Midete, 2016).

En 2011 se revel6 que el principal costo de la diabetes recae en el tratamiento de sus
complicaciones vasculares, principalmente la nefropatia diabética, ademas de retinopatia,
enfermedades cardiovasculares secundarias a la diabetes, neuropatia diabética y

enfermedad cardiovascular periférica (Figura 2) (Arredondo, Icaza, 2011).

801 (75 %)
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Porcentaje de los costos

Retinopatia EVC Nefropatia Neuropatia EVP

Complicacion

Figura 2. Impacto econdémico relativo de las principales complicaciones de la diabetes en
México. Se observa que la complicacién de mayor impacto es la nefropatia diabética. EVC:
Evento Vascular Cerebral; EVP: Evento Vascular Periférico. Tomado de Arredondo Icaza,
2011.
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1.5. Complicaciones vasculares de la DMT2

Los pacientes con DMT2 pueden presentar a largo plazo una gran variedad de
complicaciones macro y microvasculares, las cuales afectan de forma importante la

calidad de vida, capacidad laboral, y a la postre la sobrevida de los mismos.

1.5.1. Complicaciones macrovasculares

Se considera como complicaciones macrovasculares a aquellas que involucran dafio
cardiovascular, como son la cardiopatia isquémica o la insuficiencia cardiaca. Estas en
general se ven mediadas por la aterosclerosis, que es la formacion de placas de ateroma
en las arterias con lo cual se reduce el diametro del lumen vascular (Chawla, Chawla, &
Jaggi, 2016).

Se considera que la aterosclerosis ocurre como consecuencia de la inflamacién crénica
gue aparece durante la diabetes y del dafio que sufre la pared arterial del sistema vascular
periférico o coronario debido a la acumulacién de los lipidos oxidados derivados de las
LDL en el endotelio vascular. Posteriormente, en la pared arterial se infiltran monocitos
que a continuacion se diferencian en macrofagos y que finalmente se transforman en
células espumosas al acumular lipidos oxidados. Estas ultimas atraen linfocitos T, los
cuales inducen la proliferacion de células endoteliales, asi como la acumulacién de
colageno, y la formacién de una lesion aterosclerotica con una capa fibrosa, cuya ruptura

lleva a padecer infartos agudos vasculares (Fowler, 2008).

1.5.2 Complicaciones microvasculares

Las complicaciones microvasculares son todas aquellas que no involucran dafo
cardiovascular directo, sin embargo, ocurren donde los requerimientos de glucosa no son
dependientes de la actividad de la insulina, ya que estos tejidos estan expuestos a
concentraciones de glucosa semejantes a las que existen en el torrente sanguineo. El
dafio microvascular es el resultado de la combinacion del dafio directo mediado por la
glucosa, el estrés oxidativo y la produccién de sorbitol y productos de glicacion avanzada
(AGEs). Estas lesiones metabdlicas provocan a su vez que existan cambios en el flujo
sanguineo y en la permeabilidad de los vasos sanguineos, la deposicion extravascular de

proteinas y la coagulacion (Vithian &Hurel, 2010).
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1.5.2.1. Nefropatia diabética

La nefropatia diabética tiene un gran impacto en la vida de los individuos diabéticos, no
solo por la carga econdmica que conlleva su tratamiento, sino también porque es la

complicacion microvascular que genera el mayor nimero de muertes.

En general, se consideran como factores de riesgo modificables para padecer nefropatia
diabética el padecer hipertensién, dislipidemias y falta de control glicémico, mientras que
entre los factores no modificables estan la edad, origen étnico y perfil genético (Nazar,
2014).

De forma temprana, la nefropatia diabética se diagnostica ya que aparecen
concentraciones bajas pero anormales de albumina en la orina, lo cual se denomina
microalbuminuria. Esto puede presentarse incluso al momento del diagnostico de DMT2.
Entre el 20% y 40% de los pacientes con DMT2 con microalbuminuria evolucionan hacia
la nefropatia establecida, y alrededor del 20% desarrollan enfermedad renal crénica. En
esta ultima es fundamental que el paciente reciba terapia de remplazo renal como es la

didlisis o el trasplante de rifién (Lim, 2014).

La nefropatia diabética se origina por la interaccion de diversos factores, como son
factores hemodinamicos, factores de crecimiento, factores de transcripcion, moléculas de
sefalizacion celular como las citocinas y la activacion de procesos inflamatorios (Figura
3) (Lim, 2014).

En la nefropatia diabética ocurren cambios funcionales y estructurales renales. En los
glomérulos hay expansion mesangial, engrosamiento de la membrana basal y
glomerulosclerosis nodular. En la nefropatia diabética temprana, se presenta hipertrofia
tubular, precedida por fibrosis intersticial y atrofia tubular, junto con hialinosis arteriolar. En
casos avanzados, ocurre la infiltracion de macréfagos y linfocitos T en los glomérulos.
Funcionalmente, existe hiperfiltracion glomerular y un aumento en la excrecion de
albumina, y de forma crénica aumenta la proteinuria y disminuye la tasa de filtracion

glomerular (Lim, 2014).
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Figura 3. Dindmica de los factores que intervienen en la aparicion y progresion de la
nefropatia diabética. La interaccion de factores metabdlicos y procesos homeostaticos
favorece la expresion de moléculas proapoptoticas y proinflamatorias que desencadenan
dafo celular en las nefronas. Modificado de Lim, 2014.

1.5.3.2. Pie diabético

El pie diabético es un pie con heridas o Ulceras en una persona que padece de diabetes,
y se produce debido a la disfuncién de los nervios periféricos en estos pacientes (del
Castillo-Tirado et al, 2014). El pie diabético es una de las complicaciones microvasculares
mas temidas entre quienes padecen DMT2, al tener como posible desenlace el perder las
extremidades inferiores. Se estima que alrededor del 15% de los pacientes de DMT2
padecen lesiones ulcerosas caracteristicas del pie diabético, de los cuales entre el 15y
20% de los individuos requeriran de alguna amputacion (del Castillo-Tirado et al, 2014).
Las ulceras derivadas del pie diabético son el resultado de la interaccion de diversos

factores, como son la neuropatia diabética, isquemia y enfermedad vascular periférica.
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Por un lado, la neuropatia periférica provoca que exista un desbalance entre la flexion y
extension del pie dafado, lo cual lleva a deformidades del mismo, que conllevan a la
ruptura de la piel y ulceraciones de la misma; ademas, la neuropatia llevara a una
disminucién de la sudoracion, favoreciendo la deshidratacién de la piel y volviéndola mas
susceptible a padecer fisuras y posteriormente, infecciones. Finalmente, estas lesiones se
agravan ya que, al haber pérdida de la sensibilidad, el individuo es incapaz de percatarse

de las lesiones que sufre (Pendsey, 2010).

1.5.3.3. Retinopatia diabética

La retinopatia diabética (RD) es una enfermedad crénica progresiva, que se asocia a
hiperglucemia prolongada, es considerada la principal causa de discapacidad visual en
los adultos en edad laboral (IMSS, 2015).

A nivel fisiopatoldgico, la hiperglucemia mantenida induce una serie de cambios en el
metabolismo glucidico y en la pared vascular, lo cual conlleva a padecer microangiopatias
a nivel de las arteriolas, capilares y vénulas. Esto tiene como consecuencia la alteracion
de la permeabilidad de los vasos sanguineos y, con ello, a la aparicion de edema. La
alteracién de la pared vascular también provoca que se active la cascada proangiogénica,
con la formacién de nuevos vasos sanguineos, que clinicamente produciran la retinopatia

proliferante con hemorragias y tracciones sobre la retina (Aliseda y Berastegui, 2008).

La presencia de la retinopatia diabética proliferante indica que el paciente tiene un mayor
riesgo cardiovascular, con una tasa aumentada de infarto agudo de miocardio, de
amputacion y de muerte. Si el paciente diabético no presenta retinopatia diabética, su
riesgo de padecer cualquiera de estas complicaciones sera del 4%, si tiene
microaneurismas sera del 10%, si presenta hemorragias y exudados sera del 59% vy si lo

gue presenta es una retinopatia proliferante sera del 68% (Aliseda y Berastegui, 2008).

1.5.3.4. Neuropatia periférica

La neuropatia diabética es un padecimiento que aqueja aproximadamente al 50% de los
individuos diabéticos. La principal caracteristica de la neuropatia diabética es la

destruccion de terminales nerviosas, lo cual tiene por principales sintomas dolor,
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cosquilleo, entumecimiento, debilidad muscular y pérdida de sensibilidad. La pérdida de
sensibilidad a su vez lleva al paciente a sufrir lesiones ulcerosas, que al perderse la
sensibilidad son dificiles de detectar, lo cual a su vez permite la progresion de lesiones
ulcerosas como pie diabético, evolucionando incluso a la amputacion de la extremidad
afectada (Fowler, 2008).

2. Productos de glicacién avanzada (AGES)

Los productos de glicaciébn avanzada (AGEs) son moléculas que se forman como
resultado de una reaccién no enzimatica entre el grupo carbonilo de una molécula de
glucosa o alguno de sus derivados metabolicos y el grupo amino terminal de alguna

proteina, lipido o acido nucleico (Stirban, Gawlowski, & Roden, 2014).

En general, los AGEs se forman constantemente como subproductos del metabolismo, sin
embargo, cuando estos alcanzan una abundancia excesiva, se convierten en moléculas

relacionadas a un proceso patoldgico.

Estas moléculas pueden ingresar al organismo a partir de fuentes endégenas y exdgenas.
Las fuentes exdgenas son principalmente a partir de alimentos ricos en lipidos y que se
someten a altas temperaturas, como es el caso de las carnes grasas, que usualmente se

someten a procesos de coccion agresivos (Uribarri et al., 2010).

Por otro lado, los AGEs endbgenos se sintetizan a partir de la glucosa y sus derivados
metabolicos, y de otras macromoléculas, como son lipidos, acidos nucleicos y proteinas.
Estas interacciones se dan de forma normal en todos los individuos y generan moléculas
transitorias denominadas bases de Schiff, al interactuar el grupo amino de proteinas con
el grupo carbonilo de la glucosa y sus derivados metabdlicos. Estos compuestos son poco
estables debido a que se forman mediante enlaces no covalentes y estas uniones se
deshacen facilmente en individuos metabolicamente sanos. Por otro lado, en individuos
diabéticos, al tener una concentracién de glucosa elevada de forma persistente estas
moléculas tienen mayor probabilidad de interactuar entre si, llevando a la formacion de
enlaces covalentes, con lo cual se generaran moléculas glicadas denominadas productos
de Amadori o productos de Heyns. Estos productos, al poseer enlaces covalentes, a

diferencia de las bases de Schiff, son altamente estables y pueden permanecer en el
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organismo por largos periodos. Un ejemplo de estos es la hemoglobina glicosilada, que
tiene una duracion de 120 dias en el organismo, hasta que es desechada junto con el
eritrocito en el cual se encuentra. Sin embargo, no todos los productos de Heyns y de
Amadori pueden ser eliminados, y debido a ello, posteriormente, se convierten en AGEs

mediante una serie de procesos de oxidacién, deshidratacién y condensacion (Figura 4)
(Takeuchi, 2016).
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Figura 4. Secuencia del proceso de sintesis de productos de glicacion avanzada.
La interaccion de glucosa y sus derivados metabdlicos con proteinas y otras
biomoléculas lleva a la sintesis de bases de Shiff, y a largo plazo, a la sintesis
de productos de glicacion avanzada. Modificado de Botros et al, 2017.

Los AGEs, tienen una estructura reticulada, altamente estable que los hace dificiles de
eliminar, por lo que alteran la estructura de las biomoléculas a partir de las cuales se
formaron. Ademas de las alteraciones estructurales y funcionales a las cuales pudiera
llevar, también generan dafio en el endotelio vascular mediante la interaccién de estos
productos con receptores localizados en la membrana de las células endoteliales,

denominados receptores de productos de glicacion avanzada (RAGE) (Botros et al.,
2017).
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3. Receptor de productos de glicacién avanzada (RAGE)

El receptor de productos de glicacion avanzada (RAGE) pertenece a la familia de las
inmunoglobulinas. Su estructura general consta de dos regiones constantes (C) y una
region variable (V) (Braley et al., 2016). El RAGE se presenta en tres isoformas, una
celular y dos solubles. En el caso de la isoforma celular (CRAGE), ademas de los dominios
antes mencionados, RAGE posee un dominio transmembranal y otro citoplasmico. Por
otro lado, las isoformas solubles (SRAGE) se producen por dos vias, una es mediante
‘splicing’ alternativo (esRAGE) y otra es por el corte proteolitico de cRAGE, separando a

la region C2 del dominio transmembranal (Raucci et al., 2008).

RAGE interactia con sus ligandos, que poseen cargas negativas, por medio de las
regiones V y C1, que contienen aminoacidos basicos. Algunos de sus ligandos son la
proteina B amiloide, las proteinas S100 y AGEs (Koch et al., 2010).

Para la generacion de una sefal intracelular es necesario que RAGE se dimerice al
interactuar con su ligando. Al dimerizarse RAGE, permite la activacién de una cascada de
sefializacion que lleva a la activacion de rutas como PI3K/AKT, a su vez activando los
factores de transcripcion como AP-1 y NFkB (Figura 5) («kKEGG PATHWAY: AGE-RAGE

signaling pathway in diabetic complications - Homo sapiens (human)», 2018).
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Figura 5. Ruta de sefalizacion de RAGE en las complicaciones vasculares de la DMT?2.
Se muestran los puntos de sefalizacion mas relevantes para el desarrollo de las
complicaciones microvasculares mediadas por AGEs y la estimulacion de la expresiéon de
moléculas de estrés oxidativo e inflamacion.
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La activacion de esta cascada de sefializacién lleva a un incremento en la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y moléculas proinflamatorias, como interleucinas y
guimiocinas, ademas de generar un proceso de retroalimentacion positiva en el que RAGE

aumenta su expresion (Oliveira et al., 2013).

SRAGE puede generarse ya sea por medio de ‘splicing’ alternativo o bien, mediante el
corte proteolitico de la isoforma celular en la region codificada entre los exones 9 y 10.
SRAGE regula la actividad de cRAGE, ya que, al carecer del dominio intracelular, pero no
de la region extracelular, puede interactuar con los ligandos, evitando la activacion de la

cascada de sefalizacién intracelular (Koch et al., 2010).

RAGE se expresa en una gran cantidad de tejidos, entre ellos, el endotelio vascular, y es
de gran importancia para la activacion de rutas relacionadas al dafio vascular, como son
la ruta de hipoxia, Jak /STAT, PI3K/AKT, de Renina-angiotensina, y la ruta de las MAP
cinasas, lo cual deriva en dafio vascular, hipertrofia celular, aumento en la produccion de
radicales libres e inflamacion (KEGG PATHWAY, 2018).

Un punto muy importante de esta ruta es la activacion de AP-1 y NFkB, que favorecen la
retroalimentacion positiva de RAGE, lo cual aumenta el nimero de receptores disponibles
para interactuar con AGEs, ademas de activar la expresion de quimiocinas, como la MCP-
1.

4. Proteina quimioatrayente de monocitos (MCP-1)

MCP-1 es una proteina de la familia de las citocinas y de la subfamilia C-C, debido a los
dos puentes disulfuro formados por las cisteinas que presenta en su estructura. Por esto,
también se le conoce como C-C Motif Chemokine Ligand 2 (CCL2). Las citocinas de esta
familia tienden a interactuar de forma preferencial con monocitos y linfocitos T (Phillips,
Lutz, & Premack, 2005). Asi mismo, esta proteina es una quimiocina, por lo tanto, entre
sus funciones se encuentra la regulacion del trafico, extravasacion y maduracion de
leucocitos (Phillips et al., 2005). Esta proteina interactia con su receptor, C-C- Motif
Chemokine Chemochine Receptor-2 (CCR2), al estimular su dimerizacion y asi, llevar a
cabo la respuesta cascada abajo, que conlleva a la produccion de moléculas de adhesion
y citocinas proinflamatorias (Ueda et al., 1997, Kutlu et al., 2003, Hohensinner et al, 2006,

Papadopoulou et al, 2007). Su expresion se regula por diversas modificaciones, como son
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el corte del extremo amino terminal, o bien, la glicosilacién de estas proteinas (Proost,

Struyf & Van Damme, 2006) lo cual podria alterar su funcién pese a su abundancia.

4.1. Estructura de MCP-1

MCP-1 tiene un peso molecular de 11.03 kDa y esta conformada por 99 aminoécidos.
Presenta, ademas de las cisteinas que permiten la formacion de dos puentes disulfuro,

una a hélice y tres laminas 8 antiparalelas (Figura 6) (Zhang, Ernst, & Rollins, 1996).

En general, la estructura de MCP-1 esta altamente conservada, pues presenta un dominio
‘chemokine interleukin-8-like’, caracteristico de las quimiocinas de la familia CC, de los
aminoacidos 27 al 98, y dentro de esta secuencia de aminoacidos se encuentra el sitio

conservado CC, de los aminoacidos 34 al 76 (InterPro, 2018).

Puentes disulfuro

Laminas 3
__— antiparalelas

a hélice

Figura 6. Estructura secundaria de MCP-1. Se observan tanto los dos puentes
disulfuro como las laminas 3 antiparalelas, ademas de la a hélice. Modificado de
Deshmane et al, 20009.
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4.2. Gen MCP-1

El gen que codifica a MCP-1 se localiza en el cromosoma 17 en la region q11.2, y forma
parte de un cluster de quimiocinas (Deshmane, Kremlev, Amini, & Sawaya, 2009). La
expresion de este gen esta regulada por dos regiones rio arriba respecto al sitio de inicio

de la transcripcion.

En la region reguladora proximal, que se ubica desde el sitio -157 respecto al sitio de inicio
de la transcripcion, se encuentran secuencias de reconocimiento para diversos factores
de transcripcion, como son SP-1, NFkB, NF-1, dos sitios para AP-1y una caja CAAT. Por
otro lado, a 1.6 kb del sitio de inicio de la transcripcion se localiza una region enhancer
(Deng et al., 2013), en la cual hasta el momento se han caracterizado dos sitios de

reconocimiento para NFkB (Figura 7) (Ueda, Ishigatsubo, Okubo, & Yoshimura, 1997).

Region

Region reguladora codificante

AP-|

AP-|

NFxB

NFxB NFxB

-157

Figura 7. Estructura del gen de MCP-1. Se muestran los elementos reguladores
descritos hasta el momento para la expresion de MCP-1. modificado de Ueda et al.,
Deng et al, 2013.

4.3. Expresion y regulacion de MCP-1

MCP-1 es una proteina que se expresa en una gran diversidad de tejidos, entre los que

destacan el tejido vascular, como son el corazon y el endotelio vascular, asi como células
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del sistema inmune como monocitos y macrofagos, aunque también se expresa en tejidos
como son el tejido cerebral, pulmonar o renal (Genecards, 2018). MCP-1 es secretada por
células endoteliales al interactuar con otras citocinas o al dafiarse el endotelio (Phillips
et al., 2005).

La expresion del gen de MCP-1 se regula por diferentes sitios de unién a factores de
transcripcion como se menciond anteriormente. Ueda et al en 1997 reportaron que al
mutar el sitio de union al factor de transcripcion SP-1 disminuia de forma importante la
expresion de MCP-1, ademas, al estimular células con TNFa, el sitio de union a NFkB
proximal y los dos sitios de union a este factor de transcripcion localizados en la region

potenciadora se ocupaban por este factor de transcripcion.

Adicional a la region reguladora de MCP-1, la region potenciadora impacta en la expresion
de MCP-1 por medio de los sitios de union a NFkB presentes en esta region,
especialmente el sitio A2, que comienza en el sitio -2593, respecto al sitio de inicio de la
transcripcion (Ueda et al., 1997). También se han reportado en la region potenciadora de
MCP-1 un sitio de unién para P53 en el sitio -2462, y de nueva cuenta, un sitio de union a
AP-1 en el sitio -2270 (Hacke et al. 2010), lo cual resalta la importancia de la regién distal

del promotor de MCP-1 en la regulacion de la expresion de MCP-1.

4.4. Funciones de MCP-1

MCP-1 interactia con el receptor de quimiocinas con motivo C-C (CCR2), el cual es un

receptor acoplado a proteina G.

Al interactuar MCP-1 con CCR2, se desencadena una respuesta mediada por la proteina
G acoplada a CCR2, lo que provoca a su vez que se estimule la migracion de los leucocitos
al sitio intimal (Phillips et al., 2005).

Entre los procesos en los cuales participa MCP-1 se encuentran el reclutamiento de
linfocitos Th activados y células endoteliales, como parte de su actividad quimiotactica.
También se ha reportado que induce la proliferacion de miocitos del tejido vascular,
estimula a las células T y Natural Killer (NK), incrementando su citotoxicidad y estimulando
a su vez la produccion de citocinas por monocitos y macrofagos (Arefieva, Kukhtina,
Antonova, & Krasnikova, 2005), asi como la expresion de moléculas proinflamatorias y de

adhesion celular, tales como Mac-1 (Macrophage -1 antigen) (Deshmane et al., 2009).
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5. Antigeno de macrofago-1 (Mac-1)

Macrophage-1 antigen (Mac-1) es una integrina B2 heterodimética relacionada con la
adhesion y quimiotaxis de los leucocitos, con afinidad por una gran variedad de ligandos,

principalmente moléculas que se forman a partir de la matriz extracelular (Arnaout, 2016).

5.1.1. Estructura de Mac-1

Mac-1 es una proteina heterodimeérica, que consiste de la union de las subunidades CD18
y CD11b, de ellas, CD11b es quien proporciona a esta integrina la identidad de Mac-1
(Figura 8).

La subunidad CD11b presenta un dominio von Willebrand factor type A (VWFA) (Arnaout,
2016), el cual facilita la unién de la integrina a sus ligandos de forma dependiente de iones

metalicos (Adair, Xiong, Alonso, Hyman, & Arnaout, 2013).

Por otro lado, la subunidad CD18 es capaz de interactuar con CD11a, CD11b o CD11c
para formar integrinas (B2 (Abbas et al., 2013).

Figura 8 Estructura transmembranal de Mac-1. Se presenta el conjunto de CD11by CD18
de acuerdo a como se localiza en la membrana plasmatica. Tomado de Adair et al, 2013.
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5.1.3 Funciones y expresion de Mac-1

Mac-1 tiene una importante participacion en la migracion y rodamiento de leucocitos, asi

como en la quimiotaxis de los mismos (Abbas et al., 2013).

Los ligandos de Mac-1 constituyen una gran variedad de proteinas de matriz extracelular,
entre ellas se encuentran ICAM (Intercellular Adhesion Molecule) 1, 2 3 y 4, fibrina,
fibrindbgeno y fibronectina. También se reporta que la sobreexpresidon de Mac-1, en

presencia de factores como IL-2 aumenta la sobrevida de los leucocitos (Arnaout, 2016).

Ademas de esto, Mac-1 tiene una importante participacion en el sistema del complemento,
como receptor para iC3b, por lo cual la participacion de Mac-1 en la respuesta inmune

frente a microorganismos es de gran relevancia (Law, 1988).

Mac-1 se expresa en los leucocitos, particularmente en aquellos de linaje mieloide, como
son los monocitos, macréfagos y neutréfilos, ademas de las células NK y linfocitos By T

CD8+, ante la estimulaciéon de los mismos por quimiocinas (Pluskota et al., 2008).

Se ha reportado que la expresion de la subunidad CD11b de Mac-1 es estimulada por
MCP-1 en células CD14+ (Weber et al, 2000).

Se ha reportado que en padecimientos como el desprendimiento de retina, la actividad
inflamatoria de MCP-1 involucra un incremento en la expresion de Mac-1, haciendo

posible asi establecer una relacién entre ambas (Nakazawa et al, 2007).
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Antecedentes particulares

1. El polimorfismo A-2518G del gen MCP-1

MCP-1, como se ha mencionado, es una proteina que participa en la respuesta inmune.
Como en el caso de muchos otros genes, MCP-1 presenta variantes alélicas, originados
por polimorfismos de un solo nucledtido (SNP’s). Entre estos destaca el cambio de una
adenina por una guanina en el sitio -2518 respecto al sitio de inicio de la transcripcion de
este gen. Este polimorfismo es bialélico (A/G), y se ha demostrado que tiene un efecto

funcional positivo en la expresion del mismo.

Este polimorfismo fue caracterizado por primera vez por el grupo de Rovin en el afio 1999,
junto con un cambio de adenina a timina en el sitio -2076 respecto al sitio de inicio de la
transcripcion. Esta caracterizacion se llevo a cabo en diversos grupos étnicos, entre ellos,
mexicanos residentes en Estados Unidos de América. En general, la poblacién mexico-
americana tuvo una frecuencia alélica muy semejante a la reportada para la poblacion
asiatica para ambas variantes, mientras que la poblacién afro-americana presenta una
mayor prevalencia de individuos homocigotos A para el polimorfismo A-2518G de MCP-1

respecto a las otras poblaciones estudiadas.

Esos autores realizaron la genotipificacion del polimorfismo A-2518 G de MCP-1 mediante
PCR-RFLP, para lo cual amplificaron la region que comprende al mismo, obteniendo un
amplicon de 928 pb. A continuacion, se fragmentaron los amplicones con la enzima de
restriccion Pvull, ya que este polimorfismo se encuentra en un sitio de reconocimiento
para la misma (CAGCTG) (Figura 9). Cuando el sitio de corte para Pvull se encuentra
integro, se obtienen dos fragmentos, uno de 706 pb y otro de 222 pb, que se separan
como dos bandas mediante electroforesis en gel de agarosa, mientras que al estar
ausente soélo se observa la banda que corresponde al amplicon completo. En el caso del
heterocigoto se separan por electroforesis tres bandas correspondientes a los dos

fragmentos mencionados anteriormente y al amplicon completo.
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Figura 9. Patron de restriccion de la region que comprende al polimorfismo A-2518G de
MCP-1. Modificado de Rovin et al, 1999.

Rovin y sus colaboradores en el mismo articulo realizaron ensayos funcionales, a partir
de los cuales se determin6 que, de las dos variantes polimorficas descritas por ellos,
Gnicamente la variante del polimorfismo A-2518G tiene efecto sobre la expresion de MCP-
1.

Para comprobar este efecto se insert6 la region que comprende a los polimorfismos A-
2518G y A-2076T de MCP-1, en las diferentes combinaciones posibles, empleando el
vector pGL3-basic de Promega, el cual esta disefiado para realizar el ensayo de luciferasa.
Este vector fue transfectado en células A172 humanas de glioblastoma, que fueron
estimuladas con IL-13. Al comparar los constructos en los cuales la Unica variante es la
A-2518G, se observo que la actividad de luciferasa fue significativamente mayor con el

plasmido que contenia al alelo G del polimorfismo A-2518G de MCP-1 (Figura 10).
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Figura 10. Ensayo de actividad de la luciferasa por estimulacion de la region que contiene
al polimorfismo A-2518G de MCP-1. En color blanco se presenta la actividad de luciferasa
de las células control, el entramado representa la actividad de luciferasa de las células
estimuladas con IL-1. Media + D.E. de la actividad relativa de la luciferasa. Modificado de
Rovin et al, 1999.

Adicionalmente, en este trabajo Rovin y sus colaboradores midieron la concentracién de
MCP-1 presente en sobrenadante de células aisladas de los participantes. En esta ocasion
estratificaron los resultados Unicamente por la presencia o ausencia del alelo G del
polimorfismo A-2518G de MCP-1 (Figura 11) y encontraron que se mantenia el patrén de

expresion que ya habian descrito previamente.

Es importante resaltar que este polimorfismo se encuentra en una region que se reporta
como reguladora (Ueda et al., 1997). Sin embargo, ninguno de estos polimorfismos se
encuentran en alguno de los dos sitios de unién a NFkB, o cercanos a ellos, por lo cual el
mecanismo por el cual se podria alterar la expresién de MCP-1 por la variante alélica que

posean no se ha definido hasta este momento.
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Figura 11. Concentraciéon de MCP-1 en sobrenadante de cultivo. Se estimul6 a
los monocitos de los participantes con IL-1B y se cuantific6 a MCP-1 en el
sobrenadante de cultivo, agrupandolos por la presencia o ausencia del alelo G.
Modificado de Rovin et al., 1999.

2. El rol de MCP-1 en las enfermedades crénico-inflamatorias

Como se ha mencionado en este escrito, MCP-1 tiene una importante participacion en el
proceso proinflamatorio, lo cual en condiciones normales permite el reclutamiento y
maduracion de los leucocitos en caso de infeccion, sin embargo, cuando se produce en el
contexto de inflamacién crénica, su efecto resulta en dafio al sitio afectado (Deshmane
et al., 2009).

Una de estas enfermedades crénico-inflamatorias es el cancer. Se ha reportado que MCP-
1 esta sobreexpresada en el cancer de mama (Fang et al., 2012), ovario (Furukawa et al.,
2013), y carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (Ji, Chen, Lin, Lee, & Lee,

2014), relacionandose con la supervivencia, la proliferacion celular y la metastasis.

La relacion de MCP-1 con el cancer podria darse, por un lado, por el estado de constante

inflamacion que existe durante un proceso canceroso y por otro, por la sobreexpresion de
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NFkB en este tipo de procesos, al estar vinculado este factor de transcripcion con la

regulacion transcripcional de MCP-1 (Yoshimura, 2018).

Se ha asociado también a MCP-1 con diferentes tipos de dafio renal, como dafio renal
subclinico (Hanemann et al., 2013) o lesion renal hipertensiva (Hilgers et al., 2000), ya que

favorece la infiltraciéon de monocitos.

En el contexto de las enfermedades crénico-metabdlicas, se ha relacionado a MCP-1 con
padecimientos cardiovasculares, como la ateroesclerosis, favoreciendo la infiltracion de
macrofagos en la capa subendotelial (Harrington, 2000), hipertrofia ventricular izquierda
(Ritter et al., 2017) e hipertensién con ateromatosis (Tucci, Quatraro, Frassanito, &
Silvestris, 2006). La hipertension se ha asociado con el incremento de la concentracion
plasmatica de MCP-1 como con la presencia del alelo G del polimorfismo A-2518G del
gen que codificaa MCP-1. Asi mismo, los incrementos en las concentraciones plasmaticas
de MCP-1 se vinculan con obesidad (Panee, 2012; Sartipy & Loskutoff, 2003) y resistencia
a la insulina (Patsouris et al., 2014; Sartipy & Loskutoff, 2003) y DMT2 (Panee, 2012). En
obesidad, se reporta un incremento en la produccion de MCP-1 en tejido adiposo visceral
y subcutaneo, teniendo un efecto angiogénico y afectando al metabolismo de los lipidos,
ademas de aumentar el reclutamiento de macrofagos proinflamatorios (Panee, 2012). En
cuanto a la resistencia a la insulina, la acumulacion de macrofagos de manera local en el
musculo esquelético y tejido adiposo podria favorecer la produccién de MCP-1,
involucrando a MEK/ERK y cinasas de tirosina, ademas de la protein cinasa C (Rull,
Camps, Alonso-Villaverde, & Joven, 2010). Finalmente, en lo que se refiere a la relacion
entre la DMT2 y MCP-1, es necesario recordar que se encuentra vinculada en la mayoria
de los casos con obesidad y resistencia a la insulina, por lo tanto, una gran proporcion de
pacientes con DMT2 presentan concentraciones elevadas de MCP-1 en sangre, por otro
lado, se ha evaluado la relacion del polimorfismo A-2518G de MCP-1 con la DMT2 en
poblacion caucéasica y asiatica, sin que se hayan obtenido resultados concluyentes
(Panee, 2012).
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3. El polimorfismo A-2518G de MCP-1y la expresion de MCP-1 en las
complicaciones vasculares y microvasculares de la DMT2

El polimorfismo A-2518G de MCP-1 ha sido estudiado en el contexto de las
complicaciones vasculares principalmente en poblaciones asiaticas, en complicaciones
macrovasculares, y mayormente, en complicaciones microvasculares como son

retinopatia diabética y nefropatia diabética (H. Xu et al., 2003).

En general, se reporta que el alelo G esta asociado a las complicaciones microvasculares
(Dong et al., 2014; Jeon, Choi, Park, Lee, & Oh, 2013; Katakami et al., 2010; Ninomiya
et al., 2015), independientemente de que los individuos sean homocigotos o heterocigotos
para el mismo. Por otro lado, hay autores que reportan que el genotipo que se presenten
del polimorfismo A-2518G de MCP-1 no tiene un efecto significativo en las complicaciones
microvasculares de la diabetes (Yoshioka, Yoshida, Kogure, Takakura, & Umekawa,
2009).

Se ha evaluado también la expresion transcripcional de MCP-1 en el endotelio vascular
aortico. En estos estudios se reporta una relacion positiva entre la expresion mayor de
MCP-1 y la probabilidad de padecer complicaciones macro y microvasculares de la
diabetes (Feng et al., 2005).

En general la mayoria de los estudios reportan concentraciones plasméticas elevadas de
MCP-1 que correlacionan con las complicaciones microvasculares de interés. Entre estas
se encuentra la nefropatia diabética, en la cual se detecté que la concentracién de MCP-
1 correlaciona con el reclutamiento y activaciéon de macréfagos en los glomérulos renales
(F. Chow, Ozols, Nikolic-Paterson, Atkins, & Tesch, 2004; Morii et al., 2003), ademas de
qgue se ha reportado que en ratones diabéticos “knockout” para MCP-1, el dafio renal
disminuye (F. Y. Chow et al., 2007).

La concentracion plasmatica de MCP-1 también se ha evaluado en individuos con
retinopatia diabética. Al igual que en los individuos con nefropatia diabética, se ha
encontrado relacion entre la concentracion de MCP-1y la retinopatia diabética proliferativa
y no proliferativa. La concentracion de esta proteina se reportd como significativamente
mas alta en los pacientes diabéticos con retinopatia diabética proliferativa y no proliferativa
(Reddy et al., 2017).
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Algunos autores han reportado una correlacion positiva entre la concentracion plasmética
de MCP-1 y el alelo G del polimorfismo A-2518G del gen que la codifica y las
complicaciones microvasculares de la DMT2 (Jiang et al., 2016). Sin embargo, existen
algunas controversias, de parte de quienes aseveran que no tiene relacion alguna (Zietz
et al., 2005).

4. El polimorfismo A-2518G de MCP-1 en poblacion mexicana

En México hasta el momento no se ha estudiado el polimorfismo A-2518G del gen MCP-
1 ni se ha relacionado con las concentraciones plasmaticas de la proteina en el contexto
de las complicaciones macro o microvasculares de la DMT2, pero si se ha estudiado en
individuos con enfermedades infecciosas, autoinmunes, cancer, ateroesclerosis y
resistencia a la insulina (Tabla 2) (Angeles-Martinez et al., 2015; Flores-Villanueva et al.,
2005; Lima et al., 2007; Matia-Garcia et al., 2018; Vazquez-Lavista, Lima, Gabilondo, &
Llorente, 2009).

Durante el estudio de Rovin et al en 1999, se estudiaron diferentes grupos étnicos
residentes en Estados Unidos, entre ellos, a un grupo de 17 individuos mexico-
americanos, de los cuales no se especificé que tuvieran algiin padecimiento al cual asociar
la frecuencia genotipica del polimorfismo A-2518G de MCP-1 (Tabla 2), aunque si es
importante resaltar que la frecuencia genotipica de la poblacion mexico-americana fue

semejante a la que presentaron los individuos de poblacion asiatica.

Posteriormente, se evalud en el contexto de la tuberculosis (Tabla 2) (Flores-Villanueva
et al., 2005), donde se identificé que los pacientes portadores del alelo G, y especialmente,

los homocigotos para G, eran mas susceptibles a desarrollar tuberculosis pulmonar activa.

Fue reportado también el estudio de la variante A-2518G de MCP-1 en enfermedades
autoinmunes, como es el Lupus eritematoso (Tabla 2) (Lima etal., 2007). En dicha
publicacién se menciona que el alelo A y el genotipo homocigoto para este alelo podrian
estar asociados al padecimiento, aunque Lima y sus colaboradores hacen énfasis en la
posibilidad de que no se hayan considerado todas las variables confusoras necesarias

para aseverarlo.
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En el contexto de las enfermedades crénicas, se ha evaluado al genotipo A-2518G de
MCP-1 en carcinoma de vejiga (Vazquez-Lavista et al., 2009) y en aterosclerosis (Tabla
2) (Angeles-Martinez et al., 2015). En cuanto al carcinoma de vejiga, se reporta que la
proporcién de individuos homocigotos para G, o portadores de éste alelo, fue
significativamente menor en pacientes con carcinoma de vejiga que en aquellos que no lo

padecian (Vazquez-Lavista et al., 2009).

Tabla 2. Relacién entre el polimorfismo A-2518G de MCP-1 y enfermedades infecciosas,
autoinmunes y cronico-degenerativas evaluadas en la poblacién mexicana.

Autor ARo Estudio Tamafo Frecuencia Frecuencia (Casos)
de (Controles)
muestra AA AG GG AA  AG GG
(n)

Rovin et al. 1999 Caracterizacion 17 0.24 059 0.18 N/A N/A  N/A

Flores- 2005 Tuberculosis 176 0.24 050 0.26 0.25 048 0.27

Villanueva et

al.

Lima et al. 2007 Lupus 220 0.14 055 0.31 0.23 052 0.26

eritematoso

Vazquez- 2009 Carcinoma de 126 0.14 056 0.29 0.20 0.75 0.06

Lavista et al. vejiga

Angeles- 2015 Enfermedad 968 0.32 0.48 0.20 0.31 045 0.25

Martinez et al. coronaria

Matia-Garcia 2018 Resistenciaala 174 0.17 048 035 0.12 0.37 051

et al. insulina

N/A: No aplica

Para la aterosclerosis, lo que reportaron Angeles-Martinez y sus colaboradores en 2015
fue que no existe diferencia significativa entre el alelo que se presente para el polimorfismo
A-2518G de MCP-1 y la probabilidad de padecer aterosclerosis, si bien la estratificacion
de su muestra que realizaron en este estudio podria haber favorecido el efecto de

variables confusoras.
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Finalmente, se public6 un estudio realizado en infantes mexicanos con resistencia a la
insulina (Matia-Garcia et al., 2018), donde se sefiala que en el grupo de individuos con
resistencia a la insulina existe una mayor proporcion de individuos homocigotos G, sin que
esto sea significativo, sin embargo, obtienen un valor de riesgo significativo (OR = 2.2,
p= 0.03) con la presencia de resistencia a la insulina.

En cuanto a la expresion de MCP-1, se ha evaluado la concentracion de ésta proteina en
una poblacion infantil de individuos méxico-americanos con obesidad (Breslin et al., 2012),
donde se describe que en estos individuos la concentracion plasmatica de MCP-1 se

encuentra elevada.

5. La participacion de Mac-1 en las complicaciones microvasculares de la
diabetes

Como se menciond anteriormente, Mac-1 es una molécula de adhesién que se expresa
en los leucocitos, facilita su proceso de migracién a través de los vasos sanguineos, y esta
involucrada en diferentes procesos patologicos, entre ellos la diabetes y sus

complicaciones microvasculares (Hilgers et al., 2000, p. 1).

Se ha vinculado a la concentracién plasmatica de MCP-1 con la de Mac-1 en pacientes
con DMT1 (Kiyici et al., 2006). Si bien en este estudio no se encontro relacion entre éstas
y el desarrollo de nefropatia diabética, no seria especulativo proponer que el incremento
en la expresion de MCP-1, estimule la expresion de Mac-1 y favorezca las complicaciones
microvasculares de la DMT2, dada la importancia de ambas en el proceso inflamatorio en

el endotelio vascular, y a que la expresion de Mac-1 es estimulada por MCP-1.

En pacientes con DMT1, se detectd que la expresion de Mac-1 es mayor en aquellos
pacientes de digndstico reciente que en aquellos con tiempo de diagndstico superior a dos
meses (Cifarelli et al., 2007), probablemente porque después del diagndstico y comienzo
del tratamiento los individuos consiguen un mejor control glicémico, el cual es la causa

primaria del aumento de la expresion de moléculas proinflamatorias.

En pacientes con DMT2, se ha identificado, mediante citometria de flujo, que la expresion
de CD1lb, una de las moléculas que componen a Mac-1, se incrementa
significativamente en comparacion con lo que sucede en los individuos sanos (de Vries

et al., 2015; van Oostrom, van Wijk, Sijmonsma, Rabelink, & Castro Cabezas, 2004).
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Ademas de lo anterior, se ha reportado que Mac-1 favorece la generaciéon de un
microambiente proinflamatorio al adherirse al endotelio vascular e incrementar la
generacion de ROS por parte de los macréfagos (Husemann, Obstfeld, Febbraio, Kodama,
& Silverstein, 2001).
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Hipotesis
El polimorfismo A-2518G de MCP-1 y la regulacién positiva de MCP-1 y de Mac-1 se
relacionan con el desencadenamiento de las complicaciones microvasculares en

pacientes mexicanos con DMT2
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Justificacion

La diabetes y sus complicaciones microvasculares son un problema de salud con gran
impacto en la calidad de vida y en la economia de la poblacion mexicana, por lo que
identificar moléculas que a largo plazo puedan emplearse como marcadores de riesgo

podria contribuir a la prevencion de las complicaciones microvasculares de la DMT2.

No se ha evaluado en la poblacion mexicana la relacion entre las complicaciones
microvasculares de la DMT2 y el polimorfismo A-2518G de MCP-1, ni la consecuente
variacion en la expresion de MCP-1 y Mac-1, que de acuerdo a lo reportado tienen
participacion en las complicaciones microvasculares de la diabetes en otras poblaciones.
Sin embargo, las diferencias étnicas podrian provocar un efecto diferente a lo reportado
en estas poblaciones.
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Objetivos

Objetivo general

Determinar la relacion entre el polimorfismo A-2518G del gen MCP-1 y la expresion de
este gen y de Mac-1 en poblacién mexicana con complicaciones microvasculares de la
DMT?2.

Objetivos particulares
1.- Determinar la frecuencia alélica y de genotipos del polimorfismo A-2518G de MCP-1

en poblacidon mexicana con complicaciones microvasculares de la DMT2.

2.- Determinar la concentracion plasmatica de MCP-1 en poblacibn mexicana con

complicaciones microvasculares de la DMT2.

3.- Evaluar la expresion de Mac-1 en poblacibn mexicana con complicaciones

microvasculares de la DMT2.

4.- Analizar la relacion existente entre el polimorfismo A-2518G de MCP-1 y la expresion
de MCP-1 y Mac-1 con las complicaciones microvasculares de la DMT?2.

37



Estrategia experimental
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Materiales y métodos

1. Tipo de estudio

Transversal de casos y controles.

2. Aprobacion del comité de ética
Este proyecto fue evaluado y aprobado por el comité de ética de la Secretaria de Salud
del Distrito Federal (Anexo 1).

3. Poblacion de estudio

Se formaron tres grupos de estudio compuestos por 40 individuos cada uno, diabéticos
con complicaciones microvasculares (DMT2CV), diabéticos sin complicaciones

vasculares (DMT2) e individuos metabdélicamente sanos (Control).
Criterios de inclusién para todos los grupos:

e Mayor a 18 afos

e Sexo indistinto

e Participar de forma voluntaria, respaldado por la firma del consentimiento

informado (Anexo 2).
Criterios de inclusion para el grupo control:
e Metabolicamente sano
Criterios de inclusion para el grupo DMT2:
e Diagndstico de DMT2
Criterios de inclusion para el grupo DMTCV:
e Diagnostico de DMT2
e Al menos una complicacion microvascular diagnosticada

o Nefropatia diabética
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o Pie diabético (Ulceras o amputaciones derivadas de este)
o Neuropatia diabética
o Retinopatia diabética

Criterios de exclusién para todos los grupos:

e Enfermedades infecciosas en un lapso menor a un mes, anterior a la toma de

muestra
e Diagnostico de enfermedad autoinmune
e Diagnostico de cancer en cualquier momento previo a la toma de muestra
e Diagnostico de cualquier enfermedad neurodegenerativa

e Haber recibido transfusiones sanguineas en los 4 meses anteriores a la toma de

muestra
e No cumplir con alguno de los criterios de inclusion
Criterios de exclusion para el grupo control:
e Presentar cualquier enfermedad caracteristica del sindrome metabdlico
o Diabetes mellitus (tipo 1 o Tipo 2)
o Obesidad
o Dislipidemias
e Hipertensién
¢ Antecedentes familiares de primer grado para diabetes
Criterios de exclusion para el grupo DMT2:
e Presentar diagnoéstico de DMTL1
e Presentar cualquier complicacion microvascular
o Nefropatia diabética

o Pie diabético (Ulceras o amputaciones derivadas de este)
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o Neuropatia diabética
o Retinopatia diabética

e Presentar cualquier complicacion macrovascular
o Infarto del miocardio
o Isquemias
o Evento Vascular Cerebral

Criterios de exclusion para el grupo DMT2CV:
e Presentar diagnéstico de DMT1

4. Colecta de muestra y toma de datos

Los individuos que participaron en esta investigacion fueron reclutados entre los pacientes
del Hospital General de lIztapalapa, principalmente entre los pacientes del servicio de
Medicina Interna, en la consulta de Medicina General del Centro de Salud Metropolitano
en Ciudad Nezahualcéyotl, Estado de México, y entre estudiantes y personal de la

Universidad Auténoma de la Ciudad de México, Plantel del Valle.

Para el calculo del tamafio de la muestra se consideré como la N poblacional a la poblacion
presente en la Ciudad de México y el Estado de México, que suman en total 25 500 000
individuos. Se consideraron, para calcular los valores de p y g, la prevalencia de diabetes
en la poblaciébn mexicana, que es de 9.4% y de DMT2, que es del 95% del total de los
pacientes diabéticos, ademas de la incidencia de complicaciones vasculares entre los
pacientes diabéticos, que es del 60%, y la frecuencia del genotipo de menor prevalencia
gue es del 20%. Se fij6 el nivel de confianza al 95% para determinar la Z y un error (e) del

5%, obteniendo un valor de n de 16 individuos por grupo de estudio.

Para el célculo de la n se empled la siguiente férmula:

B Z?>pq N
" e2(N—1)+Z2 pgq

n
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En todos los casos se les explico a los participantes, y en caso de que esto no fuera
posible, a un familiar responsable, los objetivos de este proyecto, las condiciones de

colecta de la muestra, asi como los beneficios y riesgos de participar.

Se les pidio que leyeran y firmaran una carta de consentimiento informado (Anexo 2) y de
acceder a participar se les pidi6 que contestaran un cuestionario sobre sus datos
demograficos, antecedentes familiares y personales, asi como sus hébitos de vida (Anexo
3).

Se tomaron muestras de sangre periférica empleando para su almacenamiento tubos de

vacutainer con EDTA.

5. Separacion de plasmay células sanguineas

Se centrifugaron las muestras de sangre a 1600 g por 10 minutos a 4 °C, se almacend el
plasma a -80 °C y se separo la capa de leucocitos del resto de las células para su posterior

procesamiento.

6. Obtencion de leucocitos

Se procesé la capa de leucocitos afadiendo buffer ACK (Cloruro de amonio 155 mM,
Bicarbonato de potasio 10 mM, EDTA 1 mM) en una proporcién de 3:1 y se homogeneizé
hasta resuspender completamente todas las células. Se centrifugé a 1600 g por 10
minutos a 4 °C y se repitid tantas veces como fue necesario para obtener un pellet de

leucocitos. Los leucocitos fueron alicuotados y almacenados a -80 °C.

7. Extraccion de DNA

Se empled el kit de extraccidon de DNA de Quiagen Gentra Puregene blood core Kit B,
donado por la Dra. Elisa Irene Azuara Liceaga, para extraer DNA a partir de los leucocitos
obtenidos de 300 pL de sangre. Después de lisar los leucocitos se precipitd el DNA
empleando isopropanol y se removieron sales empleando etanol al 70%. Se resuspendio
el DNA en solucion de hidratacién durante toda la noche y se almacené a -20 °C. Para
verificar la calidad del DNA extraido se evalué por espectrofotometria UV y se calculd el

rendimiento del DNA obtenido, asi como su pureza por medio de la relacion 260/280. A
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continuacion, se realiz0 la electroforesis del mismo en agarosa al 1% disuelta en TBE 0.5X
(Tris-borato 45 mM, EDTA 1 mM).

8. Genotipificacion del polimorfismo A-2518G de MCP-1 por medio de PCR-
RFLP

Se amplifico la region que comprende al polimorfismo A-2518G mediante PCR empleando
los primers reportados por Rovin et al, en 1999 (F=5-CCG AGA TGT TCC CAG CAC AG-
3y R=5-CTG CTT TGC TTG TGC CTC TT -3’), generando un amplicon de 928 pb
localizado en la zona que comprende al sitio -2518 respecto al sitio de inicio de la

transcripcion.

El amplicon generado fue digerido overnight con la enzima Pvull, la cual reconoce la
secuencia 5’CAGCTG 3'. La guanina del extremo 3’ de la secuencia de reconocimiento
para Pvull coincide con el polimorfismo A-2518G, por lo que dependiendo de la variante

que portara cada individuo, aparecera o no el sitio de corte.

Se realiz6 la electroforesis en gel de agarosa al 2% disuelta en TBE 0.5X para visualizar

las bandas generadas a partir de la digestion con la enzima Pvull.

9. Cuantificacion de MCP-1 por ELISA tipo sandwich

Se llevé a cabo el ensayo de ELISA tipo sandwich empleando el kit Human MCP-1/CCL2
ELISA Max deluxe set 10 plates (438805) de BioLegend.

Para ello, se cubrieron las placas con 100 pL de solucién de recubrimiento, la cual contiene
al anticuerpo de captura. Este se incub6 overnight a 4 °C, posteriormente se lavo 4 veces
con 200 pL de solucion de lavado en agitacion, durante 5 minutos por cada lavado;
después de esto se incubo6 por 2 horas con solucion de muestra 1x (incluida en el kit) a
temperatura ambiente y en movimiento. Se lavo de nuevo la placa y se agregaron 100 pL
de la muestra problema o de MCP-1 recombinante (incluida en el kit) diluida en solucién
de muestra 1X. Para la elaboracion de la curva patrén se realizaron diluciones seriadas
(1:2) de la proteina recombinante en solucion de muestra 1X hasta obtener 7 puntos
experimentales en un rango de concentracion entre 500 y 7.8 pg/mL. La muestra problema

utilizada fue plasma sin diluir.
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Tanto la MCP-1 recombinante como las muestras problema se incubaron por 2 horas a
temperatura ambiente y en movimiento. Posteriormente, se lavaron los pocillos de la placa
como se ha descrito y se agregaron 100 pL de solucién de deteccion, la cual consistié en
anticuerpo de deteccion biotinilado anti-MCP-1 diluido en solucién de muestra 1X. Se
incubd por 1 hora en movimiento a temperatura ambiente. Una vez concluido este lapso,
se lavaron los pocillos con 200 pL de PBS pH 7.4, 4 veces por 5 minutos cada vez, en
agitacion y a temperatura ambiente. Se afiadieron 100 uL de HRP-avidina en solucion de
muestra 1X y se incubd por 1 hora en movimiento a temperatura ambiente. Posteriormente
se lavaron los pocillos 5 veces con 200 pL de PBS pH 7.4 en agitacion, con una duracion
de 1 minuto por lavado. Se afiadieron 100 uL de TMB recién preparado en cada pocillo y
se incubo a temperatura ambiente y en agitacién por 1 hora en oscuridad. A continuacion
se agregaron 100 pL de solucién de paro y se leyé la absorbancia de cada pocillo a 450
nm. Para calcular la concentracion de MCP-1 en el plasma de los pacientes se interpold
el valor de absorbancia obtenido en la ecuacion de la recta de la curva patron generada.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

10. Extraccion de RNA

Se extrajo RNA total a partir de leucocitos mediante el método de TRIZOL® de 30
individuos, seleccionados al azar, arazén de 10 por cada grupo de estudio (Control, DMT2
y DMT2CV). Para ello se resuspendieron 10° leucocitos en TRIZOL® y se lisaron las
células por accibn mecanica de pipeteo. El lisado celular, se incub6 por 15 minutos a
temperatura ambiente y posteriormente se afiadio 200 pL de cloroformo. Se homogeneiz6
la mezcla empleando un vortex, se incubd a temperatura ambiente por 3 minutos y se
centrifugd a 12000 g por 15 minutos. Se recupero el sobrenadante traslicido y se coloco
en un tubo nuevo y estéril, y se afladieron 500 pL de isopropanol. Posteriormente, se lavo
con 1000 pL de etanol al 75% en agua libre de RNasas y se centrifugdé a 7500 g por 5
minutos a 4 °C, se descarté el sobrenadante y se repitié el lavado. Finalmente, se dejé
abierto el tubo por 5 minutos y pasado este lapso se resuspendié en agua libre de RNasas
y se almacend a -80 °C. Para verificar la calidad del RNA extraido se evalué por
espectrofotometria UV y se calcul6 el rendimiento del DNA obtenido, asi como su pureza
por medio de la relacién 260/280. Asi mismo se realiz6 la electroforesis del mismo en
agarosa al 0.8% disueta en TBE 0.5X.
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Se elimind el DNA residual de la muestra empleando DNAsa RQ1 RNase-Free DNase de
Promega. Brevemente, se colocaron 8 pL de RNA total, 1 yuL de DNasa libre de RNasas
RQ1y 1 pL de Buffer de reacciéon RQ1 10X. Esta mezcla se incub6 a 37 °C por 30 minutos,
posteriormente se afiadié 1 uL de solucion RQ1 DNase y se incub6 por 10 minutos a 65
°C. Posterior a esto se almaceno a -80°C.

11. Sintesis de cDNA

Se empled el kit ThermoScript ™ RT-PCR System de invitrogen para sintetizar cDONA. Se
colocaron en un tubo para PCR, 8 pL de RNA tratado con DNAsas, 2 pyL de mezcla de
dNTP's, 1 yL de agua libre de RNasas y 1 pL de oligo (dT) 50 mM, esto ultimo con la
finalidad de amplificar unicamente el mMRNA. Esta mezcla se incub6 a 65 °C por 5 minutos.

Inmediatamente después de este lapso se incubd la reaccion en hielo.

Se preparo por cada reaccion llevada a cabo una mezcla que consistié en 4 L de buffer
de sintesis de cDNA 5x, 1 uL de DTT 0.1 M, 1 yL de RNase OUT (40 U/uL), 1 yL de agua
libre de RNasas y 1 pL de thermoscript RT (15 u/puL). De esta mezcla se agregaron 8 pL
conteniendo el RNA tratado con RNasas a cada tubo de PCR y se mantuvo en hielo. Como
control (RT-) se realizaron reacciones a las cuales se le afiadieron todos los reactivos

anteriores menos la enzima thermoscript RT.

Las mezclas se transfirieron al termociclador donde se incubaron a 50 °C por 1 hora. Se
termind la reaccion incubando a 85 °C por 5 minutos, posterior a esto se afiadié a cada
reaccion 1 pL de RNasa H y se incub6 por 20 minutos a 37 °C. El cDNA sintetizado se
almacend a -20 °C.

12. RT-PCR semicuantitativo de Mac-1
Se realiz6 la PCR de punto final de Mac-1 empleando los primers F=5- AGG GAG TCAT
TCG CTA CG-3’ y R=5’- AGAGCCTCAAAGTTATTCACC- 3’ reportados previamente por
Li et al. en 2010; y de GAPDH como normalizador, usando los primers F=5-ACA GTC
AGC CGC ATC TTC-3' y R=5'- CCA ATA CGA CCA AAT CCG TTG- 3 reportados por
Andrade et al. en el afio 2013. Se empleo para ello el cDNA sintetizado previamente como
molde o la reaccion RT-. Como controles adicionales se realizaron reacciones, para cada
muestra problema, a las cuales no se les afiadid cDNA sino solo primers (Mac-1 o GAPDH)

y el resto de los reactivos.
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Se realiz6 electroforesis en gel de agarosa al 2% disuelto en TBE 0.5X de los amplicones
obtenidos de GAPDH y Mac-1. El analisis densitométrico se realizé6 empleando el software
ImageLab de BIORAD. En el caso de obtener sefial en las reacciones que no contenian
cDNA, la intensidad de la sefal obtenida se sustrajo del valor de la sefal de la

correspondiente muestra problema.

Andlisis estadistico

Las variables cualitativas se tabularon empleando para ello medidas de frecuencia, y se
compararon mediante la prueba de X?. Las variables cuantitativas se tabularon
considerando media o mediana, desviacion estandar, varianza y error estandar de la
media (ESM), y se analizaron mediante t de Student o U de Mann Whitney, de compararse
dos grupos, o ANOVA o Kruskal Wallis, para comparaciones que involucraran a tres 0 mas
grupos. Como prueba post-hoc se aplicé la prueba de Bonferroni. Se calculo la
homogeneidad de varianzas mediante la prueba de Levene. Se calculo si la distribucion
genotipica de los alelos del polimorfismo A-2518G de MCP-1 estaba en equilibrio de
Hardy-Weinberg mediante la prueba de X2, y para comparar las diversas variables de este
estudio se aplico un modelo lineal general, con la finalidad de considerar las variables
confusoras. Se calculé la variabilidad intraensayo de la curva patrén del ensayo de ELISA
calculando el coeficiente de variacion, y la variabilidad interensayo se obtuvo calculando
la media de los coeficientes de variacion de los ensayos.

La curva patrén del ensayo de ELISA se obtuvo relacionando la concentracién de MCP-1
recombinante con la absorbancia a 450 nm mediante un analisis de regresion lineal. Para
estimar la concentracion de MCP-1 de las muestras problemas se interpol6 la absorbancia

a 450 nm de cada una de ellas en la ecuacion de la recta que describe la curva patron.

Para el andlisis semicuantitativo de la expresion de Mac-1 se normalizé la expresion de
este gen respecto a la expresion de GAPDH y a continuacion se calculé las veces que se
modificé la expresion de Mac-1 de cada individuo de los grupos DMT2 y DMT2CV con

respecto a la mediana del grupo control.
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Resultados

1. Datos demograficos

Para la realizacion de este estudio se reclutaron 120 participantes en total, 40 individuos
en cada grupo de estudio (Control, DMT2 y DMT2CV). El reclutamiento se llevé a cabo en
la Universidad Autonoma de la Ciudad de México, plantel del Valle, en el Hospital General
de Iztapalapay en el Centro de Salud Metropolitano en Ciudad Nezahualcoyotl. Los datos

demograficos de estos pacientes se resumen en la Tabla 3.

Tabla 3. Datos demograficos de los participantes.

Variables clinicas y demograficas Controles DMT2 DMT2CV
n=40 n=40 n=40
Sexo (%) F 56.2 43.2 52.5
M 43.7 56.8 47.5
Edad (afios)** § 24.5 (18-61) 55 (23-83) 56 (40-85)
Glucosa (mg/dl)* 92.1+14 218.55+21.4 206.4%+18.6
IMC (%) Normal 56 21.9 35.2
Sobrepeso 44 25 26.4
Obesidad § 0 53.1 38.2
Hipertensos (%) 0 47.5 72.5
Tiempo de evolucidn (afios)* § N/A 1092+ 1.7 16.8+16
Antecedentes familiares de ler grado (%) O 57.1 60.0

Se estratifica por grupos de estudio. * Media + ESM, **Mediana, § Estadisticamente

significativo a un a= 0.05.
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La composicién de los grupos de estudio fue homogénea en cuanto al género (F=0.815,
gl=2, p=0.445). Sin embargo, en cuanto a la edad de los participantes, hay diferencias
entre los individuos del grupo control y el resto (a = 0.05) (Tabla 3). Este hecho, se puede
relacionar con los criterios de exclusion que se establecieron en este estudio, que
comprendian para el caso de los individuos controles, la ausencia de obesidad,
hipertension arterial, familiares de primer grado diabéticos y otros signos de enfermedad
metabdlica. Teniendo en cuenta la prevalencia de estos factores de riesgo en la poblacion
mexicana y que la DMT2 se desencadena, generalmente, a edades mayores a los 40
afos, era de esperar que la edad promedio de los individuos sanos metabdlicamente y sin

factores de riesgo fuera significativamente inferior a la del grupo de pacientes diabéticos.

Es importante también mencionar la diferencia que existe en cuanto al indice de masa
corporal (IMC) entre los grupos DMT2 y DMT2CV, donde se aprecia que los individuos del
grupo DMT2 tienen una mayor proporcién de individuos con obesidad (53.1%) respecto al
grupo DMT2CV (38.2%) (X?= 7.005, p=0.008) (Tabla 3). Esto se puede relacionar, por un
lado, con los cuidados que requieren muchos de los pacientes con nefropatia diabética o
aguellos que padecen alguna otra complicacién y como parte de su atencién retoman
cuidados en cuanto a actividad fisica y nutricibn, mientras que aquellos pacientes sin
complicaciones microvasculares siguen la tendencia nacional de no tomar medidas de

prevencion de las complicaciones vasculares (ENSANUT, 2016).

La proporcion de individuos con hipertension es mayor entre los individuos del grupo
DMT2CV, esto correlaciona con el hecho de que en ambos padecimientos existe dafio al
endotelio vascular, aunque cabe mencionar que esta diferencia no fue estadisticamente
significativa (X?= 0.004, p=0.948).

Debe destacarse que los individuos del grupo DMT2CV presentan un mayor tiempo de
evolucion (16.8 afios) que los del grupo DMT2 (10.92 afios) (tabla 3) (t= -2.934, gl= 71,
p=0.005). Este resultado es congruente con las evidencias reportadas en la literatura que
mencionan que la aparicion de complicaciones esta relacionada con el tiempo de

exposicion a la enfermedad (Nathan, 1993).

En cuanto a los antecedentes familiares de DMT2, entre los dos grupos de diabéticos
(DMT2 y DMT2CV) no hay diferencias (X?= 0.205, p=0.651).
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2. Obtencion de plasma, células y DNA

Se obtuvo el plasma de los 120 individuos y se almacend hasta su uso posterior. Los
leucocitos extraidos también se aislaron con la finalidad de obtener DNA y RNA para

cumplir los objetivos planteados en este trabajo.

El indice de pureza medio de las muestras de DNA de cada grupo es igual o mayor a 1.8
e inferior a 2, lo cual nos indica que las muestras esta libres de proteinas y RNA y son de
adecuada calidad para el subsiguiente analisis. El rendimiento del DNA obtenido fue
semejante y adecuado en los tres grupos, ya que de cada muestra se cuenta con al menos
100 pL lo cual nos permitira contar con suficiente DNA para los analisis posteriores (Tabla
4).

Tabla 4. Concentracion y rendimiento de DNA obtenido de muestras de sangre de los
participantes.

Grupos de estudio Rendimiento total (ug)* Relacion 260/280*
Controles n=40 4.5+ 0.6 1.9+ 0.06
DMT2 n=40 5.84+ 1.22 1.8+0.02
DMT2CV n=40 5.63+ 0.87 1.9+0.05

*Media + desviacién estandar

Adicional a la cuantificacibn mediante espectrofotometria UV, se evaluaron las muestras
de DNA mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% donde se observaron bandas

Unicas sin barrido lo que indica la presencia de moléculas de alto peso.
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3. Caracterizacién del polimorfismo A-2518G de MCP-1

Se amplific6 mediante PCR de punto final la region que contiene al polimorfismo A-2518G
de MCP-1 de 102 participantes. En todos los casos se obtuvo el amplicon esperado de
928 pb.

Los productos obtenidos a partir de la amplificacion de la regiéon que comprende al
polimorfismo A-2518G de MCP-1 fueron digeridos con la enzima de restricciéon Pvull y con
ello se obtuvo el patrén de restriccion caracteristico para cada genotipo, el cual coincide
con lo esperado de acuerdo a lo reportado en la literatura. Es decir, se obtuvo una Unica
banda a 928 pb en el caso de los homocigotos A, dos bandas, una a 706 pb y otra a 222

pb para el homocigoto G, y tres bandas para el heterocigoto (Figura 12).

M AA AG GG

pb
900 - 928
700 - 706
500

200 - 222

- No especifico
— Oligonucleotido

Figura 12.Genotipificacién del polimorfismo A-2518G de MCP-1. Imagen representativa del
patron de restriccion de la region que comprende al polimorfismo A-2518G de MCP-1.
Electroforesis en gel de agarosa al 2%. Se muestran los tres posibles patrones de restriccion
a obtener de acuerdo al genotipo que genera este polimorfismo. M: marcador de talla; AA:
genotipo homocigoto A; AG: genotipo heterocigoto; GG: genotipo homocigoto G.
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Con la finalidad de corroborar que efectivamente el patrén de restriccion correspondia a
los genotipos esperados, se secuenciaron los PCR de muestras representativas cuyo
genotipo se habia definido previamente mediante PCR-RFLP. Se identificé el sitio de corte
de la enzima Pvull en la secuencia y se analizo el electroferograma obtenido (Figura 13
A-C). Las secuencias se cotejaron también contra la secuencia de referencia de MCP-1,
con la finalidad de confirmar que correspondian a la region que se deseaba evaluar (Figura
13D).

Figura 13. Secuenciacion del polimorfismo A-2518G de MCP-1. Electroferograma de la
secuenciacion de la region A-2518G de MCP-1 de muestras representativas. A. Genotipo
de un individuo (CV25) homocigoto para el alelo A. B. Genotipo de un individuo (CV24)
homocigoto para el alelo G. C. Genotipo de un individuo (CV23) heterocigoto AG. D.
Alineamiento de las secuencias con la secuencia de referencia de la region que
comprende al polimorfismo A-2518G de MCP-1. I. Secuencia de referencia; 11:CV23; lll:
CV25; IV: CV24. Las flechas indican la ubicacion de la variante A-2518G de MCP-1.
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La frecuencia de genotipos y alelos para MCP-1 fue evaluada de acuerdo a los grupos de

estudio establecidos (Tabla 5).

Tabla 5. Frecuencia alélica y de genotipos del polimorfismo A-2518G de MCP-1 de
acuerdo con los diferentes grupos de estudio.

Grupo de Frecuencia alélica (%) Frecuencia de genotipos (%)
estudio

G A GG AG AA
Controles 51.3 48.6 22.2 58.3 19.44
n=36
DMT2 53.4 46.5 34.5 38 27.6
n=29
DMT2CV 66.2 33.8 48.6 35.1 16.2
n=37

La distribucion alélica del grupo control se encontré en equilibrio de Hardy-Weinberg (X?=
1.33, gl= 2, p= 0.512), por lo tanto, las fuerzas de la especiacion no influyeron en la

distribucion de los alelos.

Se observo en primer lugar que la frecuencia alélica del polimorfismo A-2518G de MCP-1
del grupo control y DMT2 son semejantes, mientras que la frecuencia del alelo G para el
grupo DMT2CV es de mas del 60% (Tabla 5).

Por otro lado, la distribucién de genotipos del grupo control es la esperada para una
variante que se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg, donde vemos que la mitad
son heterocigotos y el resto se distribuye entre los homocigotos. En el caso de los
individuos del grupo DMT?2, la distribucion de los tres posibles genotipos es homogénea,
lo cual explica que tengan una distribucion alélica semejante al grupo control. En el caso
del grupo DMT2CV, la frecuencia genotipica del homocigoto G es superior a cualquier otra

combinacion (Tabla 5).

A pesar de las observaciones hechas sobre los datos de las frecuencias alélicas y de
genotipos, al calcular el riesgo, mediante la razén de momios, que podria conferir la
presencia del alelo G de padecer complicaciones vasculares en los pacientes con DMT2

este no fue significativo (a=0.05).
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Por otro lado, al contrastar el genotipo homocigoto G contra el resto, agrupando a los
pacientes diabéticos contra el grupo control, se encontré que el homocigoto G para el
polimorfismo A-2518G de MCP-1 tenia un riesgo 2.5 veces mayor (O.R.= 2.57, 1.C.=1.02-
6.5, p=0.04) a padecer DMT2 que los homocigotos A o heterocigotos.

4. Concentracion plasmatica de MCP-1 en los participantes

Se determind la concentracion plasméatica de MCP-1 en los 120 individuos, 80 pacientes
y 40 controles. Se calcul6 la concentracién plasmatica mediante la interpolacion de los
datos en una curva patron realizada de forma simultdnea con los ensayos de

cuantificacion.
La variabilidad intraensayo fue del 16% y la reproducibilidad interensayo de 13.5%.

Se analiz6 la concentracion plasmatica de MCP-1 (Figura 14), y se determiné que no
existian diferencias significativas entre estos grupos (F=2.814, n=39 (Control), 40 (DMT2),
40 (DMT2CV), p=0.064). Teniendo en cuenta que tanto en el grupo con DMT2 como el
DMT2CV hay valores extremos de concentracion plasmética de MCP-1 se reanalizaron

s
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Figura 14. Evaluacion de la concentracion plasmatica de MCP-1 en los diferentes
grupos de estudio. Mediana * primer y tercer cuartiles. Las barras representan el
intervalo de confianza.
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los datos mediante un ensayo no paramétrico, lo cual confirmé el resultado obtenido

anteriormente.

Al agrupar a todos los individuos de acuerdo con el genotipo de MCP-1 que portaban y
comparar las concentraciones plasmaticas de MCP-1 (Figura 15), tampoco se encontraron
diferencias significativas entre ellos (F=0.791, n=20 (AA), 45 (AG), 36 (GG), p=0.456). Sin
embargo, debe sefalarse que todos los valores extremos de concentraciones pertenecen

a individuos con el genotipo homocigoto G.
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Figura 15. Evaluacion de la concentracion plasmatica de MCP-1 de acuerdo con el
genotipo. Mediana + primer y tercer primer y tercer cuartiles. Las barras representan el
intervalo de confianza.

Los individuos se reagruparon de acuerdo con su genotipo y el grupo de estudio al cual
pertenecian y se compararon las concentraciones plasmaticas entre ellos (Figura 16). En
este caso tampoco se encontraron diferencias significativas entre ellas (F=1.181, n=7
(Control/AA), 21 (Control/AG), 8 (Control/GG), 8 (DMT2/AA), 11 (DMT2/AG), 10
(DMT2/GG), 6 (DMT2CV/AA), 13 (DMT2CV/AG), 18 (DMT2CV/GG), p=0.320). De aqui se

pudo concluir, que las concentraciones plasmaticas de MCP-1 no dependieron ni del grupo
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de estudio ni del genotipo de la variante A-2518G de MCP-1 que presentaron los
individuos.
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Figura 16. Evaluacion de la concentracion plasmatica de MCP-1 estratificada por
grupos y genotipos. Mediana + primer y tercer cuartiles. Las barras representan
el intervalo de confianza.

Por ultimo, tampoco se encontraron diferencias entre las concentraciones plasmaéticas de
MCP-1 entre los controles y los pacientes con DMT2 (con y sin complicaciones vasculares)
(Figura 17) (F=3.288, n=39 (Control), 80 (DMT2+DMT2CV), p=0.072).
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Figura 17. Evaluacién de la concentracion plasmatica de MCP-1 de acuerdo a la
condicion de salud: controles vs personas con DMT2. Mediana * primer y tercer
cuartiles. Las barras representan el intervalo de confianza.

Sin embargo, al agrupar a todos los individuos de acuerdo con su masa corporal
(individuos con sobrepeso y obesos contra individuos con IMC normal) se encontraron
diferencias entre la concentracion plasmatica de MCP-1 de estos individuos (t= -2.112,
n=34 (IMC normal),70 (IMC patolégico), p=0.037) (Figura 18).
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Figura 18. Evaluacion de la concentracion plasmatica de MCP-1 de acuerdo con el indice
de Masa Corporal (IMC), IMC normal vs IMC patoldgico. Mediana + primer y tercer
cuartiles. Las barras representan el intervalo de confianza.

Estos resultados confirman el posible rol de los marcadores proinflamatorios en la

obesidad.

5. Determinacion de la expresion de Mac-1
Obtencion de RNA

Se agruparon a los participantes por grupo y genotipo y se selecciono al azar al menos
diez individuos de cada grupo, incluyendo en cada uno de estos grupos al menos tres
individuos de cada genotipo. A los mismos se les extrajo RNA. La evaluacion de la calidad
y el rendimiento del RNA obtenido se realizaron por espectrofotometria y electroforesis en

gel de agarosa al 0.8% (Tabla 6).
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Tabla 6. Rendimiento y calidad del RNA obtenido de muestras de sangre de los
participantes.

Grupos de estudio Rendimiento total (ug)* Relacion 260/280*
Controles n=13 10.8 £ 3.09 1.92 £0.02
DMT2 n=11 6.5+2.24 1.92 + 0.02
DMT2CV n=12 5.29 £1.55 2.00 £ 0.06

*Media + desviacion estandar

De acuerdo con el indice 260/280 de las muestras de RNA purificadas, las mismas poseen
suficiente pureza para ser utilizadas en las reacciones de RT-PCR. Adicionalmente, en el
analisis de las muestras de RNA mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8% se
observo la presencia de las dos bandas que corresponden al RNA ribosomal 28s y 18s,
ademas del barrido de fondo y las bandas de menor tamafio que corresponden con
mensajeros, lo cual nos confirma que las muestras poseen la integridad necesaria para

sintetizar cDNA a partir de ellas.

Expresion de Mac-1 en células polimorfonucleares.

Se llevé a cabo la electroforesis en gel de agarosa de los amplicones obtenidos a partir
de cDNA de Mac-1 y GAPDH como normalizador (Figura 19) y se evalud la expresion
relativa de Mac-1 por medio de densitometria.

3 4 5

C+ RT- 1 2
Mac-1 K Lk S b o= e e 103pb
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Figura 19. Evaluacion de la expresion relativa de Mac-1. Electroforesis en gel de agarosa
al 2% del producto de PCR de Mac-1 y GAPDH correspondientes. C+: Control positivo de
1019 copias; RT-: Producto de RT-; 1-5: Muestras representativas. 1: 36Control; 2:
28DMT2; 3: 31DMT2; 4: 37DMT2; 5: 25DMT2CV.

58



Se evalud la expresion relativa de Mac-1 respecto a la expresion de GAPDH (Figura 20),

considerando a los valores del grupo control como la expresion estandar.
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Figura 20. Evaluacion de la expresion relativa de Mac-1 respecto al control. Se representa
con una linea horizontal al valor correspondiente al control como referencia. DMT2:
Individuos diabéticos sin complicaciones vasculares. DMT2CV: Individuos diabéticos con
complicaciones microvasculares. Mediana * primer y tercer cuartil. Las barras representan

el intervalo de confianza.

La expresion de Mac-1 de cada grupo estudiado fue igual al control (a=0.05).

Se evalu6 también la expresion de Mac-1 respecto al grupo de estudio y el genotipo que

los participantes portaban (Figura 21).
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Figura 214 . Evaluacién de la expresion relativa de Mac-1 respecto al control (grupo/
genotipo del polimorfismo A-2518G de MCP-1). Se representa con una linea horizontal al
valor correspondiente al control como referencia. DMT2: Individuos diabéticos sin
complicaciones vasculares. DMT2CV: Individuos diabéticos con complicaciones
microvasculares. Mediana * primer y tercer cuartil. Las barras representan el intervalo de

confianza.

Si bien la expresion de Mac-1 del heterocigoto es mayor a la de los homocigotos de la
variante A-2518G de MCP-1 en ambos grupos de diabéticos con y sin complicaciones
microvasculares (Figura 21), la diferencia en la expresién de Mac-1 no es significativa al

comparar los dos grupos de heterocigotos (DMT2 y DMT2CV) (0=0.05).
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Discusion

En este trabajo se plante6 como objetivo el establecer la relacién existente entre el
polimorfismo A-2518G de MCP-1 y su expresion, asi como la expresion de Mac-1, con la
finalidad de identificar, a largo plazo, moléculas que podrian servir como biomarcadores

relacionados con las complicaciones microvasculares.

En nuestro estudio identificamos que la proporcién de individuos homocigotos para el alelo
G del polimorfismo A-2518G de MCP-1 es mayor entre los individuos del grupo DMT2CV
gue en cualquiera de los otros dos grupos (Tabla 5), sin que esta condicion confiera riesgo
a padecer complicaciones microvasculares. Este resultado coincide con lo encontrado por
Matia-Garcia et al. en 2018, quien a pesar de reportar una diferencia evidente entre la
proporcion de individuos homocigotos para el alelo G en el grupo control y el grupo de
individuos con resistencia a la insulina, con una mayor proporcion de individuos

homocigotos G en este Ultimo grupo, la misma no es estadisticamente significativa.

Si bien, la mayoria de los estudios donde se vincula al polimorfismo A-2518G de MCP-1
con complicaciones microvasculares de la diabetes sefialan que la variante G es la que
se relaciona con las mismas (Dong et al., 2014; Jeon, Choi, Park, Lee, & Oh, 2013;
Katakami et al., 2010; Ninomiya et al., 2015), especialmente con nefropatia y retinopatia
diabética, también existen reportes en los que se menciona que la variante alélica que se
presente no tiene un efecto significativo en la manifestacion de las complicaciones

microvasculares de la DMT2 (Yoshioka, Yoshida, Kogure, Takakura, & Umekawa, 2009).

Por otro lado, el hallazgo de que los portadores del alelo G de la variante A-2518G de
MCP-1 poseen el doble de riesgo de padecer DMT2 podria estar relacionado con la
resistencia a la insulina que deben padecer estos individuos o con que en el grupo de
pacientes hay mayor proporcién de individuos obesos que en el grupo control (Tabla 3).
Este dltimo aspecto podria estar influyendo si se tiene en cuenta que en la obesidad hay
un incremento de moléculas proinflamatorias. Seria conveniente evaluar los niveles de
resistencia la insulina en la muestra estudiada y asi poder establecer una relacion entre

estos factores de forma mas robusta.

Nuestros resultados contrastan con los estudios que se han reportado hasta el momento

al respecto de la relevancia del alelo G del polimorfismo A-2518G de MCP-1 en la DMT2,
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donde algunos autores refieren una relacion negativa entre la presencia del alelo G y el
diagnoéstico de DMT2 y resistencia a la insulina (Jing et al., 2011; Karadeniz et al., 2010;
Kouyama et al., 2008; Simeoni et al., 2004), mientras que en nuestra poblacion se
encontro que existe un mayor riesgo a padecer DMT2 al portar el alelo G del polimorfismo
A-2518G de MCP-1. Por otro lado, el portar el alelo G se ha reportado como un factor de
riesgo a padecer complicaciones microvasculares de la diabetes, tanto en nefropatia
diabética como en retinopatia (Dong et al., 2014; Jeon, Choi, Park, Lee, & Oh, 2013;
Katakami et al., 2010; Ninomiya et al., 2015), aunque para la poblacion que se analiz6 en
este estudio no existi6 un valor de riesgo asociado a la presencia del alelo G del

polimorfismo A-2518G de MCP-1 con dichas complicaciones.

Entonces, nuestros resultados contrastan con lo mencionado por aquellos autores que
reportan que el alelo A es el que se encuentra asociado a la DMT2 (Panee, 2012), a la
vez que difiere con aquellos otros que mencionan una relacion directa con complicaciones
microvasculares. Esto podria estar relacionado, por un lado, con el hecho de que ningun
otro estudio de los mencionados anteriormente fue realizado en poblacion mexicana o
latinoamericana, sino que son poblaciones asiaticas o incluso caucasicas, lo cual podria
provocar que la interaccién del aporte del polimorfismo A-2518G de MCP-1 con otros
polimorfismos, que tengan una frecuencia diferente en ambas poblaciones enmascare o
resalte el efecto de este polimorfismo en cualquiera de los casos; por otro lado, se ha
relacionado también al alelo G del polimorfismo A-2518G de MCP-1 con resistencia a la
insulina siendo esta una caracteristica de la DMT2, lo cual podria explicar que el genotipo

GG confiera riesgo mayor a padecer DMT2 (Simeoni et al., 2004).

Es necesario considerar que la diabetes se relaciona con procesos de inflamacion crénica,
en los cuales se involucra MCP-1, por lo que los reportes que mencionan que la resistencia
a la insulina y la obesidad se asocian con el alelo G contradicen de forma indirecta a los
reportes que resaltan la relevancia del alelo A para el desarrollo de la DMT2, a su vez que
contrasta con lo reportado anteriormente respeto a la funcionalidad del polimorfismo

evaluado en este trabajo.

También se reporta con mayor frecuencia al genotipo G en el contexto de resistencia a la

insulina por parte de Matia-Garcia et al. en 2018, aunque su poblacion con resistencia a
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la insulina también tiene una proporcién superior de individuos con obesidad respecto a la

poblacién control.

Por otro lado, la concentracion de MCP-1 no tuvo diferencias significativas comparando
por grupo, genotipo o incluso ambos (Figuras 14-16). Este resultado no coincide con
ninguno de los reportados anteriormente para MCP-1 en DMT2 o cualquiera de sus
complicaciones microvasculares (Jiang et al., 2016; Reddy et al., 2017). Tanto Jiang et al
como Reddy et al mencionan en sus trabajos que quienes padecen complicaciones
microvasculares de la DMT2 presentan una concentracion plasmatica de MCP-1 mayor

gue aquellos pacientes sin complicaciones microvasculares.

Se puede tomar en cuenta también que en este estudio sélo se consider6 a aquellos
pacientes con diagnostico de al menos una complicacion microvascular, sin considerar
que los pacientes del grupo con complicaciones microvasculares podrian tener
comorbilidad con complicaciones macrovasculares, lo cual podria diferenciar la
concentracion de MCP-1 en plasma, ya que existen reportes donde se vincula a la
concentracion elevada de MCP-1 en plasma con la aparicion de las complicaciones
microvasculares, pero independiente de las complicaciones microvasculares o incluso del
padecimiento de la DMT2 (Xu, Liao, Zhou, Ming, & Wang, 2015).

Adicional a lo anterior, la falta de relacién entre la concentracion de MCP-1 y el
polimorfismo A-2518G de MCP-1 es algo que ya se habia reportado previamente en el
contexto de la nefropatia diabética (Zietz et al., 2005) aunque esto contrasta por la mayoria
de los trabajos realizados en poblacion asiatica (Jiang et al., 2016). Estos resultados, de
nuevo, pueden deberse a las diferencias en la distribucion de otros alelos que pudieran
interferir en la accion del mismo, o bien, a modificaciones epigenéticas a nivel de

metilacion que por el enfoque de este proyecto pudieron pasarse por alto (Liu et al.,2012).

También es necesario recordar que no solo podria relacionarse a este polimorfismo con
alguna posible metilacion, sino que también podria ser blanco de RNA reguladores o
modificaciones de histonas, sin embargo, se carece de la informacion experimental para
aseverar o descartar que esta pudiera ser una causa de esta diferencia entre lo reportado

y lo obtenido en este trabajo.

También se debe resaltar la participacion de diversos factores de transcripcion para los

cuales existen sitios de unidn, tanto en la region promotora como en la region
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potenciadora, con lo cual es mas complicado saber si alguno de estos se ve afectado
realmente por el polimorfismo A-2518G de MCP-1 para asi, elucidar el efecto neto de este
polimorfismo en los padecimientos con los cuales se asocia y finalmente descartar o

reafirmar lo reportado por Rovin et al. en 1999.

Considerando que el valor de odds ratio para el genotipo GG del polimorfismo A-2518G
de MCP-1 comparando pacientes con DMT2 y controles resulto significativo, se evaluo la
diferencia en la concentracion plasmatica estratificAndolo de esta manera, sin embargo,
tampoco fue significativo, indicando entonces que no existe relacion en nuestra poblacion

entre la concentracion plasmatica de MCP-1 y la probabilidad de padecer DMT?2.

Una forma de explicar que la relacion existente entre la frecuencia alélica del polimorfismo
A-2518G de MCP-1 y la concentracion plasmatica de su producto con las complicaciones
microvasculares de la DMT2 resultara poco clara es por la poblacion en la que se estudio,
esto ya que Vashi et al. reportaron en 2016 que las variantes génicas de diferentes
moléculas proinflamatorias no se asocian con enfermedades del sindrome metabdlico en
nifios mexicanos. Aunque en este estudio no se incluye al polimorfismo A-2518G de MCP-
1, es posible considerar la posibilidad de que este siga la misma tendencia que los que se

enlistan en el estudio de Vashi et al. de 2016.

Del mismo modo, ya que la expresion de MCP-1 esta relacionada con la expresiéon de
Mac-1 (Nakazawa et al, 2007), al no ser significativa la diferencia de concentracion
plasmatica de MCP-1 en los diferentes grupos, tampoco lo fue la expresion relativa de
Mac-1 en estos grupos, o incluso estratificandolos por genotipos.

Es necesario considerar que las mismas variables que podrian condicionar la poca
diferencia en la concentracion de MCP-1 podrian estar afectando la expresién de Mac-1,
por lo que podria ser adecuado a futuro, para reducir el error en la interpretacion de los
datos, aumentar la cantidad de participantes con criterios de exclusion mas estrictos, a fin
de desaparecer las variables confusoras que en este estudio pudimos haber pasado por
alto, y entonces poder resolver de forma concluyente el efecto que el polimorfismo A-
2518G de MCP-1 y su expresion podria tener sobre la aparicion y desarrollo de las

complicaciones microvasculares de la DMT2.

Se debe considerar que, al ser este el primer estudio reportado en el que se evalla la

participacion del polimorfismo A-2518G de MCP-1 en el contexto de las complicaciones
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microvasculares de la DMT2 en poblacion mexicana, no solo permite conocer las
caracteristicas de esta poblacién para poder realizar investigacion con la finalidad de
profundizar nuestro conocimiento en las dinamicas que caracterizan a esta enfermedad,
sino que también facilita el identificar las técnicas que podrian ser Optimas para poder
estudiar de la mejor manera este problema de salud tan importante para la poblacion

nacional.

Finalmente, es necesario en futuras investigaciones afinar los criterios del estudio con la
finalidad de tener conocimiento de las condiciones de salud y de vida de los participantes,
para asi estratificar alin mas a los participantes y obtener asi informacion valiosa sobre
las moléculas que participan en el desarrollo de las complicaciones microvasculares de la
DMT2.
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Conclusiones

1. La frecuencia del alelo G para el polimorfismo A-2518G de MCP-1 es mayor en
individuos con complicaciones microvasculares respecto a diabéticos sin
complicaciones y controles, aunque no se asocia a un mayor riesgo a padecer

complicaciones vasculares (a= 0.05).

2. El genotipo GG del polimorfismo A-2518G de MCP-1 confiere un riesgo de mas de
dos veces a padecer DMT2 (p= 0.04).

3. La concentracién plasmética de MCP-1 es semejante entre los tres grupos
estudiados, y es independiente del genotipo y la variante del polimorfismo A-2518G

de MCP-1 que se presente.

4. La concentracion plasmatica de MCP-1 en la muestra estudiada se relaciona con

la presencia de obesidad o sobrepeso.

5. La expresion de Mac-1 es independiente de la variante del polimorfismo A-2518G

de MCP-1 y del grupo de individuos estudiado.
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Perspectivas

1. Evaluar la expresion de MCP-1y Mac-1 mediante técnicas distintas a las expuestas
en este trabajo ayudaria a elucidar su papel en las complicaciones microvasculares
de la DMT2.

2. Lainformacién obtenida mediante este trabajo permitird contemplar otras variables

confusoras en estudios posteriores y asi evitar el efecto de las mismas.

3. Los resultados obtenidos en este trabajo podrian orientar investigaciones
posteriores hacia otras enfermedades relacionadas con la DMT2 como son la

resistencia a la insulina y la obesidad.
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Anexo 1. Carta de aprobacion del Hospital General de Iztapalapa

ASUNIO: [nvestigacion

JEI633/17
18 de Octubre de 2017

Dra. Lilia Lopez Canovas

Lic. en Biologia Amairany Torres Alvarez
Investigadoras

Presente

En relacion a su proyecto de investigacion y la Aplicacién de su instrumento, en esta Unidad
Hospitalaria, la cual se le proporciono su registro y autorizacién; por el Comité de Etica en
Investigacion de la Secretaria de Salud de la Ciudad de México; le comunicamos que no existe
inconveniente; para la realizacion de esta actividad.

Se le sugiere se coordine con él: Dr. Jesus Guerrero Gonzélez, para que tenga acceso al servicio
solicitado; traigan consigo el material que consideren necesario para la realizacion del mismo; se les
exhorta a no dar mal uso de la informacién obtenida (recuerde que es confidencial); asi mismo

se le requiere un ejemplar de la misma ya concluida.

Sin mas por el to le envio un cordial saludo.

Atentament \

/ '
Dr. Fe rn"t:.fc Fer )é..”:f-" z Pérez
Jefe Enseflanza e Invesﬂgaciog .
i
N

Ccp.- Direccibn.- para su superior conocimiento.- presente
Subdireccién Médica.- mismo fin.- presente
Jefe de Servicio de Medicina Interna.- mismo objetivo.- presente

SECRETARIA DE SALUD
Hasplitol Generol Ixtepelopa

“Dr. Juoa Romén de la Fuente™
Jefatura de Ensedanze ¢ Investigacién
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Anexo 2. Carta de consentimiento informado

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

: ” | | |
Ciudad de México, a b - e

A quien corresponda.

Yo declaro libre y voluntanamente que acepto
participar en el estudio. “Estudio de la asociacion entre los epipolimorfismos del gen del receptor de los
productos de glicacion avanzada y la presencia de complicaciones vasculares en la Diabetes Mellitus
tipo 2”, que se realiza en la Universidad Autonoma de la Ciudad de México en colaboracion con esta
institucion y cuyos objetivos consisten en identificar las combinaciones de variaciones de origen
genético y ambiental en el gen del receptor de los productos de glicacion avanzada que predisponen a
la aparicion de complicaciones vasculares en la Diabetes Mellitus tipo 2

Estoy consciente de que los procedimientos, pruebas y tratamientos para lograr los objefivos mencionados
consistiran en realizarme un interrogatorio y un examen fisico médico, acudir en ayunas de 8h minimo al
hospital para realizarme una puncion en una vena superficial y tomarme una muestra de 5 ml de sangre. Estoy
consciente que los riesgos para mi persona son minimos durante la puncién venosa. Sin embargo ,podria ser
necesario que me realicen punciones multiples para localizar mis venas, pudiera acumularse sangre debajo de
mi piel, la cual cambiara de coloracion del morado al amarillo hasta desaparecer en unos 7 dias, podria
infectarse el sitio de la puncion, o sangrar a través de él o sufrir mareo o desmayo al momento de la puncion. En
el caso de la muestra de orina que entregaré no estaré sometido(a) a riesgo alguno durante su recoleccion.

Entiendo que del presente estudio se denvaran los siguientes beneficios:

-Conoceré si estoy en riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular.

-Se conocerd si las proteinas de mi sangre estan unidas a azicares y si este fendmeno esta relacionado con el
estadio de mi enfermedad, la presencia de complicaciones vasculares, el nivel de control de mi azicar, y/o mis
habitos y estilos de vida.

-Se conocerd si los resulfados del estudio sirven para pronosticar o diagnosticar tempranamente [as
complicaciones que sufren los pacientes diahéticos.

-Se conocera si uno de mis genes me predispone a sufrir complicaciones de la diabetes tempranamente o de
forma mas severa.

Es de mi conocimiento que seré libre de retirarme de la presente investigacion en el momento que yo asi lo
desee. También que puedo solictar informacion adicional acerca de los riesgos y beneficios de mi
participacion en este estudio.

Asi mismo, cualquier trastomo temporalmente relacionado con esta invesfigacion podre consultarlo con
[Responsable], que es [Cargo] del [Institucion], [Direccion], Telef: ...... ext...... y con el investigador
responsable (Dra. Lilia Lopez Canovas, Posgrado en Ciencias Genomicas, Universidad Auténoma de la
Ciudad de México, San Lorenzo 290, Col. Del Valle, Del. Benito Juarez, CP 03100, Ciudad de México,
Telef.: 1107 0280 ext. 15314). El Jefe de Ensefianza e Investigacion comunicara el evento a la Direccion de
Educacion e Investigacion de la SSDF, en donde se decidira la necesidad de convocar al investigador
principal y al Cuerpo colegiado competente, para su resolucion.

En caso de que decidiera refirarme, la atencion que como paciente recbo en esta institucion no se vera
afectada.
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Nombre.

Firma.
[En caso necesario_datos del padre, tutor o representante legal)

Domicilio. | Teléfono
Nombre y firma del testigo. Firma.
Domicilio. | Teléfono
Nombre y firma del testigo. Firma.
Domicilio. | Teléfono
Nombre y firma del Investigador responsable. Firma.
Domicilio. | Teléfono

c. c. p. Paciente o familiar
c. ¢. p. Investigador (conservar en el expediente de la invesfigacion).

*En Amarillo se resaltan los campos que fueron modificados de acuerdo con el sitio 0

evento en el que se realiz6 el muestreo.
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Anexo 3. Cuestionario

Fecha:

N de control

1. Datos personales:

1.1 Nombre:
1.2 Edad:
1.3 Sexo:

1.4 Ocupacion:

__amadecasa _ estudiante __profesionista __obrero __wventas
__comerciante ___empleado __burdcrata __hinguna

1.5 Nivel de estudios:

__ Primana __Secundaria _ Mediasupenior  _ Superior _ Posgrado

1.6 Lugar de residencia en el ulimo ario:

____Zonaurbana ___Zona periurbana ___Zona rural

1.7 Lugar de nacimiento:

___Zonaurbana ___Zona penurbana __ Zona rural

1.8 Crigen étnico:
indigena mestizo euro-descendiente

___afro-descendiente asiafico ofro

2. Antecedentes Familiares:

2.1 Sus padres, abuelos o familiares de segundo y tercer grado tienen o han tenido algunas de las
siguientes enfermedades?
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Enfermedad

Padres Hijos Hermanos Abuelos Tios y Tios y
primos primos
lejanos
Si |Ne |Nose | Si[No |No | Si| No | No |Si |No | No [ Si|No | No | Si|No| No
se 58 se 58 se

Diabetes tipo 1

Diabetes tipo 2

Diabetes gestacional

Sobrepeso u obesidad

Hipertension arterial

[y g | R RAE] J SN B

Hipercolesterolemia (altos niveles de
colesterol en sangre)

=

Hipertnglicendemia (altos niveles de
triglicéndos en sangre)

COwvarios poliquisticos
(madre/abuelaltias/primas)

Bebés de mas de 4 kg

Enfermedad cardiovascular (cardiopatia
isquemica, insuficiencia vascular
cerebral, o insuficiencia artenal de
miembros inferores)

Enfermedades neurodegenerativas
(Alzheimer, Demencias o Deterioro
Cognitivo)
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2.2 De las enfermedades antes mencionadas presentas alguna de ellas?.

Si

No

No sé

2.3 ¢Cual?

2.2 Tiempo que transcurrio desde que fue diagnosticado

afios meses

2 4 Tratamiento de su enfermedad

2.5 De las siguientes complicaciones, jPadece alguna de ellas?

Complicaciones | ¢Ha padecido?
vasculares

¢ Hace cuanto fue diagnosticada?

Nefropatia
(Dafio renal)

Perdida de vista

Pie diabético
(ulceraciones/
mutilaciones)

MNeuropatia
(Perdida de
sensibilidad)

Isquemias
(Infartos)

EVC (Embolias)

3. Estilo de vida:

3.1 Consumo de alimentos

3.1.1 ;Cuantas veces come al dia?

312 ;Cuales?
Desayuno

Almuerzo

Comida
Cena

Entre comidas

3.1.3 Que alimentos consume, con cual frecuencia y cuanta cantidad?
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Alimento

Veces por
semana

Veces por
mes

Tamano de
a porcion

Cereales y
tubérculos

Carne roja

Carne blanca

Pescado

Embutidos

Quesos

Lacteos

Leguminosas

~Nerduras

Frutas

Grasas

Azncares

Comida rapida
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314 ;Qué tipo de grasa usa 0 usan en su casa comunmente para cocinar los alimentos’

Aceite vegetal
Margarina___
Manteca vegetal
Manteca de cerdo_
Mantequilla___
Ninguna____

MNo sabe/ No esta seguro/a

3.1.5 Las verduras las come fritas, envueltas en huevo o con crema o con mantequilla?

Siempre o casi siempre
Algunas veces

MNunca o casi nunca

3.1.6 Cuando come frijoles, ¢los come refritos?

Siempre o casi siempre
Algunas veces

Nunca o casi nunca

3.1.7 Las cames las come fritas?
Siempre o casi siempre
Algunas veces
Nunca o casi nunca
3.1.8 Se come el pellejo o la grasa de las carnes?
Siempre o casi siempre,

Algunas veces

MNunca o casi nunca

3.1.9 Toma leche entera de vaca?

Siempre o casi siempre
Algunas veces

MNunca o casi nunca

3.1.10 Como suele comer su comida?

Con poca sal
Normal

Con bastante sal
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3.1.11 ¢ Esta siguiendo en este momento una dieta especial por alguna razon de salud?

Si, por mas de 6 meses
Si, por menos de 6 meses
MNo

3.1.12 En queé consiste la dieta?

3.1.13 ¢ Qué cantidad de agua consumes al dia? (agua natural, independiente de la que tomas con
los alimentos).

Menos de media litro_
de medio litroa 1 litro____
delallitros_
de2alilitros_

mas de 3 litros

3.2 Actividad fisica
3.2.1 Cuantos dias a la semana dedica a actividades o esfuerzos fisicos?

Dias en la semana
No

Mo sabe/No esta seguro

3.2.2 En cada uno de esos dias, cuanto tiempo en total dedica a actividades o esfuerzos
fisicos?

horas minutos diarios

horas minutos en la semana

3.2.3 Cuantos dias camina al menos10 min seguidos o mas como parte de su trabajo, sin incluir el
traslado a su trabajo?
Dias en la semana
MNo

Mo sabe/No esta seguro
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3.2.4 Cuantos dias a la semana viaja en un vehiculo de motor?

Dias en la semana
No

Mo sabe/No esta seguro

3.2.5 En cada uno de esos dias, japroximadamente cuanto tiempo en total viajo en un vehiculo de

motor?

horas minutos diarios

horas minutos en la semana

3.2.6 Cuantos dias a la semana viaja en bicicleta?

Dias en la semana
MNo
Mo sabe/No esta seguro

3.2.7 Encadauno de esos dias, ;aproximadamente cuanto tiempo en total viajd en bicicleta?

horas minutos diarios

horas minutos en la semana

3.2.12 ¢ Aproximadamente cuanto tiempo pasa sentado por dia laborable?

horas minutos diarios

horas minutos en la semana

3.2.13 ; Aproximadamente cuanto tiempo pasa sentado en un dia de fin de semana?

horas minutos diarios

horas minutos en la semana

3.2.15 Realiza algun deporte o gjercicio fisico en su tiempo libre?
Si
Cual?
No

Algunas veces

3.2.16 ;Cuantas veces por semana hace deporte o gjercicio fisico en su tiempo libre?

90



1 a 3 veces por semana
3 a 5 veces por semana

5 a 7 veces por semana

3.2.17 i Por cuanto tiempo lo hace cada dia?

10 a 30 minutos
30 a 50 minutos,
50 a 70 minutos

mas de 90 minutos__

3.2.18 ¢ Cuando comenzo a hacerlo?

Desde hace menos de 4 semanas
Entre 1 a 6 meses
Desde hace mas de 6 meses

Mo sabe/No esta seguro/a

3.3 Consumo de Alcohol

3.3.1 /jConsume o consumid alguna vez bebidas alcoholicas? (una bebida equivale a una lata o
botella de cerveza, a un vaso de vino, a un coctel o a un trago de licor).

Si

No

Ocasionalmente

3.3.2 Cual es la frecuencia semanal con que toma o tomaba al menos una bebida alcoholica?
1-3 dias__
3-bdias____
5-7 dias__

3.3.3 Cuando usted toma o tomaba, ¢cuantas bebidas toma o tomaba en promedio?
1-3
4-6
7-9

mas de 9

3.3.4 ;Qué tipo de bebida suele o solia tomar?

Suave (cerveza, vino, etc)

Fuerte (tequila, ron, whisky, etc.)
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Preparadas

Combina suaves y fuertes

3.3.5 Cuanto tiempo hace que dejd de consumir bebidas alcohodlicas?

34

3.4

342

343

dias
meses

anos

Consumo de Tabaco

&Ud. fuma o ha fumado cigarmrillos o tabaco alguna vez?

Si
No

Ocasionalmente
¢ Con qué frecuencia fuma en la actualidad?
Diariamente
Algunos dias
Mo fuma
Cuando dejo de fumar por ultima vez?
dias

meses

afios

3.4 4 ; Cuando fuma, cuantos cigarrillos o tabaco consume?

15
6-10_
115
1620

mas de 20

92



345 Ensuvida, ihafumado por lo menos 100 cigarrillos o tabaco?

Si

Mo

MNo sabe/No esta seguro/a

346 ;Qué edad tenia cuando comenzd a fumar por primera vez en su vida?
afios
347 iCuanto tiempo después de haberse despertado fuma el primer cigarrillo o tabaco?

Después de 60 minutos
De 31 a 60 minutos
De 6 a 30 minutos

En los primeras 5 minutos

348 ;jAlguna vez ha fumado a diario?

Si

MNo

No sabe/No esta seguro/a

349 Aproximadamente, /hace cuanto tiempo empezo a fumar a diario?

dias
meses

afios
3.4.10 jHace cuanto tiempo dejo de fumar a diario? (afios/meses)

dias
meses

afos

3411 Convive con alguna persona que consuma cigarros o tabaco a diaria?

Si

No
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Examen Fisico y Complementarios. Fecha

-Medidas Antropomeétricas y Bascula de Impedancia (3 réplicas):

Peso (ka):
Talla (m):

IMC (indice de masa corporal):

Circunferencia de la cintura (cm):

Circunferencia de la cadera (cm):

ICC (indice cintura/cadera):

-Tensién Arterial (3 repeticiones) Fecha
Sistolica:
Diastalica:

-Quimica Sanguinea: Fecha
Glucosa:

Colesterol total-
Triglicéeridos:
HDL-C-

LDL-C:

HbA1C

Proteina C reactiva ultrasensible
Insulina

Estimacion de la resistencia a la insulina

-Orina Fecha

Albuminuria

Microalbuminuria:



Anexo 4. Productos derivados de este trabajo

Campafia de deteccidon precoz de diabetes, hipertension y obesidad (UACM Del
Valle, 2018).

Articulo de divulgacion «Proyectos en desarrollo de los investigadores del PCG,
Caracterizacion genética de moléculas involucradas en las complicaciones

vasculares de la Diabetes mellitus» (Gendmicas hoy, 2018).

XXXIl Congreso Nacional de Bioquimica (SMB, Noviembre 2018, Ixtapa-

Zihuatanejo).
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