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4. RESUMEN

ANALISIS DE LA RELACION ENTRE DISFUNCION ENDOTELIAL Y PCSK9
EN PACIENTES CON OBESIDAD Y DIABETES MELLITUS TIPO 2

Antecedentes: La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ubica a México entre
los paises con alta prevalencia de obesidad asociada con diabetes mellitus tipo 2
(DM2), dislipidemias, hipertension arterial sistémica y enfermedades
cardiovasculares. Es conocido que el aumento del tejido adiposo en diferentes
compartimentos se asocia a un estado proinflamatorio, que promueve la
disfuncion endotelial. Recientes estudios han identificado a la proproteina
convertasa subtilisin/kexin (PCSK9) como una proteina segregada en hepatocitos
que se une alos receptores de lipolipoproteinas de baja densidad rLDL) acelerando la
degradacion de estos receptores y elevando los niveles de LDL. Por lo que se
considera importante estudiar la relacion de PCSK9 con disfuncién endotelial y

diabetes.

Objetivo: Analizar la asociacion de marcadores de disfuncion endotelial con
PCSK9 en pacientes con obesidad y DM2 de la UMF18 del IMSS.

Métodos: Se seleccionaron pacientes con diagnostico de obesidad y DM2 y a
sujetos sanos que cumplieron los criterios de inclusion y exclusion, se les invité a
participar en el proyecto de investigacion con la firma de la Carta de
Consentimiento Informado (CCI), se realiz0 somatometria y toma de muestra
sanguinea para realizar mediciones seroldgicas de marcadores de disfuncion
endotelial (ICAM-1, IL-6, TNF-qa, leptina) y de PCSK9, una vez obtenidas las

mediciones se realiz6 el andlisis estadistico.

Resultados: Se incluyeron 182 pacientes (66 con DM2 y 116 sin DM2). En el caso
de los pacientes con DM2 son sin complicaciones y menor de 10 afios de evolucion

de DM2. Para el IMC se debe resaltar que en ambos grupos no hubo diferencias



estadisticas, se mostré en rango de obesidad; por lo cual, en el grupo sin diabetes
se observo los niveles de colesterol total (p<0.01) y LDL (p<0.001) fueron mayores
en grupo sin DM2. Los pacientes con DM2 presentaron menores niveles de HDL
(37.47 £ 10 ng/mL) que los pacientes sin diabetes mellitus (52 £ 16 mg/dL)
(p<0.001). Para PCSK9 entre pacientes con y sin diabetes mellitus (100 + 25 y 99
+ 25 ng/mL no se encontraron diferencias significativas. Pero se debe destacar que
los pacientes con DM2 tuvieron significativamente mayores niveles de ICAM-1 (149
ng/mL) que los pacientes sin DM2 (91 ng/mL) indicador de dafio endotelial. Los
niveles de TNF-a fueron significativamente mayores (10 ng/mL) en los pacientes
con DM2, asi también, con mas de 5 afios de DM2 y con edad mayor de 50 afios y
en comparaciéon con los no diabéticos (p=0.0026). Los niveles séricos de leptina
fueron mayores en mujeres comparada con hombres; ademdas, mostraron
diferencias significativas en pacientes con y sin DM2. Los niveles séricos de
PCSK9 en asociacion con dafio endotelial se correlacionaron con los de ICAM-1

(p<0.01) y con los de leptina (p<0.05).

Conclusiones: En este estudio se reporta que el binomio de la obesidad y diabetes
induce el dafio endotelial ya que los niveles séricos de PCSK9 se correlacionan
positivamente con marcadores de disfuncion endotelial como ICAM-1 vy leptina.
Ademas, se asociaron positivamente con el colesterol total, los triglicéridos y el LDL
en pacientes con obesidad y DM2. Asi mismo, en condiciones de diabetes con
evolucion de mas de 5 afios los pardmetros de IMC, glucosa, triglicéridos, colesterol
y VLDL fueron mayores en este subgrupo, por lo cual, se vincula el metabolismo de
los lipidos con la activacion de endotelio al mostrar que los niveles séricos de
PCSK9 se asocian con disfuncion endotelial. Ademés, se mencionan areas de
oportunidad a futuro para el estudio del mecanismo de PCSK9 en relacién con otros

indicadores de lipidos como HDL, VLDL vy triglicéridos.

Palabras clave: Diabetes mellitus tipo 2, Disfuncién endotelial, PCSK9, Colesterol,
LDL, VLDL, Leptina, ICAM-1, TNF-a.

Vi



5. MARCO TEORICO

5.1 Epidemiologia de la diabetes mellitus tipo 2

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), pronostica que la diabetes sera la
séptima causa de muerte para el afio 2030. Asi mismo, la OMS calculé que en el
2014 existirian aproximadamente 422 millones de personas en el mundo con
Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), lo que equivale a una prevalencia mundial del 8.5%
en la poblacién adulta mayor de 20 afios (1). Sin embargo, ha habido un incremento
progresivo en los tres Ultimos decenios y presenta un incremento de mayor rapidez

en los paises de bajos y de medianos ingresos (2,3).

La American Diabetes Association (ADA) reportd 34.2 millones de adultos con
Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) durante el 2018, de los cuales solo tenian diagnéstico
26.8 millones. En el caso de la poblacion latinoamericana tuvo una prevalencia de
10.5% (4), para el 2020 la tasa de diabetes que se reportdé en hispanos fue del
12.5% (5).

Con respecto a la region de América segun la Sociedad Panamericana de la Salud
(PAHO), existen aproximadamente 62 millones de personas padeciendo la
enfermedad, con una prevalencia similar del 8.3% en poblacion adulta (1). Por lo

cual, la DM2 a nivel mundial se ha descrito como la epidemia moderna (2).
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En México la DM2 es un importante problema de salud publica. La Encuesta
Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) en 2022 reportd6 un aumento en la
prevalencia de diabetes con respecto a las encuestas anteriores. La prevalencia de
prediabetes fue de 22.1%, y de diabetes diagnosticada y no diagnosticada de 12.6
y 5.8%, respectivamente, lo que resulta en una prevalencia de diabetes total de
18.3% (6). Sin embargo, estas cifras pueden ser subjetivas, ya que se desconoce
la poblacion total con glucosa alterada en ayuno (GAA), diagndéstico de prediabetes
por curva de tolerancia oral a la glucosa (CTOG) y existe una ausencia de
evaluacion de hemoglobina glucosilada (HbA1c) en poblacion con diabetes. Las 5
entidades federativas con los porcentajes mas altos de DM2 son los estados de

Campeche, Tamaulipas, Hidalgo, Ciudad de México y Nuevo Ledn (6).

®
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Figura 2. Datos de ENSANUT 2012-2018, porcentaje de Diabetes en México en poblacién de 20 afios en

adelante



En el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) la DM2 constituye un reto
creciente debido a que durante el 2018 la prevalencia fue del 10.5% en la poblacién
derechohabiente. Esta enfermedad ocupa el segundo lugar de demanda de la
consulta de medicina familiar, el quinto lugar en la consulta de especialidades, el
octavo lugar en la consulta de urgencias y como principal motivo egreso hospitalario.
La DM2 es la segunda causa de muerte en el pais y muestra una tendencia
creciente del numero de casos en los adultos mexicanos con un impacto en las
complicaciones vasculares, discapacidad, incremento en la mortalidad y altos
costos para el tratamiento y atencion médica de los pacientes (7). Reportes indican
de 5 de cada 10 pacientes en los programas de dialisis padecen DM2 y es la primera
causa de los dictamenes de invalidez que corresponde al 14.3% del total. Por lo que
es un tema de principal interés en el IMSS debido al alta carga directa en los costos

de atencion hospitalaria (7,9).

5.2 Obesidad

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a la obesidad como una
enfermedad crénica de origen multifactorial caracterizada por acumulacién excesiva
de grasa corporal; generada por el desequilibrio entre el gasto de la energia y su
almacenamiento como grasa, esta adquiriendo las caracteristicas de una auténtica
pandemia, y constituye uno de los principales retos actuales para la salud publica
mundial considerado por la OMS, ya que supone una enfermedad con graves
consecuencias sobre la salud de quienes la padecen (15).

La obesidad se ha convertido en un problema de salud a nivel mundial su magnitud,
rapidez de su incremento y el efecto negativo que ejerce debido a que aumenta
significativamente el riesgo de padecer enfermedades cronicas no trasmisibles
como es diabetes (15). Existen varios factores que causan la obesidad, tales como:
genéticos, nutricionales, conductuales, psicologicos y sociales (10). Ademas la
obesidad es factor de riesgos en salud, para DMZ2, problemas articulares,

hipertension arterial sistémica, cardiopatia, colecistopatia, ciertos tipos de cancer



como el mamario, uterino y de colon, problemas digestivos como reflujo
gastroesofagico, problemas respiratorios como apnea del suefio y enfermedad
pulmonar obstructiva, con menor expectativa de vida, problemas psicolégicos como
depresion, infertilidad, incontinencia urinaria, efectos psicolégicos incremento de
riesgo de muerte, y sociales como una imagen corporal negativa para la sociedad y
el paciente, mala integracion social, discriminacion, incapacidad en rutinas y
actividades corporales, dificultad para moverse y trasladarse, dificultad para

mantener una buena higiene corporal (11).
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Figura 3. Representacion de metabolismo de lipidos (Rev Esp Cardio 2020)

5.3 Diabetes y obesidad

Las enfermedades crénicas no trasmisibles, como la obesidad, hipertensién arterial
(HTA) y DM2, se han situado como uno de los mayores retos que se enfrenta a nivel
global en salud. Esto es debido al gran nimero de casos y con esto a su creciente
contribucion a la mortalidad general. Dentro de este grupo de enfermedades, la DM2

tiene un lugar médico-social importante; los cambios en el comportamiento humano



y los estilos de vida en el ultimo siglo han provocado un incremento de la incidencia
mundial de diabetes, sobre todo el DM2 (2,3). Los factores genéticos son
importantes en la manifestacion de la resistencia a la insulina, ya que tiende a ser
similar entre familiares y dentro de grupos étnicos. Asimismo, pueden presentarse
factores adquiridos o ambientales, como son las dietas hipercaloricas y el
sedentarismo; causando resistencia a insulina en el musculo, aumentando el

contenido de triglicéridos y el adipocito visceral (16).

Las enfermedades cronicas son consideradas como un problema de salud publica
por ser la causa mas frecuente de incapacidad prematura, asi como por su
complejidad y costo elevado de su tratamiento (2,3). Dentro de este grupo de
enfermedades, la diabetes tiene un lugar médico- social importante; los cambios en
el comportamiento humano y los estilos de vida en el ultimo siglo han provocado un
incremento de la incidencia mundial de diabetes, sobre todo DM2 (7). La diabetes,
de acuerdo a la ADA, es caracterizada por un grupo de enfermedades con un alto
nivel de glucosa (hiperglucemia), resultado de defectos en la capacidad del cuerpo

para producir o usar insulina (8).

A nivel celular, se sabe que el adipocito es un tejido productor de moléculas
fisiol6gicamente activas; es sensible a los efectos de la insulina y promueve la
captacion de triglicéridos. En la obesidad la produccion de acidos grasos libres
(AGL) aumenta originando que disminuya la utilizacion de glucosa como fuente
primaria de energia, disminuyendo su captacion periférica, lo que condiciona
resistencia a la insulina e hiperinsulinismo secundario (10). Ademas, en estos casos,
de AGL y en la resistencia a la insulina (RI) se favorecen; el aumento de la
adipocinas secretadas por el adipocito como "resistina" y una disminucion de
"adiponectina” (recientemente se ha determinado a la isoforma de alto peso
molecular de adiponectina como involucrada en el metabolismo de glucosa), las
cuales inducen que el organismo no pueda aprovechar la insulina de manera

adecuada, debido a que los tejidos se resisten a su accion en producir energia o



almacenarla en forma, por lo que el adipocito se deposita en érganos en donde no

deberia de hacerlo y ello origina DM2 (10).

Es considerado que en ambos trastornos metabdlicos obesidad/DM2, se
desencadena un proceso inflamatorio, siendo evidente la presencia de moléculas
proinflamatorias como son: Factor de Necrosis Tumoral Alfa (TNF-a), Interleucina 6
(IL-6), leptina, resistina, proteina C reactiva (PCR), por lo que, una vez que inicia el
mecanismo inflamatorio se induce, ademas, una disfuncién endotelial: mecanismo
gue desencadena enfermedades cardiovasculares (10). Asimismo, la obesidad se
asocia a un aumento de morbi-mortalidad cardiovascular y mayor incidencia de
enfermedades tales como DM2, HTA, dislipidemia, patologias de la vesicula biliar y
neoplasias (16,17,18).

De esta manera, en obesidad y diabetes como trastornos metabodlicos se presenta
otro mecanismo como es la disfuncion endotelial, manifestandose en la anatomia
microscopica de la placa ateromatosa; se producen 3 elementos importantes que
dan lugar a la disfuncién endotelial: particulas de Lipoproteinas de baja densidad
oxidadas (LDLoxid), macréfagos y células de masculo liso vascular que van migrado
desde la capa media hacia la intima. La presencia de LDLoxid nos indica el vinculo
entre el metabolismo y la relacién del adipocito y el endotelio vascular que integran
el eje adipovascular. La presencia de macrofagos nos indica que el sistema inmune
esta involucrado en la génesis del proceso ateromatoso. Los macrofagos que
provienen de los monaocitos circulantes, atraviesan la pared endotelial por la accion
de las moléculas de adhesion intracelular y vascular (ICAM-1 y VCAM). Estas
moléculas permiten la entrada de los monocitos, que en el interior de la pared
vascular se exponen a la Proteina Quimiotactica de Macrofagos 1 (MCP-1) y al
Factor Estimulante de la Colonia de Macrofagos (MCSF) y los convierten en
macrofagos activados. Las células espumosas que contienen macrofagos y LDL
oxidado se acumulan en la pared endotelial dando lugar a la disfuncion endotelial
(10,11). Estas moléculas ICAM-1 y VCAM son reconocidas como indicadores de

disfuncion endotelial.



Por otra parte, recientes estudios han identificado a una proteina que influye en el
trastorno de metabolismo de lipidos es la proproteina convertasa subtilisin/kexin
(PCSK9) que se une a los receptores de LDL (rLDL), esta unién induce a la
degradacion de rLDL y eleva los niveles séricos de LDL, influyendo en la
aterogénesis. Por lo cual, con estos antecedentes debe considerarse analizar e
identificar en los pacientes obesos (con o sin diabetes) los marcadores de disfuncion
endotelial (ICAM-1, VCAM), leptina, adiponectina, LDL y PCSK9 para relacionarlos
con las etapas tempranas de la aterosclerosis siendo esto Gtil para su seguimiento

y tratamiento adecuado (13,14). Figura 4
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Figura 4. Papel de PCSK9 en la degradacion de los receptores de lipoproteinas de baja densidad (LDL).

(Tomado: Rev. Clin Investig Arterioscler, 2016)
5.4 Disfuncién endotelial

El endotelio vascular es una delgada capa de células que tapiza la cara interior de
las arterias y tiene un papel fundamental en la regulacion de la circulacion

sanguinea. Se ha reconocido como el 6rgano mas extenso e importante del cuerpo,
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y esta estratégicamente ubicado entre la sangre y los tejidos, formando una barrera
dinamica y funcional (19). La superficie de las células endoteliales (CE) esta
recubierta de receptores que permiten realizar multiples funciones, el proceso
inflamatorio es la manifestacion inicial de la activacion y disfuncion endotelial, con
esto se pueden presentan enfermedades como la arteriosclerosis, la hipertension
arterial, la sepsis, la trombosis, la vasculitis, hemorragias. Las propiedades de las
CE cambian en respuesta a diversos estimulos, este proceso, conocido como
activacion endotelial, también es responsable de la patogenia de enfermedades
vasculares, por ejemplo, la ateroesclerosis (20). Las CE activadas expresan
moléculas de adhesion en su superficie, producen citocinas, factores de
crecimiento, moléculas vasoconstrictoras, vasodilatadoras y moléculas que
controlan la coagulacion de la sangre. Las CE sintetizan también compuestos
vasocontrictores como: tromboxano A2, angiotensina Il (All) y endotelina 1 (ET-1),
que son los contribuyentes principales en el mantenimiento de la tensién arterial
(19).

Actualmente, se sabe que el endotelio es mucho mas que una simple barrera fisica
que separa la sangre de los tejidos subyacentes, de esta forma, sus caracteristicas
principales se atribuyen a el proceso inflamatorio, la vasoconstriccion y en
trombosis. La célula endotelial participa en todas las fases de la inflamacion:
produce mediadores de la vasodilatacién (6xido nitrico y prostaciclina), expresa
moléculas de adhesion como son ICAM, VCAM que facilitan la adherencia y
transmigracion de los leucocitos. En reposo, la CE es muy adherente a la lamina
basal subyacente del tejido conectivo como colageno, laminina y proteoglicanos;
esta adherencia es dependiente de las integrinas. Como consecuencia de una
lesion proxima se liberan citocinas proinflamatorias siendo IL-1 y TNF-a y aminas
vasoactivas que incrementan el flujo sanguineo tisular y modifican la permeabilidad
endotelial. Las citocinas modifican las propiedades adhesivas de la célula endotelial,
lo que permite la migracion de los leucocitos hacia el sitio de la lesion, por lo cual
interacciona, con el sistema inmune y de la coagulacién. La inflamacion es un

mecanismo evolutivo conservado y cuidadosamente controlado del organismo para



luchar contra una infeccion y para reparar lesiones. Una respuesta inflamatoria
coordinada es esencial para la vida. Sin embargo, la inflamacién prolongada
conlleva a enfermedades agudas y crénicas, con ello a una inflamacién crénica de
varios organos. (20). Este proceso permite y promueve el rodamiento, agregacion y
transmigracion endotelial de leucocitos, hacia el sitio de lesion endotelial. La
extravasacion de neutrdéfilos es coordinada por moléculas de adhesion intercelular-
1 (ICAM-1, por sus siglas en inglés intercellular adhesion molecule-1), (21) molécula
de adhesiéon celular vascular (VCAM-1 por sus siglas en inglés vascular cell
adhesion molecule-1), quimiocinas (IL-6) y metabolitos generados por la via del

acido araquidonico. (22)

La vasodilatacion es uno de los signos cardinales de una respuesta inflamatoria, y
se produce en gran medida a través de un proceso dependiente de Oxido Nitrico
(NO), (23) esta vasodilatacién aumenta la permeabilidad, potenciando la produccion
de TNF-a e IL-1B por parte de los leucocitos. (24) El TNF-a es una citocina pro-
inflamatoria que recibié su nombre por la observacion de necrosis hemorragica en
tumores trasplantados a ratones estimulados con TNF-a, se expresa principalmente
en macrofagos y linfocitos, los adipocitos expresan tanto TNF-a como sus
receptores, su expresion estéd incrementada en adipocitos de sujetos obesos y de
sujetos con RI se cree que produce RI al inducir un defecto en la capacidad de
fosforilacién de residuos de tirosina en el primer sustrato del receptor de insulina
(IRS-1), necesaria para la progresion de la seial intracelular de la hormona, es un
mediador importante de RI en la obesidad.

Las citocinas, son pequefas glicoproteinas liberadas por una célula y reconocidas
por otras células que expresan los receptores correspondientes, éstas son los de
sefalizacion caracteristicos y complejos en las células sensibles que conducen
principales mediadores de la inflamacion. Interferones, interleucinas, factores de
crecimiento y quimiocinas pertenecen a la gran familia de citocinas. Todos ellos
inician cascadas a una respuesta celular adecuada como la proliferacion, la

diferenciacion o la liberacion de enzimas y otros mediadores que a su vez controlan
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el entorno celular y proporcionan medios para perpetuar los efectos de las citocinas.
En las enfermedades inflamatorias la red de citocinas, esta gravemente

desequilibrada y lleva a la inflamacién persistente y dafio a los tejidos. (20,21)

Por otro lado, existen las especies reactivas del oxigeno (reactive oxygen species
ROS, por sus siglas en inglés) este término se aplica colectivamente a las moléculas
radicales y no radicales que son agentes oxidantes y/o son facilmente convertidos
a radicales. (25) Son generadas en respuesta a estimulos enddgenos y exdgenos.
En bajas concentraciones ROS actiian como moléculas de sefializacion que median
el crecimiento, la migracion y la diferenciacién celular, mientras que, a
concentraciones mas altas, inducen la muerte celular, la apoptosis y senescencia.
(25)

Asi, el término disfuncion endotelial se utiliza ampliamente para describir cualquier
forma de actividad anormal del endotelio, en trastornos metabdlicos como obesidad
y DM2, desencadenan un proceso inflamatorio siendo evidente la presencia de
moléculas pro- inflamatorias como son; TNF a, IL6, leptina, resistina, PCR, las
cuales inducen disfuncién endotelial (25). La disfuncion endotelial es un evento
temprano de aterosclerosis, con cambios estructurales que preceden en la pared
vascular, asimismo, en algunos estudios se han encontrado alteraciones en el
grosor de la intima media de la aorta en diferentes condiciones metabdlicas, como
es la obesidad; sugiriendo que estas alteraciones de la nutricion contribuyen a

enfermedades cardiovasculares en la vida adulta.

5.5 Adipocinas en la disfuncion endotelial

Varias investigaciones han demostrado que el adipocito produce sustancias
relacionadas con el sistema inmune pueden ser proinflamatorias como son TNFa y
IL-6, con la funcion vascular (VEGF, angiotensina, PAI 1) y con el desarrollo de

resistencia insulinica (resistina). Asimismo, produce adipocinas en obesidad
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incrementandose la liberacion de leptina, VEGF, IL-6 y TNFa y disminuye la

secrecion de adiponectina (18).

La adipocina leptina posee un alto grado de homologia entre especies (84% entre
la leptina humana y murina). El gen ob esta localizado en el cromosoma 7 del ser
humano y en el cromosoma 6 del raton (26). Los individuos afectados en este gen,
desarrollan un cuadro de hiperfagia, obesidad morbida e hipogonadismo
hipotalamico (26). Entre las seis isoformas conocidas del receptor se encuentran
ObRa-f, pero s6lo ObRb contiene el segmento intracelular para la activacion de las
cinasas. ObRb es conocido como la forma “larga” o “completa” del receptor, la sefial
intracelular es mediante el sistema JAK-STAT, activa a JAK2, (27,28) lo que induce
autofosforilacion del complejo ObRb-JAK2, JAK2 fosforila a los dominios SH2, una
vez fosforiladas, funcionan como reguladoras transcripcionales; también esta
asociado a las IRS (Insulin Receptor Substrates) (29,30). Ademas, esta relacionado
con NF KB que es un factor de trascripcion relacionado con adiponectina, de esta

manera pudiera ser la sefial intracelular entre estas dos adipocinas (30,31).
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Figura 5. Representacion de adipocitos con hiperplasia en obesidad (Tomado: Irecta Nolera, 2016)

Por otra parte, las asociaciones entre la leptina y la insulina han sido exploradas,

debido a la coexistencia de resistencia a insulina y a leptina en obesos y por otra, a
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la asociacion entre obesidad como causa de DM2. En los adipocitos de rata, la
leptina disminuye la unién de la insulina con sus receptores. Ademas, la leptina
también inhibe los efectos anti-lipolitico y lipogénico de la insulina, asimismo, inhibe
la produccién de insulina en las células beta del pancreas, (32,34), mientras que la
insulina estimula la produccion de leptina en el adipocito, asi, la leptina y la insulina
se regulan mutuamente. A nivel de SNC, el hipotalamo tiene receptores de insulina,
y se sugiere participa en la regulacién de la ingesta de alimentos, en el crecimiento
y diferenciacion neuronal. Bruning et al., encontraron que la ausencia de receptores
para insulina inducida por manipulacion genética en el raton lleva a obesidad
sensible a dieta, con aumento de leptina e insulina, hipertrigliceridemia y moderada
resistencia a la insulina, ademas, de defectos de la funcién gonadal. (35) Por lo cual,
la leptina estd involucrada en las alteraciones metabdlicas relacionadas con

obesidad.

Por otra parte, en endotelio la leptina se ha relacionado que actua estimulando la
angiogénesis y su posible participacion en la regulacién de la presion arterial, en un
estudio se encontrd que en ratones deficientes de leptina y su receptor, la formacién
de codgulos de sangre en respuesta a una lesion arterial inducida fue prolongada,
aproximadamente 2 veces mayor del control. El tiempo de formacién del coagulo se
redujo significativamente cuando los ratones deficientes en leptina recibieron leptina
de ratén recombinante. Estas investigaciones sugieren que individuos obesos con
concentraciones elevadas de leptina aumentan el riesgo de trombosis vascular a

través de un efecto en la agregacion plaquetaria (35).

La adiponectina es otra adipocina (conocida también como Acrp30) es una proteina
secretada por el adipocito con efectos protectores como es antinflamatoria. Fue
purificada del plasma como una proteina ligada a colageno, se sabe que la
concentracion en suero es de 5-2 pg/ml, (10-30nM). El gen de la adiponectina se
encuentra ubicado en el cromosoma 3927, precisamente donde se ha identificado
el locus susceptible para la DM2, el sindrome metabdlico y la enfermedad coronaria

(36,37). Por otra parte, se han identificado 4 mutaciones de codigo erréneo en el
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dominio globular de la adiponectina y la mas frecuente de ellas esta asociada con
las bajas concentraciones plasmaticas de adiponectina, en los individuos portadores
de esta mutacion mostraron caracteristicas del sindrome metabdlico como

hipertension, hiperlipidemia, diabetes y aterosclerosis (38).
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Figura 6. Representacion de adipocinas y disfuncién endotelial (https://medicinaysaludpublica.com/).

La expresion de ARNm de Acrp30 y los niveles plasmaticos estan significativamente
reducidos tanto en ratones como en seres humanos obesos y diabéticos. Berg et al.
2001, encontraron que los niveles séricos de Acrp30 estan disminuidos en forma
significativa tanto en la obesidad como en la DM2, sugiriendo que tienen relaciéon
con la RI (39).

En estudios in vitro, se ha demostrado que la adiponectina regula la expresion de
citocinas anti- inflamatorias como: IL-10 e IL-1Ra mediante la activacion del receptor
gamma proliferador de peroxisoma 2 (PPARYy) (40). Por otra parte, citocinas pro-
inflamatorias como IL-6 y el TNFa demuestran inhibicion de la expresion y sintesis
de adiponectina. Ademds, el tratamiento de células endoteliales con
concentraciones de adiponectina inhibe la adhesion de monocitos inducida por
TNFa y la expresion endotelial de selectina E, molécula de adhesion celular

vascular-1 (Vascular cell adhesion molecule-1, VCAM-1) y molécula de adhesion
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intercelular-1 (Intercellular adhesién molecule-1, ICAM-1) (38). Ademas, en estos
estudios in vitro, se ha determinado que adiponectina regula la expresion de
citocinas proinflamatorias como el TNFa y citocinas antiinflamatorias como: IL-10 e
IL-1Ra. Asimismo, en algunos otros estudios IL-6 y el TNF-a demuestran inhibicion
de la expresion y sintesis de adiponectina. Posiblemente es a través de un
mecanismo que adiponectina inhibe la expresion de moléculas de adhesion

mediante la inhibicion de NF-kB (factor de trascripcion) (24).

5.6 Disfuncién endotelial, obesidad y proproteina convertasa subtilisin/kexin
tipo 9

Algunos estudios revelan la asociacion de moléculas de inflamacion y adipocinas
con la manifestacion de cambios cardiovasculares. En estudios clinicos, (37) se ha
reportado que los pacientes con DM2 presentaban niveles de adiponectina menores
cuando manifestaban enfermedad arterial coronaria asociada y en otro estudio (39),
reportaron una asociacién negativa entre los niveles de adiponectina y la presencia

de disfuncion endotelial (37).

El tejido adiposo se caracteriza por una extensa red vascular, ya que cada adipocito
esta rodeado de al menos un capilar, células endoteliales y de formas maduras e
inmaduras de adipocito. El crecimiento del tejido adiposo blanco requiere la
remodelacion continua de la red vascular. De este modo, la expansion de este tejido
se basa en la neovascularizacion, en la dilatacion y remodelacion de los capilares
preexistentes. Por otra parte, el tejido adiposo pardo, asociado con el metabolismo
energeético, necesita de una perfusion adecuada, ya que su expansion depende de
modo esencial de la angiogénesis. Se estima que la mayor parte de la angiogénesis
en el tejido adiposo se relaciona con el sistema formado por el factor de crecimiento
vascular endotelial y su receptor (VEGF/VEGFR) (24,41).
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Ademas, la obesidad es asociada con otras condiciones tales como resistencia a la
insulina, hipertension y dislipidemia, todos estos factores de riesgo de cardiopatia,
el aumento del tejido adiposo se asocia a un estado proinflamatorio, que interfiere
con el metabolismo celular en varios tejidos. Recientes estudios han identificado a
una proteina que influye en el trastorno de metabolismo de lipidos, la proproteina
convertasa subtilisin/kexin tipo 9 (PCSK9) que se une a los receptores de
lipoproteinas de baja densidad rLDL acelerando su degradacion y eleva los niveles

séricos de LDL influyendo en la aterogénesis (15,42).

En condiciones fisiologicas, en el nucleo del hepatocito se producen rLDL, que son
liberados a la superficie celular. Estos receptores especificos capturan el LDL
circulante y lo internalizan en el hepatocito mediante un proceso de endocitosis; este
LDL se destruye en los lisosomas, liberando el rLDL, que se recicla y vuelve a
desplazarse a la superficie del hepatocito, donde puede capturar otra molécula de
LDL. En el nucleo del hepatocito se produce otra proteina, la PCSK9, que también
se secreta al exterior celular, donde se une a los receptores del LDL. Este complejo
formado por el receptor de LDL y la proteina PCSK9 (rLDL-PCSK9) sufre el mismo
proceso de endocitosis, pero se degrada en su conjunto en el interior de los
lisosomas; es decir, no se realiza el reciclado del receptor de LDL a la superficie del
hepatocito. En cierto modo, la proteina PCSK9 es un mediador de la degradacion
de los rLDL, con el fin de ahorrar LDL. Sin embargo, al manifestarse un exceso de
lipidos como son enfermedades metabdlicas; obesidad, dislipidemias y diabetes, se
pierde el equilibrio de la degradacion de LDL (42). La mayor o menor produccion de
proteina PCSK9 esta determinada por varios factores, especialmente mutaciones
genéticas, y puede estar aumentada o disminuida. Cuando estd aumentada, como
en el caso de la hipercolesterolemia familiar, se reduce el nimero de receptores de
LDL en la membrana del hepatocito, por lo que aumentan la concentracion

plasmatica de LDL y las manifestaciones clinicas de ateroesclerosis (42)

Sin embargo, la hipercolesterolemia es uno de los mas importantes factores de

riesgo de enfermedades cardiovasculares, y no siempre es posible controlarla con
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los tratamientos convencionales: dieta, ejercicio y farmacos hipolipemiantes. El
desarrollo de la inhibicibn de la proteina PCSK9 mediante anticuerpos
monoclonales (inhibidores de PCSK9, iPCSK9) aumenta el nUmero de receptores
de colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad LDL en el hepatocito y, por lo
tanto, contribuye a su destruccion. El desarrollo de investigacion basica y clinica, la
aprobacion por las autoridades reguladoras y la comercializacion de los iPCSK9 se
realiz6 en un tiempo récord. En el afio 2003, la hipercolesterolemia familiar se asocio
con una mutaciéon de la proteina PCSK9, cuya estructura qued6 determinada en
2007 (12,41,42)

Dado que la inflamacién es un elemento importante en la relacion entre los lipidos
y el endotelio la identificacion de moléculas clave fundamentales que unen el
metabolismo de los lipidos, la disfuncién endotelial y la aterogénesis proporcionara
evidencia para probar objetivos valiosos para la prediccién, prevencion y tratamiento
de enfermedades relacionadas con la aterosclerosis, en estudios posteriores.
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6. JUSTIFICACION

En el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) la Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2)
constituye un reto creciente debido a que durante el 2022 la prevalencia fue del 18.3
% en la poblacion nacional. Otro de los problemas prioritarios de salud lo constituyen
los trastornos del metabolismo, siendo de una magnitud y causa tan frecuente que
desencadena alteraciones como son la obesidad y DM2, condicionando
inflamacion, elemento importante en la relacion entre los lipidos y el endotelio
causales de riesgo de enfermedades cardiovasculares y principal causa de

mortalidad mundial.

Recientes estudios transcendentes han identificado a una proteina que influye en el
trastorno de metabolismo de lipidos llamada proproteina convertasa subtilisin/kexin
tipo 9 (PCSK?9), la cual ha sido reconocida como un regulador fundamental de LDL-
C. ya que se une a los receptores de lipoproteinas de baja densidad acelerando su
degradacion y elevando los niveles séricos de LDL influyendo en la aterogénesis.
Posiblemente este mecanismo participe en desarrollo de complicaciones de la

diabetes.

Por dichos antecedentes debe considerarse analizar e identificar de manera
oportuna en los pacientes con DM tipo 2 obesos y no obesos, moléculas clave
fundamentales relacionadas con el metabolismo de los lipidos, la disfuncion
endotelial y la aterogénesis, como lo son ICAM-1, leptina, IL 6, TNF-a y leptina y su
asociacion con PCSK9 contribuyendo con esto al conocimiento y proporcionando
evidencia para probar objetivos valiosos para la prediccion, prevencion y tratamiento

de enfermedades relacionadas con la aterosclerosis, en estudios posteriores.
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7. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se desconocen los cambios inducidos por la obesidad y diabetes en los indicadores
de dafio endotelial y su relacion con PCSK9, su identificacion temprana nos
permitira conocer de manera oportuna en pacientes obesos y diabéticos de mediano
plazo de evolucién a los pacientes con marcadores de disfunciéon endotelial
alterados y como se relacionaron con PCSK9, una vez conociendo esta relacion se
podra incidir en estudios posteriores en la prediccion, prevencion y tratamiento de

enfermedades relacionadas con la aterosclerosis.

7.1 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cudles es la relacion entre disfuncion endotelial y PCSK9 en pacientes con

obesidad y diabetes mellitus tipo 2
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8. OBJETIVOS

8.1 Objetivo general

Evaluar la relaciéon de marcadores de disfuncién endotelial (ICAM-1, IL-6, TNF-a y
leptina) con PCSK9 en pacientes con obesidad y DM2 de la UMF18 del IMSS.

8.2 Objetivos especificos

«+ Cuantificar los marcadores de disfuncion endotelial, mediante ICAM-1, IL-

6, TNF-a y leptina en pacientes con y sin Obesidad y DM2.

< Analizar la asociacion de los marcadores de disfuncion endotelial,
mediante las concentraciones de ICAM, IL-6, TNF-a y leptina en pacientes

con Obesidad/DM2 y comparar en sujetos sin obesidad y sin DM2.
<+ Identificar los factores asociados como la edad y género que influyan

en la asociacion o no asociacion Obesidad/DM vs Disfuncion

endotelial.
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12. HIPOTESIS

Los pacientes con binomio obesidad y diabetes mellitus tipo 2 presentaran

marcadores de disfuncion endotelial aumentados con disminucion de PCSKO9.
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10. MATERIAL Y METODOS

10.1 Lugar de realizacion:

El proyecto se llevo a cabo con la colaboracion de dos unidades:

e Unidad de Medicina Familiar 18. Instituto Mexicano del Seguro Social

Direccion: Av. México No. 98 Entre Av. Toluca Col. Santa Teresa Contreras C.P.
10700, Ciudad de México

e Unidad Médica de Alta Especialidad Hospital de Especialidades del

Centro Médico Nacional Siglo XXI, Instituto Mexicano del Seguro Social.

Direccion: Avenida Cuauhtémoc NUmero 330 Colonia Doctores, Alcaldia
Cuauhtémoc, Cddigo Postal 06720, Ciudad de México.

10.2 Tipo de Estudio

Disefio del estudio:

- Por el control de la maniobra de intervencion por el investigador: Descriptivo

- Por las mediciones realizadas a la poblacién de estudio: Transversal

- Por la recoleccion de la informacion: Prolectivo.

- Tipo de analisis: Comparativo.

-Por el tipo de muestreo: No probabilistico (por conveniencia, de casos

consecutivos).
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10.3 Poblacion de estudio.

Pacientes de la consulta externa de UMF No. 18 IMSS con diagndstico de DM y
pacientes “sanos” que acudieron a donacion de sangre en el Banco Central de
Sangre de CMN SXXI.

10.4 Criterios de inclusién.

Pacientes con DM.
e Pacientes mayores de 18 afos, de ambos géneros.
e Pacientes que cumplieron con los criterios diagndsticos de obesidad y
DM2, y que tuvieron entre 5 a 10 afios de evolucion.
e Pacientes sin mas comorbilidades.
e Pacientes no embarazadas.

e Pacientes que se encontraron en tratamiento y seguimiento en la UMF 18.

Pacientes sin DM.
* Pacientes mayores de 18 afios, de ambos géneros, sin morbilidades
asociadas que acudieron a donacién de sangre en el Banco Central de
Sangre de CMN SXXI.

10. 5 Criterios de no inclusién
* Pacientes con morbilidades.

« Pacientes embarazadas.

10.6 Criterios de eliminacion.
* Pacientes que no desearon continuar en el proyecto.
» Pacientes que por alguna razon no pudieron contar con los examenes

guimicos necesarios para los fines del estudio.
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10.7 Control de sesgos

Para el control de sesgos en cuanto a seleccion de los participantes se respetaron
los criterios de inclusion y no inclusion para la integracion de los sujetos al estudio,
en este caso seran pacientes que acudan a la UMF18 y pacientes sanos del BCS
CMN SXXI

Para evitar sesgo en la recoleccion de datos se realizara capacitacion al personal
involucrado para que los registros de informacion se lleven a cabo de manera
correcta y homogénea en la hoja de registro de datos que se presenta como anexo.
En cuanto a los sesgos de informacion y andlisis, este se realizara por personal
capacitado para evitar codificaciones erréneas, también se realizaran analisis
descriptivo para las variables cuantitativas continuas mismas que seran reportadas

de acuerdo a su distribucion.

Finalmente hay que tener en cuenta las interpretaciones erroneas de los resultados,
por ejemplo, por la presencia de variables de confusion no contempladas mismas
que valoraremos una vez procesada la informaciébn y se consideraran sus

comentarios en la discusion de resultados.
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10.8 Tamarfio de muestra

El tamafio de la muestra se calculdé con base a la comparacion de medias entre
grupo control y diabético con DE (varianza o desviacion estandar) de la glucemia de
15mg/dL (S); considerando una relacion sano/diabetes de 1/1, teniendo en cuenta
un valor a=0.05 y un valor de 3=0.20, la diferencia minima (d) de las medias que se
consider6 relevante entre los dos grupos, es de 9 mg/dL. El tipo de contraste

planteado es unilateral, y para datos independientes, utilizando la formula

22
n = [2(Za+Zp) *S J/d2

Donde:

Za = Valor Z de alfa=0.05, Valor de confianza de 95% =1.64 ZB = Valor Z de
beta=0.20 poder de la prueba de 80% = 0.842

S = DE de Sano y con diabetes sea de 15mg/dL.

d = Valor de las diferencias relevante, se considera de 9mg/dL N = NUumero de

participantes

N = 2(1.64+0.84)2 *152 = 12.30*225 = 2767.5 = 34.16
92 81 81

Tamafio de muestra por grupo = 35 participantes por grupo
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10.9 Variables de estudio.

Variable
independiente

PCSK9

Variable
dependiente

Definicién

conceptual
Proteina enzimatica presente
en la sangrecon actividad

endoproteasa (proproteina
convertasa subtilisina/kexina
ipo 9)

Definicion conceptual

Definicidon operacional

valor
equipo
técnica

Se registrara el
obtenido por el
analizador con
ELISA

Definicion operacional

Tipo

Cuantitativa

Cuantitativa

Unidad de
medicion
ng/ mi

Unidad de
medicién

actia como un adipostato,
regulando el apetito.

obtenido por el equipo
analizador con técnica
ELISA

ICAM-1 Moléculas de adhesion Se registrara el valor ng/mL
Intracelular 1 obtenido por el equipo
analizador con técnica
ELISA
TNF-a Es una citosina Se registrara el valor [Cuantitativa pg/mL
proinflamatoria involucrada en [obtenido por el equipo
la regulacién de la analizador con técnica
proliferacion celular, ELISA
diferenciacion, apoptosis,
metabolismo 6seo,
metabolismo de lipidos y
coagulacion.apoptosis,
metabolismo 6seo,
metabolismo de lipidos y
coagulacion
IL-6 Es una glucoproteina Se registrara el valor [Cuantitativa pg/mL
secretada por los macréfagos, |obtenido por el equipo
células T, célulasendoteliales |analizador con técnica
y fibroblastos, su liberacion |ELISA
esta inducida por la IL-1 y se
incrementaen respuesta a
[TNF-a. Es una citocina con
actividad antiinflamatoria y
proinflamatoria
Leptina Hormona del adipocito que [ Se registrara el valor [Cuantitativa ng/mL
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Otras variables a considerar.

Variable

Definicion

Definicion

Unidad
medicion

Escala
medicion

Obesidad

Diabetes Mellitus

conceptual

Estado patoldgico
gue se caracteriza
por un exceso o
una acumulacién
excesiva y general
de grasa en el
cuerpo

Alteracion
metabdlica
caracterizada por
la presencia de
hiperglucemia
cronica que se
acomparfia, en
mayor o menor
medida, de
modificaciones en
el metabolismo de
los hidratos de
carbono, de las
proteinas y de los
lipidos

operacional

Peso/talla2
Sobrepeso IMC igual
0 superior a 25.
Obesidad: IMC igual o
superior a 30.

Criterios de la
Asociacion
Americana

de Diabetes (ADA)
publicados en el 2017
para la clasificacion
de las alteraciones en
el metabolismo de la
glucosa.

1.Glucosa en ayunas
alterada, GAA :
glucemia en ayunas
entre 5,6-6,9 mmol/l
(100-125 mg/dl).

2. Tolerancia a la
glucosa alterada,
TGA (IGT): glucemia
a los 120 min de la
PTGO entre 7,8-11,0
mmol/l (140-199
mg/dl).

3. glucosa mayor de
125 mg/dl

Valores obtenidos por
el analizador

1 normopeso
2 sobrepeso
3 obesidad

0: normal
1: GAA
2: ICHO
3. DM

Cualitativa
nominal

Cuantitativa
continua
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Variable

Definicion
conceptual

Definicion
operacional

Unidad de
medicion

Escala de
medicion

hemoglobina que
interacciona
combinandose con
la glucosa
circulante, para
determinar el valor
promedio de la
glucemia en las
Ultimas 12
semanas

clinico

Edad. Tiempo Tiempo Afos Cuantitativa
transcurrido desde | transcurrido continua.
el nacimiento de desde el
un nacimiento
ser vivo
Sexo Género al que Género al que 1 masculino Cualitativa
pertenece el pertenece el 2 femenino. nominal
paciente paciente: dicotomica.
hombre o mujer.
Peso Mide la masa Valor obtenido de Kg Cuantitativa
corporal total de medir la masa continua
un corporal en una
individuo béascula calibrada
Sin zapatos
Talla Mide el tamafio Valor obtenido al m Cuantitativa
del medir al individuo continua
individuo desde la | desde la coronilla
coronilla de la hasta los talones
cabeza hasta los en posicion de pie ,
pies con estadimetro,
sin zapatos.
Colesterol Lipoproteinas de Valor obtenido con mg/dl Cuantitativa
baja densidad equipo de andlisis continua
LDL clinico
Hemoglobina Prueba que utiliza | Valor obtenido con % Cuantitativa
glucosilada la fraccion de la equipo de analisis continua
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10. 10 Descripcion de Procedimientos

Historia clinica y mediciones antropométricas

En el presente un estudio en el que se incluyeron 182 pacientes mexicanos mayores
de 18 afios de edad, divididos en 2 grupos, un grupo de casos que incluyé 66
pacientes pertenecientes a la clinica de Unidad de Medicina Familiar nimero 18 del
IMSS, con criterios de diabetes mellitus, siempre y cuando esta Ultima se encontrara
con un tiempo de evolucion de menos de 10 afios. Asi mismo se incluyeron un total
de 60 pacientes en el grupo de control provenientes del banco de sangre de Centro
Médico SXXI, con indice de masa corporal <25 kg/m2 clasificados como peso
normal segun criterios de la OMS, sin otra enfermedad cronico degenerativa
asociada. En ambos grupos los pacientes autorizaron su participacion firmando una
carta de consentimiento informado, y se realiz6 una historia clinica completa y
detallada de sus antecedentes, con la finalidad de detectar si existia diagnostico o
comorbilidad de alguna otra enfermedad que pudiera modificar la expresion de
biomarcadores de disfuncién endotelial como enfermedades pulmonares (EPOC),
o0 la presencia de enfermedades autoinmunes, mismos que no fueron incluidos. El
proyecto fue aceptado por el Comité de Investigacion y Etica en el Comité con el
namero de registro de R-2021-3703-132. (Anexo 21.1)

Toma de muestra de sangre total

Una vez que los participantes firmaron CCI, se citaron a los pacientes candidatos a
toma de muestra, con un ayuno de 8 horas, se obtuvo muestras de sangre por 5 ml
por tubo, mediante tubo vacutainer®; se utilizaron tubos con EDTA como
anticoagulante y sin anticoagulante para suero. Las muestras de sangre, las
muestras inmediatamente fueron centrifugadas a 3000rpm durante 10 minutos. El
plasmay suero fueron separados, asi también, separando alicuotas y almacenando

en ultracongelador a -70°C hasta su analisis, el cual se realizé en el laboratorio de
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la Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Enddcrinas de la UMAE
Hospital de Especialidades CMN SXXI.

Mediciones
a. Quimica sanguinea: glucosay perfil de lipidos.

Con el suero de las muestras se hizo a determinacion de glucosa plasmatica de
acuerdo al método de la glucosa oxidasa por kit de SPINREACT (catalogo GOD-
POD M41011, Marca Spinreact) el cual se ha aceptado como método de referencia
para la determinacion de glucosa. Este método cataliza la oxidacién de glucosa a
acido gluconico; considerandose como niveles de glucosa en ayuno normales por
debajo 100 mg/dL, entre 100 a 125 mg/dL como glucosa plasmatica en ayuno
alterada y por arriba de 126mg/dL criterios para diabetes mellitus, asi mismo para
aguellos pacientes que fueron incluidos con criterios de diabetes mellitus se
considerd niveles entre 70-130 mg/dL en ayuno para definir un adecuado control
de metas, todo esto segun los criterios de la Asociacion Americana de Diabetes del
2010 (20).

Se realiz6 la determinacién del perfil de lipidos que incluyé determinaciones de
Colesterol Total (catalogo M41021, Marca Spinreact), triglicéridos (catalogo
M41031, Marca Spinreact), lipoproteinas de alta (HDL) (catalogo 1001095, Marca
Spinreact) y baja densidad LDL , tomando como rango de referencia niveles para
colesterol HDL menores a 40mg/dL como anormales y por arriba de 60mg/dL con
efecto cardioprotector, sugiriéendose el uso de 150 mg/dL como punto de corte para
el diagndstico de hipertrigliceridemia y se consider6 al colesterol LDL como 6ptimo
si era < 100 mg/dL, cercano al 6ptimo si se encontraba entre 100 y 129 mg/dL,
limitrofe entre 130 y 159 mg/dL, alto entre 160 y 189 mg/dL y muy alto si era mayor
de 190 mg/dL segun criterios obtenidos del ATP III.
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b. Medicién de hemoglobina glicada

Para la determinacion cuantitativa de hemoglobina glicosilada (HbAlc) en sangre
humana se realiz6 el método de turbidimetria que tiene el fundamento de la
interaccion de antigeno y anticuerpo para determinar directamente HbAlc en
sangre total (catalogo 43101, 43105, Marca Spinreact). La hemoglobina total y
HbAlc tienen la misma absorcion inespecifica para las particulas de latex. Cuando
se afiade el anticuerpo monoclonal antiHbAlc, se forma el complejo latex -HbAlc-
anticuerpo de HbAlc. Se produce aglutinacion cuando el anticuerpo policlonal IgG
interacciona con el anticuerpo monoclonal. La cantidad de aglutinacion es
proporcional a la cantidad de HbAlc absorbida en la superficie de las particulas de
latex. La cantidad de aglutinacion se mide como absorbancia. El valor de HbAlc se
obtiene de la curva de calibracion. Valores recomendados: inferior al 6% para
personas que no tengan diabetes, inferior a 7% para control glicémico de persona
con diagnéstico de diabetes.

c. Medicion de citocinas proinflamatorias

Para TNF-a (R&D system), considerada como proinflamatorio, se realizo
determinacion mediante la técnica de ELISA. Obteniéndose coeficientes de
variacion intra e interensayo de menos del 10%, los niveles normales de dicha

citocina son considerados hasta 4.2 pg/ml.

d. Determinacion de adipocinas y biomarcadores de disfuncion endotelial.

Para leptina mediante un kit ELISA Human Leptin R&D system, catalogo RL-83K,
considerando los niveles séricos de leptina en personas con peso normal oscilan en
el rango de 1-15 ng/ml, existiendo niveles mas elevados en la mujer que el hombre;
aunque en individuos con un IMC superior a 30 se pueden encontrar valores de 30

ng/mL o incluso superiores.
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Para la medicidon de leptina en plasma se hizo mediante ELISA, se diluyo el buffer
de lavado en 900 ml de agua destilada, posteriormente con el buffer de lavado
(50mM Tris, con tween-20) se realizaron 3 lavados a la placa, en cada lavado se
pusieron 300ul por pozo, después se adiciono por duplicado 40ul de buffer de
ensayo (0.05 M fosfosalina, pH 7.4, 0.025 M EDTA, 0.08% de azida de sodio, 0.05%
Triton X-100 y 1% BSA) para el blanco y para las muestras y 30ul para la curva
estandar, enseguida se le agrego al blanco y a la curva estandar 10ul de solucién
matrix (0.08% de azida de sodio), agregando también en orden ascendente de
concentracion 10ul de los estandares de leptina (0.2-30 ng/mL) en los pozos de la

placa de 96 pozos.

Posteriormente se afiadid 10ul de las muestras de plasma de cada muestra por
grupo, después se coloco en todos los pozos 50ul de anticuerpo de leptina y se

puso a incubar a temperatura ambiente durante 2 horas en un agitador de placa.

Al término de la incubacién se decanté la placa para remover los residuos realizando
nuevamente 3 lavados agregando 300ul por pozo, posteriormente del lavado se
agrego 100yl del anticuerpo de deteccion (Ab-biotina) para leptina en todos los
pozos, y con una incubacion en el agitador durante 1 hora a temperatura ambiente,
terminado el proceso se decanto la placa y se realizaron 3 lavados con 300ul por
pozo, colocando después a todos los pozos 100ul de la solucidon de la enzima
(conjugado de streptavidina peroxidasa de rabano, HRP) incubando durante 30
minutos a temperatura ambiente, realizando esta vez 6 lavados con 300ul por pozo,
terminado el lavado se agregé 100yl del substrato (tetrametilbenzidina en buffer,
sensible a la luz) a cada pozo protegiendo la placa de la luz con papel aluminio se
puso a incubar durante 15 minutos, acabando la incubacion se agregd 100ul de la
solucion stop (0.3M HCI), posteriormente se leyd la absorbancia a 450 nm y a 540
nm, mediante un lector de ELISA (Labsystems Multiskan Ex).
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e. Determinacion de ICAM-1y PCSK9 en plasma.

Para la determinacién de

ICAM 1 se realiz6 mediante reactivo ICAM-1

Human ELISA Kit, Catalogo OKEH00073, AVIVA System. (Se describe la
técnica en los parrafos anteriores)

Para la determinacion de PCSK9 se utilizé el Kit Human PCSK9 ELISA
Catalogo OKBB00903, AVIVA System. (Se describe la técnica en los
parrafos anteriores)

En la siguiente tabla se resumen cada una de las mediciones, sensibilidad y

coeficiente de variacion, asi como las condiciones de ensayo para la cuantificacion

de cada proteina.

Descripcién de los ensayos de ELISA

subtilisin/kexin type 9
(PCSKO9)

Dilucion 1:10

OKBBO00903 AVIVA System

Anélisis Marcay catalogo Unidades Coeficiente de
Variacion (%)
ICAM-1 ICAM-1 Human ELISA Kit, Catalogo | hg/mL intraensayo CV < 9
Dilucion 1:10 OKEHO00073, AVIVA System sensibilidad 2.17
ng/mL
Leptina Leptin ELISA Human kit, catalogo | ng/mL intraensayo CV < 7
DY398, R&D system sensibilidad 2 pg/mL
Proprotein convertase | Kit Human PCSK9 ELISA Catalogo | ng/mL intraensayo CV <7

sensibilidad 1ng/mL
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11. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los pacientes fueron evaluados, recogiéndose datos de expediente clinico y
datos generales, Se obtuvo una base de datos de las variables de estudio, en donde
se realiza estadistica descriptiva. Ademas, se analizara una comparacion de medias
entre grupos mediante t-student y chi-cuadrada (o exacta de Fisher). Se realizara
un subanalisis entre los grupos de estudio utilizando ANOVA, correlacion de

Sperman o Pearson segun la distribucion normal. Ademas de regresion multiple.

Se utilizara una confianza estadistica del 95% y una potencia del 80%. La
significancia estadistica sera de 24 p<0.05. Los datos seran analizados con el
programa SPSS (version 23; SPSS, Inc., Chicago, IL, USA) y GraphPad Prism 10
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA).
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12. ASPECTOS ETICOS

Este proyecto se aprob6 (Anexo 21.1) y siguio las recomendaciones del Comité
Local de investigacion en salud (CLIS) del IMSS, se contemplé a los pacientes que
ingresaron al protocolo explicandoles en que consistio el estudio y firma de carta de
consentimiento informado (CClI, Anexo 21.2), ademas, los datos personales de los

pacientes no fueron utilizados en ningun caso.

Riesgo para el sujeto _de estudio. Las pruebas realizadas fueron pruebas no

invasivas. De acuerdo al articulo 17 apartado Il. del Reglamento de la Ley General

de Salud en materia de investigacion:

El riesgo fue minimo ya que los pacientes fueron sometidos a la obtencion de
muestra de laboratorio que suelen ser de rutina en laboratorio clinico para el control
de metas de diabetes (articulo 17 fraccion Il), por lo que el balance riesgo-beneficio
se inclind hacia el beneficio individual, social y cientifico. El consentimiento
informado fue elaborado por el investigador, fue firmado por dos testigos y se

extendio por duplicado (articulo 22 y NOM 04).

Se considerd como riesgo de la investigacion “a la probabilidad de que el sujeto de
investigacion sufra algun dafio como consecuencia inmediata o tardia del estudio”,
por lo que el presente proyecto se pudo clasificar como estudio clase Il, con riesgo

minimo.

Apego a normas éticas: El presente trabajo y los procedimientos de investigacion

propuestos se apegaron al Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion para la Salud y a las normas éticas de la declaracién de Helsinki de
acuerdo a la ultima enmienda realizada durante la 642 Asamblea General de la
Asociacion Médica Mundial en el afio 2013, asi mismo se respetaron las normas de

la Declaracion de Helsinki, revisada en 1983, Informe Belmont, Cddigo de
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Nuremberg, CIOMS, respecto a las normas de ética en la investigacion en seres

humanos.

Manera de seleccionar a los potenciales participantes. Se invitd y seleccionaron a

los pacientes que acudieron a consulta de la Unidad de Medicina Familiar nimero

18, con diagnostico de obesidad y diabetes.

Consentimiento_informado: Todos los pacientes incluidos en el estudio debieron

entender y autorizar su participacion a través de un consentimiento informado
mismo documentos en que se utilizé un lenguaje accesible para los participantes,
poniendo de manifiesto su libre decision de participar o permanecer en el estudio
sin que esto afecte la atencion que recibe dentro del Instituto Mexicano del Seguro

Social.

Proceso para la obtencién del consentimiento informado: Se solicitdé el dia de la

consulta por el investigador o colaboradores, quienes le explicaron al paciente la
finalidad del estudio, asi como, los procedimientos o estudios que se llevaron a
cabo, y posteriormente se le reportaron los resultados obtenidos. Fue importante
mencionar que el investigador responsable no formo parte del equipo de trabajo

encargado del manejo y la atencion habitual de los pacientes.

Contribuciones y beneficios a los participantes: La participacion de los pacientes en

el estudio no generd ningun beneficio econdmico para los participantes, aunque los
pacientes no recibieron un beneficio directo, contribuyeron en el avance del
conocimiento cientifico que ayudé a otros pacientes con la misma condicion clinica

en el futuro.

Balance riesgo/beneficio: El riesgo para los pacientes fue minimo ya que los

procedimientos realizados fueron estudios no invasivos, los estudios de laboratorio

son parte de la evaluacion habitual de cada paciente. Y el beneficio del presente
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estudio, fue lograr a determinar asociacion de marcadores de disfuncion endotelial

de manera oportuna, antes de que el paciente presente complicaciones cronicas.

Procedimientos a sequir para garantizar la confidencialidad de la informacién: Se

utilizaron iniciales para el registro de cada paciente, los datos soélo fueron utilizados

por el investigador principal, y se mantuvieron en un archivero bajo llave.

Confidencialidad de la informacion: La informacién de los pacientes que aceptaron

participar en el estudio fue mantenida en confidencialidad total. A cada uno de los
participantes se le asigné un nimero de folio con el cual fue identificado a lo largo
del estudio. Los datos obtenidos y los folios generados en el estudio, solo fueron
accesibles a los investigadores responsables en el protocolo, quienes manifestaron
su obligacién de no revelar la identidad de los participantes durante la realizacion

del estudio y durante la difusién de los resultados.

Conflicto de intereses. Los autores declararon que no hay conflicto de interés en el

protocolo realizado. Ademas, de que los recursos para la elaboracion del proyecto

fueron otorgados por el IMSS.

Se solicitd al paciente su autorizacidbn para que su muestra sanguinea fuera
guardada y almacenada en el laboratorio de la Unidad de Investigacion Médica en
Enfermedades Endocrinas mientras se realiza este proyecto y una vez que se
finalice se realizard de acuerdo a protocolo de bioseguridad la eliminacion de los

residuos bioldgicos correspondientes de las muestras.
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13. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES
Investigadores de proyecto en actividades: Dra Cecilia Lucio, Dra Leticia Manuel, Dra Ivette Medina Actividades Realizadas (R) Actividades Planeadas (P) Ml
2021 2022 2023
|
ACTIVIDADES May-Jul ~ Ago-Oct Nov-Dic ~ Ene-Jun  Jul-Dic Ene- May

Recopilacion bibliogréfica y escritura del protocolo (R)

Dra Cecilia Lucio, Dra Leticia Manuel, Dra Ivette Medina
Evaluacion y aceptacion de registro del protocolo por el Comité CLIS
Dra Cecilia Lucio, Dra Leticia Manuel, Dra Ivette Medina (R)
Invitacion a los participantes de proyecto, firma de CCI (P)

Dra Cecilia Lucio, Dra Ivette Medina

Revision de expediente de los participantes en UMF18 (P)

Dra Ivette Medina

Recoleccion de muestras de sangre, separacion de plasma y suero (P)
Dra Ivette Medina

Anlisis de mediciones de laboratorio glucosa, perfil de lipidos. (P)
Dra Leticia Manuel, Dra Ivette Medina

Estandarizacion de técnicas y Analisis de las muestras de participantes de
marcadores de inflamacion y dafio endotelial IL-6, TNFet, ICAM-1, PCSK9 (P)
Dra Leticia Manuel, Dra Ivette Medina

Informe de avances de protocolo (P)

Dra Ivette Medina

Andlisis estadistico de resultados (P)

Dra Leticia Manuel, Dra Ivette Medina

Escritura de tesis de maestria (P)

Dra Ivette Medina

Publicacion de resultados articulo cientifico (P)

Dra Cecilia Lucio, Dra Leticia Manuel, Dra Ivette Medina

Mes de inicio: posterior a la autorizacion por el SIRELCIS.
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14. RESULTADOS

14.1 Descripcién de la poblacion de estudio

En el presente estudio se incluyd poblacion derechohabiente IMSS, tanto pacientes
con diabetes (DM) y sujetos no diabéticos (noDM), en total 182 pacientes de los

cuales, 66 tenian diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y 116 no tenian DM2.

Las caracteristicas generales de la poblacion de estudio de pacientes con diabetes
grupo (DM) se presentan las variables en frecuencia (n, %) en Tabla 1. La muestra
total fue de 66 pacientes del grupo DM, y estuvo establecida por sexo de
participantes por 21 (32%) varones y 45 (68%) mujeres. La edad que sobre todo

presentaron los pacientes con diabetes, fue de >50 afios con un 74 %.

Otro de los paramentos a considerar en la poblacion es su distribucién segun el
grado de indice de masa corporal fue la siguiente: pacientes con sobrepeso 31
(47%), sujetos que presentaban algun grado de obesidad 27 (41%) y normopeso 8
(12%). Otra de las mediciones antropométricas que se registro fue la circunferencia
de cintura se encontré que el 92% (61) de los pacientes fue mayor al valor normal.

Estos parametros son factores de riesgo de enfermedad cardiovascular.

Asi mismo, la frecuencia por rango de edad fueron los siguientes de < 40 afios fue
n=5 (7.5%), en el rango de 41-64 afios fue el que presento el mayor nimero de
frecuencia con 55 pacientes (83.5%); para edad de >65 afos fueron 6 sujetos (9%).
Con respecto a tiempo de evolucién de la diabetes, el 50% de los pacientes fueron
diagnosticados recientemente (duracion < 5 afos), ademas, el 59 % tenia un
adecuado control de su diabetes, demostrada por Hbaic < 7%. En el presente estudio
fue importante como criterio de inclusion que el paciente presentara una evolucién
de DM menor de 10 afos para no presentar las complicaciones, asimismo, conocer

como estan los marcadores de dafio endotelial y asociados con metabolismo de
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lipidos, ya que es un periodo valioso para disminuir complicaciones de diabetes en

edad productiva de la poblacién.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas y bioquimicas de los

pacientes con DM

Grupos de edad, n (%)
<50 afos 17 (26)
2 50 ainos 49 (74)
Género
Hombres 21 (32)
Mujeres 45 (68)
IMC, n (%)
<30,0 kg/m? 39 (59)
>30,0 kg/m? 27 (41)
IMC, n (%)
<25,0 kg/m? 8 (12)
>25,0 kg/m? 58 (88)
Circunferencia de cintura normal, n 5 (8)
(%)
HbAlc, n (%)
<7,0% 39 (59)
>7,0% 27 (41)
Duracion de la diabetes, n (%)
Diagnostico reciente (< 5 aios) 33 (50)
Diagndstico previo (> 5 afios) 33 (50)
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14.2 Caracteristicas socio-demogréaficas

Las variables socioecondmicas se describen en el grupo DM, donde se encontrd
mayor tendencia con respecto a nivel de estudios fue en nivel basico con un 52.3%.
En el desempefio laboral hubo un 43.1% como empleado y el estado civil que

predomino fue de 61.5% casado; como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas sociodemograficas de

los pacientes con DM

Variable Porcentaje (%)
Educacién (%) 52.3
Basica 31.5
Media Superior 15.4
Superior 0.8
Otros
Ocupacion 3.8
Comerciante 36.2
Trabajo Domestico 43.1
Empleado 10.8
Jubilado 54
Desempleado 0.8

Sin especificar

Estado civil 12.3
Soltero 9.2
Unioén libre 61.5
Casado 54
Divorciado 10.8
Viudo 0.8

Sin especificar
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14.3 Tratamientos en la poblacion de estudio y la presencia de Co-

morbilidades secundarias a la Diabetes Mellitus

Es importante describir los tratamientos terapéuticos del grupo DM el 98 % de la
poblacidn tiene su seguimiento farmacoldgico Tabla 3; los medicamento para
diabetes que se administraban fueron hipoglucemiantes del tipo; biguanidas como
metformina, glibenclamida, en alguna administracion de insulina, o inhibidores de la

dipeptidil peptidasa-4.

Ademas, se considero el registro de las comorbilidades que afectan en diabetes
como son enfermedades metabdlicas, se observd que la hipertension arterial
sistémica es la de mayor presencia en el grupo DM fue del 43 % con administracion
de farmacos antihipertensivos y el 27 % tomaba otros medicamentos tipo

antitiroideos, neuropaticos o antitrombdticos.

Ademas, otra de las caracteristicas de la poblacion con diabetes es la alteracion del
metabolismo de lipidos, que en el grupo DM se observé con es el tratamiento
farmacoldégico para dislipidemias; con un 18% de la poblacion con tratamiento. Un

5% de la poblacion no lleva tratamiento farmacolégico.

De los trastornos en colesterol fue de 24 % con hipercolesterolemia, asimismo, un

54% con hipertriglicéridemia como se demostré en la Tabla 3.
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Tabla 3. Tratamientos y comorbilidades de los

pacientes con DM

Variable Frecuencia

Comorbilidades 29 (43)
Hipertension 18 (27)
Dislipidemia 18 (27)
Otros

Medicamentos, n (%) 5 (8)
Sin medicacién 13/58 (19/87)
Insulina/hipoglucemiante 18 (27)
Hipolipemiantes 29 (43)
Antihipertensivos 18 (27)

Otros (Tiroideos,
Neuropaticos,
Antitrombéticos)

Lipidos en valores normales

Colesterol <200 mg/dL 16 (24)
Triglicéridos <150 mg/dL 36 (54)
HDL >40 mg/dL 28 (42)
VLDL <30 mg/dL 35 (53)

LDL <100 mg/dL 27 (41)



14.4 Caracteristicas bioquimicas de pacientes DM2 vs no DM2

Con respecto a las mediciones de los pardmetros bioquimicos fueron
significativamente altos en el grupo DM comparado al grupo noDM, cabe mencionar
que, de acuerdo a las pruebas de normalidad, con la prueba de Kolmogorov-
Smirnov; con los resultados del andlisis de normalidad de las variables; segun el
caso, se describen las caracteristicas de los parametros bioquimicos de la poblacién
dependiendo de su distribucion en medias y desviacion estandar (DE) o bien,

mediana y rango intercuartilico (RIQ), como se demuestra en la Tabla 4.

Los resultados de glucosa plasmatica fueron de 134 mg/dL del grupo DM vs 83
mg/dL del grupo noDM (P<0.0001), asimismo, la Hb1lAc que es el parametro de
control de diabetes demostré un aumento del grupo DM vs el grupo noDM
(P<0.0001).

Para las medidas antropométricas en el caso de IMC no presento diferencias en los
dos grupos de estudio (P=0.086). Sin embargo, en los resultados de perimetro
abdominal fue mayor en el grupo DM vs noDM, considerando que el incremento de

la grasa abdominal es factor de riesgo de cardiovascular.

De la misma manera, las concentraciones del perfil de lipidos en el 54 % de los
pacientes tenian perfiles lipidicos con valores fuera de rango de normalidad, de
estos pacientes el 27 % estaban en tratamiento con una dosis estandar de terapia

hipolipemiantes para reducir los lipidos como se observa en la Tabla 1.

En el caso de triglicéridos tuvo una tendencia a incrementar en el grupo DM vs noDM
sin diferencia estadistica (P=0.08), sin embargo, otros parametros fueron mas altos
en pacientes no diabéticos (noDM), en el caso de HDL (P<0.0001) lo esperado es
una disminucion de los niveles plasmaticos en diabetes como se mostré en el grupo
DM comparado al grupo noDM. Sin embargo, para LDL fue mayor el nivel en el
grupo noDM que en el grupo DM (P<0.0001).
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Tabla 4. Variables clinicas y bioquimicas de pacientes con DMy no

DM.

Variable DM NO DM p

Evolucion de DM2, (RIQ); afios 2(2-10) 0 <0.0001
Edad, (RIQ); afios 55 (50 - 61) 49 (42 - 54) <0.0001
Sexo, M/F 21/ 45 34/82

IMC, (RIQ) 29 (27 - 34) 28 (25 - 32) 0.0864
Perimetro abdominal, (DE); cm 98 +14 92.19 +12.64 0.0125
ICC, (DE) 0.9 +0.07 0.85 +0.06

Glucosa (RIQ); mg/dL 134 (107 - 174) 83 (77- 89) <0.0001
Colesterol (RIQ); mg/dL 171 (148 -201) 214 (183-241) 0.0102
Triglicéridos, (RIQ); mg/dL 170 (117- 224) = 146 (114-207)  0.0873
HDL, (DE) mg/dL 37.47 £10.5 52 + 16 <0.0001
LDL, (DE) mg/dL 108 + 30 131 + 42 0.0001
Hb1Ac, (RIQ); % 6 (5-8) 5.4(5.4-58) <0.0001

intercuartilico). IMC: indice de masa corporal; ICC. Indice cintura-cadera.

Los datos se expresan como media y desviacion estandar (DE); mediana y RIQ (rango
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14.5 Marcadores de inflamacién y dafio endotelial con PCSK9 en pacientes
DM vs no DM

Por otra parte, se hace énfasis en continuar con estudios sobre todo en los
marcadores de inflamacioén que de una u otra manera ayudan en la valoracion de
las complicaciones a largo plazo de diabetes y que son las que impactan en la
calidad de vida del paciente. Asi, una de las citocinas proinflamatorias que participan
en desencadenar diversos mecanismos patofisiologicos en endotelio y en
enfermedades cardiovasculares es el TNF-q, en el caso del grupo DM se obtuvo un
nivel de 10 pg/mL comparado con el grupo noDM fue de 3 pg/mL con una diferencia
estadistica P=0.0026, Tabla 5. Por lo cual, el grupo DM se encuentra con varios
factores de riesgo como es el IMC; perimetro abdominal, asi como el aumento de
lipidos como se encontré en este grupo DM. Ademas, se midio el indicador de dafio
endotelial como es ICAM-1, se encontré un aumento significativo en el grupo DM
comparado con el grupo noDM. p<0.0001.

Sin embargo, la molécula de interés en este trabajo es PCSK9 no hubo diferencias
estadisticamente significativas entre los promedios de ambos grupos de pacientes
diabéticos y los no diabéticos. Asimismo, en el caso de leptina no se encontraron
diferencias, cabe mencionar que ambos grupos tienen un IMC alto, como se
muestra en la Tabla 5. En el caso de leptina no presento diferencias de entre los

dos grupos de estudio.

Tabla 5. TNF-a, ICAM-1, PCSK9 y leptina en pacientes con DM VS no DM.

Variable DM NO DM p
TNF-a, (RIQ); pg/mL 10 (6-17) 3 (2-6) 0.0026
ICAM-1, (RIQ); ng/mL 149 (109 - 194) 91 (58 -114) <0.0001
PCSK9, (DE) ng/mL 100 + 25 99 + 51 0.8423
Leptina, (RIQ); ng/mL 21 (18 — 23) 21 (3- 24)

Los datos se expresan como media y desviacidn estandar (DE); mediana y RIQ (rango intercuartilico).
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14.6 Anélisis de PCSK9 asociada a DM, HbA1, género, edad e IMC.

En la Figura 7, se demuestran las graficas de la comparacién de los niveles
plasmaticos de PCSK9 segun: (A), poblacién de estudio (diabéticos versus no
diabéticos); (B), HbAlc % en diabéticos (HbAlc < 7% versus HbAlc > 7%); (C),
duracion de la diabetes (<5 afios versus > 5 afios); (D), Genero de los diabéticos
(mujeres versus hombres); (E), edad de los diabéticos (<50 afios versus > 50 afos).

(F) IMC de los pacientes diabéticos (<25 versus >25).

En la Tabla 5, se muestra que no hubo diferencias estadisticamente significativas
en los niveles plasméticos de PCSK9 en pacientes con DM y con los no DM (p=
0.84), ni tampoco se observo por genero ni por edad en los pacientes diabéticos <50
vs >50 afios (p=0.92 y p=0.53 ), Ademas, que en el grupo de DM estratificados por
su control glucémico (mal control HbAlc > 7% y adecuado control glucémico HbAlc
< 7%) hay diferencias estadisticamente significativa (p = 0.024); asi como en el
resultado de IMC menor de 25 comparado con mayor de 25, se encontraron
diferencias significativas en PCSK9 (p= 0.0469) y en cuanto a la duracion de la
enfermedad si hubo diferencia estadisticamente significativa en la enfermedad de
mas de 5 afios (P=0.081). Figura 7.
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Figura 7. Mediciones de los niveles plasmaticos de PCSK9 en los pacientes con diabetes.
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Con respecto al grupo de no DM, se observa es mayor la concentracion de PCSK9
en mujeres comparada con los hombres, con diferencia estadistica en este grupo
(p<0.0001) en Figura 8. En el grupo de pacientes no diabéticos, no hubo diferencias

por grupo de edad (=< 50 anos versus >50) ni por IMC (<25 versus >25) .

(A) (B) (C)

Edad de los pacientes no diabéticos Genero de los pacientes no diabéticos Pacientes no diabéticos por IMC
ns aad ns

250 — 250 250+ A
— 2004 2000 - w04 . .
E - 180 1 £ .
S 150 e, 150+ =
£ : ot 100
£ 100 LH U 100+
ﬁ Fgfee s04
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Figura 8. Mediciones de los niveles plasmaticos de PCSK9 en los pacientes no diabéticos.
Comparacion de los niveles plasmaticos de PCSK9 segun: (A) edad (<50 afos versus > 50 afos),
(B), Género de los diabéticos (mujeres versus hombres); (C) IMC (<25 versus >25)

14.7 Andlisis de correlacion de pcsk9 con las variables de estudio en los

pacientes DMy no DM.

El andlisis de PCSK9 con las diferentes variables metabdlicas, se representa en
Tabla 6, asi mismo, se hizo el andlisis de correlacibn de Spearman, para su
asociacion del grupo DM se observo la correlacion en los niveles séricos de PCSK9
con los afios de evolucion de la enfermedad (p=0.01), y con la medicion
antropometria de IMC presento significancia estadistica de p=0.01; en los
pardmetros bioguimicos de interés con asociacion significativa fueron LDL con

p=0.04, VLDL p=0.03, los marcadores de inflamacién como es TNF-a el valor de
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p=0.01, en el caso de triglicéridos la p=0.06, con tendencia a incrementarse con
PCSK®9. Figura 9

Para el grupo NoDM se observoé asociacion positiva con Glucosa p= 0.03, colesterol
p=0.03, HDL p=0.008, LDL p=0.04, en el caso de inflamacion con TNF-a la
significancia fue de p=0.01, es de interés que en el caso de indicador de dafio
endotelial como es ICAM-1 si hubo asociacion p<0.0001, y con leptina p=0.0002
Tabla 6, Figura 9.

Tabla 6. Correlacion de los niveles séricos de PCSK9 con las

caracteristicas clinicas y bioquimicas en los pacientes DM y

no DM.
DM No DM
r r

Tiempo de evolucion 0.027 **
Edad, afios -0.170 0.068
Glucosa mg/dL 0.0864 0.214*
Colesterol mg/dL 0.0643 0.196*
Triglicéridos, mg/dL 0.226 0.034
HDL, mg/dL -0.174 0.242**
VLDL, mg/dL 0.266 0.034
LDL, mg/dL -0.1 0.186*
Hb1Ac; % 0.0555 0.361
ICAM-1, ng/mL 0.029 0.452%**
TNF-a, pg/mL 0.300 -0.219*
Leptina ng/mL 0.001 0.339***
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B) No diabéticos.
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14.8 Comparacion de parametros bioquimicos, PCSK9 y marcadores de

disfuncion endotelial entre grupos

Se compararon los parametros bioquimicos, PCSK9 y marcadores de disfuncion
endotelial entre grupos encontrando que los pacientes con DM2 con normopeso y
sobrepeso tuvieron significativamente mayores niveles de glucosa y HbAlc que los
pacientes controles normopesos y sobrepesos (Tabla 7).

En cuanto al perfil lipidico, los mayores niveles de triglicéridos se encontraron en
pacientes diabéticos con sobrepeso (304.5+702.7 mg/dL), aunque los niveles de
colesterol total y LDL fueron mayores en los no DM que en los DM (p=0.046 y
p<0.001). Los pacientes con diabetes mellitus con normopeso y sobrepeso tuvieron
los menores niveles de HDL (41.9+11.4 y 36.6+10.2) que los pacientes sin diabetes

mellitus (52.2+15.5 y 52.5+16.2 mg/dL)(p<0.001, Tabla 7).

Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas en los niveles séricos de
PCSK9 entre pacientes con y sin diabetes mellitus. Pero, los pacientes con DM2
con obesidad tuvieron significativamente mayores niveles de ICAM-1 (171.3+100.2
ng/mL) que los pacientes con DM2 con normopeso (141.6+61.0 ng/mL) y que
aguellos sin diabetes normopesos (134.3+118.4 ng/mL) y con sobrepeso

(87.8450.7 ng/mL) (p<0.001, Tabla 7).

También, los niveles de TNF-a (pg/mL) fueron significativamente mayores en los
pacientes con DM2 con y sin sobrepeso (20.7+34.3 y 11.9+11.4) que no diabéticos
normopesos (4.2+4.4) (p=0.017,Tabla 7).

Por otro lado, los niveles séricos de leptina fueron significativamente mayores en
pacientes con DM2 con sobrepeso (22.0+7.3 ng/mL) que sin sobrepeso (13.4+7.7
ng/mL), y que en controles no diabéticos (normopesos 14.6+10.4 y con sobrepeso

17.629.9) (p=0.001; Tabla 7).
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Tabla 7. Comparacion de parametros bioquimicos, PCSK9 y marcadores de disfuncién

endotelial entre grupos

Caracteristica DM2 DM2 No DM No DM Valor

IMC < 25 IMC>25 IMC < 25 IMC>25 de p*

(n=11) (n=55) (n=30) (n=80)
Glucosa (mg/dL) 144.7456.2 = 160.8+103.0 = 81.9+14.2 84.9+16.2 | <0.001
Colesterol (mg/dL) 173.3+37.1 191.0+106.9 214.1454.9 220.6+48.3 0.046
Tg (mg/dL) 128.8456.8 | 304.5+702.7 | 181.7+#147.0 @ 167.3+76.1  0.213
HDL (mg/dL) 41.9+11.4 36.6+10.2 52.2+15.5 52.5+¢16.2 | <0.001
LDL (mg/dL) 108.8+33.9 = 107.7+29.4 | 125.8+483 | 135.1+39.1 = <0.001
HbA1lc (%) 6.8+1.9 6.9+1.9 5.4+0.4 56:04  <0.001
PCSK9 (ng/mL) 80.1423.7  102.4+253  107.2:49.4 | 97.44514 | 0575
ICAM (ng/dL) 141.6461.0 = 171.3+100.2 = 134.3:118.4  87.8+50.7 = <0.001
TNF-a (pgiml) 11.9+11.4 20.7+34.3 4.2+4.4 9.3+233 = 0.017
Leptina (ng/mL) 13.4+7.7 22.0+7.3 14.6+10.4 17.6+99 | 0001
*Prueba ANOVA
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14.9 Influencia de la edad y el sexo sobre los marcadores de disfuncion
endotelial y PCSK9

Finalmente, para evaluar la influencia de la edad y el sexo sobre los marcadores de
disfuncion endotelial y PCSK9 se realiz6 un analisis multivariante tipo GLM (Modelo
lineal generalizado), encontrando que la edad no tiene un impacto significativo en
PCSK9, ICAM-1, TNF-a; pero si en los niveles de leptina. En cuanto al sexo, las
mujeres tienen significativamente valores mas elevados de PCSK9, ICAM-1, y

leptina, pero no de TNF-a (Tabla 8).

Tabla 8 . Resumen del modelo multivariante sobre la influencia de la edad

sobre PCSK9 y marcadores de disfuncion endotelial

Factor/Covariable Dependiente F Sig.
Edad PCSK9 0.306 0.581
ICAM-1 2.908 0.090
TNF-a 3.558 0.061
Leptina 22.629 <0.001
Sexo PCSK9 29.706 <0.001
ICAM-1 9.506 0.002
TNF-a 0.328 0.568
Leptina 109.522 <0.001
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15. DISCUSION

Los resultados de este trabajo integran la relacion de marcadores de inflamacion y
de disfuncién endotelial (TNF-a, ICAM-1y leptina) con PCSK9, proteina involucrada
en metabolismo de LDL en pacientes con DM2 y obesidad. Asimismo, se confirma
gque PCSK®9 tiene interaccion con disfuncién endotelial. Se sabe que la diabetes
mellitus tipo 2 (DM2) y la obesidad son importantes desafios para la salud mundial
por las importantes implicaciones que conllevan para la salud cardiovascular (44).
Actualmente para realizar una intervencion de salud, desde el punto de vista
cardiovascular, se deben valorar los factores de riesgo cardiovascular modificables
como son el tabaquismo, la dislipemia, la hipertension arterial y el
sobrepeso/obesidad; si bien la prevencién ha de ser multifactorial, maxime en el
binomio obesidad/diabetes que son vinculos presentes en alto porcentaje de los

pacientes con enfermedades metabdlicas.

Estudios epidemioldgicos sefialan a la enfermedad cardiovascular como la principal
causa de morbilidad sobre todo en la poblacién adulta mayor; desde el estudio de
Framingham que permiti6 conocer como los distintos factores de riesgo
cardiovascular contribuyen al desarrollo de la misma; y numerosos estudios han
demostrado que un incremento de grasa corporal conlleva un aumento
concomitante de factores de riesgo cardiovascular. En nuestra poblacion el 88%
de los pacientes que viven con diabetes presentaron un IMC > 25, es decir:
sobrepeso y obesidad; la presencia de alteraciones metabodlicas aumentaba en
relacion al IMC, mostrando aumento del porcentaje de grasa poniendo de
manifiesto la asociaciéon de la obesidad con los factores de riesgo cardiovascular y

otras comorbilidades de elevada morbi-mortalidad sefialada en estudios anteriores.

Es de resaltar que, con respecto al sexo y edad, en ambos grupos con diabetes
(68%) y sin diabetes (71%) la mayor participacion fue de mujeres, la edad promedio
fue significativamente mayor en los pacientes con diabetes que sin diabetes
mellitus, lo que es esperado dado la frecuencia que se reporta es mayor edad en
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diabetes y es mas dificil conseguir controles sin diabetes para parear los grupos
por edad, ya que la prevalencia de diabetes pasa de 1.5% en individuos de 20-39
afos a 18.8% en los mayores de 60 afios en México (46). Estos resultados son en
afinidad con lo reportado por ENSANUT 2022 donde se informé que el porcentaje
de la poblacién de 20 afios y mas con diagnostico médico previo de diabetes, es
del 12.6 %, lo que equivale a méas de 9 millones de personas en México; en mujeres
se encontré en el 13.6 % y el 11.3% de los hombres se conocian con diabetes

mellitus.

En México la entidad con mayor porcentaje de diabetes fue Campeche con el 14%
de su poblacidn, sin embargo, CDMX se encuentra entre las 5 entidades con mayor
prevalencia de diabetes. La poblacion de este trabajo fueron residentes de CDMX,
se formaron subgrupos de pacientes con y sin DM2 tanto con sobrepeso como sin
sobrepeso para determinar si el peso y el estado glucémico tienen alguna influencia
en los resultados.

Asimismo, al comparar los parametros bioquimicos metabdlicos entre los grupos
encontramos que los pacientes con DM2 mantenian mayores niveles de glucemia,
y HbAlc que los controles, asi como menores niveles de HDL, y una tendencia a
mayores niveles de triglicéridos. Si bien los mayores niveles de marcadores de
control glucémico son propios de la patologia, los bajos niveles de HDL se han
reportado con frecuencia en pacientes con diabetes. De hecho, la diabetes se ha
asociado con cambios cuantitativos en la cantidad de lipidos circulantes, en
particular, un aumento de los triglicéridos y una reduccion de HDL. De igual modo,
al igual que otras lipoproteinas, la HDL también sufre importantes cambios
cualitativos en la diabetes, tanto en su estructura como en su funcion (47). Asi con
el aumento de los triglicéridos, se sabe que las personas con diabetes también
tienen mas probabilidades de padecer otras enfermedades que aumentan el riesgo
de trastornos cardiacos y derrames cerebrales, como niveles altos de colesterol
LDL (malo), niveles bajos de colesterol HDL (bueno) y niveles altos de triglicéridos

esta triada, conocida como dislipidemia diabética, es una combinacién mortal que
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atribuye a los pacientes con diabetes en riesgo de sufrir enfermedades

cardiovasculares (48).

Aunque la fisiopatologia de la dislipidemia diabética no se comprende por
completo, se ha encontrado que la resistencia a la insulina y la deficiencia relativa
de insulina observadas en pacientes con DM2 contribuyen a los cambios en los
lipidos séricos porque la insulina desempefia un papel importante en la regulacion
del metabolismo de los lipidos. Ademas, algunas adipocitocinas, como la
adiponectina o la proteina 4 de unién al retinol (RPB4), también pueden contribuir

al desarrollo de dislipidemia en pacientes con DM2 (48).

Contrario a lo esperado en el paciente con DM2 no tratado, quien tiende a presentar
elevacion de los niveles de colesterol total y LDL, los pacientes con diabetes
mellitus tuvieron menores niveles de colesterol total y LDL que los controles no
diabéticos, lo que podria explicarse por el tratamiento hipolipemiante que los
pacientes con DM2 tenian prescrito incluyendo pravastatina y atorvastatina.
Mientras que, los mayores niveles de colesterol total y LDL en la poblacién no
diabética esta plenamente de acuerdo con el hecho de que la poblacion mexicana
es altamente susceptible a las dislipidemias. De hecho, en un estudio nacional
realizado por Aguilar-Salinas y cols. se encontré que la dislipidemia mas prevalente
en México es el HDL bajo con una frecuencia de 60.5%, seguido de la
hipercolesterolemia que se observd en el 43.6% de la muestra y de la
hipertrigliceridemia encontrada en el 31.5% de los participantes en la Encuesta
Nacional de Salud y Nutricion (49). Asi, los niveles elevados de LDL y colesterol
total en los individuos no diabéticos aparentemente sanos tiene coherencia con lo

esperado en nuestra poblacion.

De esta manera, con el aumento de triglicéridos se refleja la relacion VLDL
(lipoproteina de muy baja densidad) que se produce en el hepatocito y se libera al
su torrente sanguineo. Las particulas de VLDL llevan triglicéridos, a diferentes

tejidos. VLDL es similar al colesterol LDL, pero el LDL transporta colesterol a los
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tejidos en lugar de triglicéridos. Asi también, VLDL y el LDL son reconocidos a
veces como colesteroles "malos" porque pueden contribuir a la acumulacion de
placa en las arterias contribuyendo al dafio endotelial. En el exceso de LDL no
captada por su receptor especifico, junto a otras particulas lipidicas, especialmente
VLDLR (receptor de lipoproteina de muy baja densidad) e IDL (Lipoproteina de
densidad intermedia), pueden atravesar la pared endotelial y ser retenidas por los
proteoglicanos del espacio subendotelial y ser captada por los macrofagos
(receptor scavenger o basurero), iniciando asi el proceso ateroscleroso. En este
trabajo los triglicéridos fueron de importancia en relacion con VLDL que en ambos

grupos de estudio se mostré un aumento de VLDL mayor del 100%.

Otra de las caracteristicas de la poblacion de estudios que se debe destacar son
los tratamientos a las diferentes comorbilidades, ya sea como monofarmacos o
combinados ya que el 92% de los pacientes tenia algun tratamiento a las
alteraciones metabdlicas como dislipidemias, antitrombdéticos, antihipertensivos,
ademas, de los hipoglucemiantes para el control de diabetes. Posiblemente una de
estas causas de que la lipoproteina LDL, se identific6 con un menor nivel
comparada al incremento en el grupo no diabético, pero con IMC alto. Por otra
parte, estudios previos mostraron que los niveles circulantes de PCSK9 podrian
verse afectados por multiples factores, incluidos el ejercicio, el tabaquismo, el
consumo de alcohol o de algunos tés y los medicamentos para reducir los lipidos.
(44) Que en pacientes con diabetes estuvieron con tratamiento hipolipemiante el
27% y con administracion de insulina un 58%, se debe resaltar que se ha sugerido
gue PCSKO9 tiene conexién con mecanismo de insulina mediante los estudios se

han establecido asociado con resistencia a insulina y aumento de PCSK9 (45).

Por otro lado, la capa endotelial, que generalmente es resistente a la union de
leucocitos, expresa moléculas de adhesion (ICAM-1) que permiten el anclaje de los
glébulos blancos en la superficie celular cuando estan en presencia de estimulos
gue las activan, como pueden ser la dislipemia, la hipertensién o las moléculas

proinflamatorias. De esta manera los niveles de TNF-a son congruentes con el
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grupo de diabetes en este trabajo que ademas tiene IMC alto, reforzando la
conexion de alteracion metabdlica con el proceso inflamatorio, pero con el vinculo
de la disfuncién endotelial, caracterizada por el deterioro de la funcion de las células
endoteliales, con expresion de marcadores de dafio endotelial como ICAM-1, como
un factor critico que contribuye al desarrollo de complicaciones cardiovasculares en
personas con obesidad y DM2 (44). Mdltiples marcadores de disfuncion endotelial,
incluidos ICAM-1, y la leptina, se han estudiado en relacidon con la presencia de
factores de riesgo cardiovascular. Sin embargo, su relacion especifica con la
PCSK®9, una proteina implicada en el metabolismo de los lipidos, sigue siendo un

area de investigacion intrigante (45).

Por lo tanto, ICAM-1 y leptina se conoce sus mecanismos involucrados con
disfuncion endotelial. De la poblacion con diabetes se describe que los pacientes
con DM2 con IMC >25 tuvieron significativamente mayores niveles de estos
biomarcadores que los diabéticos normopesos y que los controles sin diabetes. De
esta manera, esta elevacion de los marcadores de disfuncién endotelial parece
estar principalmente asociados al sobrepeso y la obesidad, mas que al estado
diabético per se. De hecho, se ha reportado que la disfuncion endotelial representa
la alteracién vascular mas temprana observada en la obesidad, una condicién en la
que las células endoteliales cambian a un fenotipo proaterosclerético (50). En la
obesidad, la disfuncién endotelial también es promovida por sefiales autocrinas,
paracrinas y endocrinas, incluida la inflamacion vascular de bajo grado, que esta
fuertemente involucrada en favorecer la disfuncion endotelial y la aterosclerosis;
esta inflamacion es promovida por diversos factores como la proteina C reactiva
(PCR), pero sobre todo por el TNF-a,una citocina proinflamatoria importante
involucrada en la reduccion de la disponibilidad de NO al inducir la generacion de
especies reactivas de oxigeno (EROS) (51). Estudios como el de Alzamil y cols.
han encontrado que el TNF-a esta elevado y asociado con el binomio obesidad y
DM2 como en nuestro estudio, y que se correlaciona con la HbAlc, indicando que,
la coexistencia de diabetes y obesidad es un estado de inflamacién de bajo grado

(52). Otros reportes indican en que individuos con diabetes de reciente diagndstico,
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el TNF-a esta elevado, sugiriendo que esta citocina, ademas de su funcion
proinflamatoria, también es un marcador de disfuncion endotelial, y esta también

relacionada con el desarrollo de la diabetes mellitus (53).

Algunos estudios in vitro estimulando en medios de cultivo células endoteliales con
leptina a diferentes concentraciones demostraron que leptina esta relacionado con
la activacion endotelial mediante el aumento de ICAM-1 y de COX-2 quedando
involucrada la leptina en mecanismos de inflamacién via prostaglandinas y el dafio

endotelial mediante moléculas de adhesion (54, 55).

Ademas, otros estudios han sugerido que la leptina promueve la disfuncién
endotelial a través de mecanismos dependientes de EROS, aunque otros han
demostrado que la leptina estimula la produccion de NO y protege el endotelio
vascular del estrés oxidativo (57). De hecho, estudios como el de Koborova y cols.
han reportado que la leptina se encuentra elevada en pacientes con obesidad en
individuos aparentemente sanos y clasificados metabdlicamente sanos con criterios
clasicos (58). En individuos con diabetes, se han encontrado niveles altos de leptina
en plasma en comparacién con los no diabéticos tras ajustar por edad, sexo,
raza/etnicidad, educacion, tabaquismo, consumo de alcohol, hipertension,
colesterol sérico y proteina C, aunque, los niveles mas altos de leptina en plasma

son mas bien dependientes del IMC en estos pacientes (59).

Se debe destacar en este estudio que entre la molécula de adhesion ICAM-1 y
PCSK9 en pacientes con diabetes, se encontré asociacion lo que podemos
interpretar que si hay interaccién entre mecanismos de lipidos como es PCSK9 en
diabetes pero ademas estéa favoreciendo a la presencia de disfuncion endotelial, ya
que la expresion de ICAM-1 en estudios previos se ha demostrado que refleja de
cierto modo su expresion sobre la superficie endotelial, mostrando una respuesta
inflamatoria, ademas con leptina, derivada de la produccion de un exceso de tejido
adiposo en sujetos con un porcentaje de grasa aumentado como fue en el presente

estudio.
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Por su parte, el ICAM-1, un indicador temprano de aterosclerosis y disfuncion
endotelial juega un papel critico en la patogénesis de muchas enfermedades en
donde la disfuncion del endotelio vascular es un proceso clave, como la de
aterosclerosis (60). Algunos estudios previos han encontrado que el ICAM-1 esta
elevado en el paciente con diabetes y con obesidad. Por ejemplo, Mulhem y cols.
han reportado que, moléculas de adhesién intercelular como ICAM-1 soluble, E-
selectina y P-selectina se elevan en pacientes obesos metabdlicamente sanos en
comparacion con los normopesos (61). No obstante, otros estudios como el de
Matsumoto y cols. no han encontrado diferencias significativas en los niveles de
ICAM-1 en pacientes diabéticos con y sin obesidad (62).

Por otra parte, en este estudio en el analisis de la concentracion de PCSK9 no se
encontré diferencias entre pacientes con DM2 y sin hiperglucemia o sin diabetes,
ni entre aquellos con sobrepeso y obesidad, independientemente de su estado
glucémico. Esto no es raro, considerando que el PSCK9 participa mas bien en el
metabolismo de lipidos, pero no el de glucosa, y que las asociaciones con
parametros glucémicos podrian ser indirectos. De hecho, estudios previos han
reportado valores similares de PSCK9 en pacientes con tolerancia a la glucosa
normal, prediabéticos y con DM2, y que la utilidad predictiva de los niveles
circulantes de PCSK9 en DM2 debe confirmarse (63,64).

Al evaluar la correlacion entre el PSCK9 sérico y marcadores de disfuncion
endotelial como ICAM 1, IL-6, TNF-a y leptina, encontramos que solamente se
correlaciond significativa y positivamente con ICAM-1y con leptina, pero no con los
niveles de TNF-a. De esta manera, niveles elevados de PCSK9 se asocian con
mayores niveles de ICAM-1 y con leptina, y viceversa. Estudios preclinicos apoyan
la correlacion positiva de PSCK9 sérico con ICAM-1, pues se ha reportado que
PCSK®9 induce la expresion de ICAM-1 y, esta correlacion se puede considerar al
aumento de LDLoxid que no se une a PCSK9 por lo tanto no hay sustrato para que

se promueva la degradacion de receptor LDL, se debe considerar que actualmente
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se estan estudiado la relacion de anexinas con la funcion de PCSK9; en
consecuencia, activa las células endoteliales y estimula la migracion de
monocitos/macrofagos (65). Al parecer, PSCK9 no tiene un impacto relevante sobre
la produccion de TNF-a en pacientes con enfermedades metabodlicas como se ha
sugerido previamente en otros tejidos (66), ya que no hubo correlacion significativa
entre PSCK9 y TNF-a séricos. Por otro lado, la correlacion de PCSK9 con ICAM-1
coincide con lo reportado por Dounousi y cols. quienes reportaron una correlacion
positiva de los nieles de PCSK9 con los niveles séricos de ICAM-1 soluble, pero en
pacientes con enfermedad renal crénica sin hemodidlisis (67). De la misma manera
la correlacion positiva entre PSCK9 sérico y leptina, es también plausible ya que se
ha reportado una alta correlacién positiva entre leptina e ICAM-1 soluble en

pacientes con enfermedad arterial coronaria (68).

Asi, la elevacién de ICAM-1, y leptina en los pacientes diabéticos con obesidad, es
un indicador de disfuncién endotelial en estos pacientes, y la correlacién de PCSK9
con ICAM Yy leptina, indican que el metabolismo de lipidos en pacientes con diabetes

esta relacionado con disfuncion endotelial.

Posiblemente otro mecanismo involucrado con PCSK9, puede ser el papel de
diferentes anexinas, se ha demostrado que la anexina de tipo A2 (AnxA2) se sugiere
participa en la respuesta inflamatoria y en el remodelado vascular subyacente que
tiene lugar durante el desarrollo y progresion de la lesion de aterosclerosis (56).
Esta AnxA2 tiene interaccidén con la PCSK9, a la que inhibe comportandose como
un modulador enddgeno, participando asi en uno de los principales mecanismos de
regulacion de los niveles circulantes de las LDL (70), posiblemente sea un
mecanismo que este influyendo como mecanismo compensatorio en pacientes con
obesidad y diabetes. (71,72). Finalmente, la correlacion positiva de los niveles de
PCSK9 con colesterol total y c-LDL son biolégicamente plausibles dado que al
acelerar el PCSK9 la degradacion del receptor de LDL (rLDL), ello contribuye a una
elevacion del colesterol sérico o de particulas ricas en colesterol porque no son

internalizados en el higado por el rLDL(67).
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16. CONCLUSIONES

» La causa de la resistencia a la insulina en la obesidad y la diabetes mellitus tipo 2
(DM 2) no se limita a la alteracion de la sefializacion de la insulina, sino que también
implica la interaccion compleja de mdultiples vias metabdlicas incluidas vias de

lipidos.

= Como se ha identificado en otros estudios a mayor edad y en este caso mujeres son

condiciones asociadas a dafio endotelial y cambios de PCSK9 en diabetes.

= Se propone incorporar a la metabolémica (glucosa) y la lipidémica (triglicéridos,
VLDL, colesterol) en la integracion de PCSK9 en la asociacién de dafio endotelial
dado la elevacion de marcadores de disfuncién endotelial como ICAM-1, TNF-a y

leptina en pacientes con el binomio obesidad y DM2.

» Debe considerarse como area de oportunidad estudios a futuro para integrar
mecanismos de VLDL y HDL con PCSK9, en pacientes con diabetes a largo plazo

de evolucion.
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N i
5/10/2021 SIRELCIS
‘ OORDINACION
INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL DREISTON
@ DIRECCION DE PRESTACIONES MEDICAS a { ud
Dictamen de Aprobado
Comité Local de Investigacién en Salud 3703.
U MED FAMILIAR NUM 21
Registro COFEPRIS 17 CI 09 017 017
Registro CONBIOETICA CONBIOETICA 09 CEI 003 20190403
FECHA Martes, 05 de octubre de 2021
Dr. Cecilia Violeta Lucio De la Rosa
PRESENTE
Tengo el agrado de notificarle, que el protocolo de investigacion con titulo ANALIZAR LA RELACION ENTRE
DISFUNCION ENDOTELIAL Y PCSK9 EN PACIENTES CON OBESIDAD Y DIABETES MELLITUS TIPO 2 que
sometié a consideracién para evaluacién de este Comité, de acuerdo con las recomendaciones de sus integrantes
y de los revisores, cumple con la calidad metodolégica y los requerimientos de ética y de investigacion, por lo que
el dictamenes APROBADO:
Némero de Registro Institucional
R-2021-3703-132
De acuerdo a la norm: igente, deberé presentar en junio de cada afio un informe de seguimiento técnico
acerca del desarrolje”del protodplo a su cargo. Este dictamen tiene vigencia de un afio, por lo que en caso de ser
necesario, requerfra solicitar la feaprobacién del Comité de Etica en Investigacién, al término de la vigencia del
mismo.
ATENTAMENTE /
il
Dr. PAYLA AVALOS MAZA
Presiden Local de Investigacion en Salud No. 3703
Imprimir
IMSS
SEGURIDAD Y SOLIDARIDAD SOCIAL
https:/sirelcis.imss.gob.mx/s2/sclieis/protocolos/di /34991 ”n
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18.2 Carta de Consentimiento Informado

[ %

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION Y POLITICAS DE SALUD
INMSS COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN
PROTOCOLOS DE INVESTIGACION

Nombre del estudio:

ANALIZAR LA RELACION ENTRE DISFUNCION ENDOTELIAL Y
PCSK9 EN PACIENTES CON OBESIDAD Y DIABETES MELLITUS
TIPO 2

Patrocinador externo (si
aplica)*:

Lugar y fecha:

NO APLICA

UMF 18. IMSS. Av. México no. 98 entre av. Toluca Col. Santa Teresa.

Contreras C.P. 10700, Ciudad de México. de
de 2021.

Numero de registro:

Justificacién y objetivo del
estudio:

Lo estamos invitando a participar en una investigacion para analizar en
pacientes con obesidad y diabetes algunas sustancias que estan relacionadas
con las grasas del organismo (lipidos), una de estas conocidas como proteina
enzimética que estd presente en la sangre y tiene actividad en lipidos y
también con la inflamacion. Queremos estudiarla con el fin de disminuir las
complicaciones de la diabetes a largo plazo.

El objetivo del estudio es analizar en pacientes con obesidad y diabetes,
sustancias que estan relacionadas con los lipidos, una de estas conocidas
como proteina enzimatica, ademas, analizar si tienen relacion con la
inflamacion, y se tiene el fin de estudiarlos antes de las complicaciones de la
diabetes a largo plazo.

Procedimientos:

Si acepta participar se le hardn algunas preguntas en relaciébn a la
enfermedad. Se tomara una muestra de sangre de aproximadamente 5
mililitros de manera similar al que se le hace en el laboratorio clinico, para
analizar los lipidos, proteinas y las sustancias relacionadas a la inflamacién
en su muestra de sangre.

Posibles riesgos y
molestias:

Algunas de las posibles molestias en la toma de sangre seria un moretén en
el lugar de toma de la muestra, siendo un riesgo minimo.

Posibles beneficios que
recibira al participar en el
estudio:

Su participacion en este estudio no implica ningun riesgo agregado a su salud,
ademas, el beneficio directo, los resultados permitiran para saber el control de
su diabetes con las mediciones que se haran, ademas, que ayudara a otros
pacientes con la misma condicion clinica en el futuro.

Informacion sobre
resultados y alternativas de
tratamiento:

Si usted lo desea puede mantenerse en contacto con el investigador
responsable para la obtencién de informacién con respecto al uso de su
informacion y la publicacion final de su caso.

Participacion o retiro:

Usted es libre de decidir si participa en este estudio y podra retirarse del
mismo en el momento que lo desee. En caso si usted no desea participar, no
se afectara su relacién con nosotros y su derecho a obtener los servicios de
salud u otros servicios que recibe del Instituto Mexicano del Seguro Social

Privacidad y
confidencialidad:

Los datos personales de su identidad y de historia clinica se realiza de una
revision privada, sin planes de uso de la informacién en forma publica o por
lucro, guardandose la confidencialidad medica de los datos en todo momento
TODO EL PROCESO ES COMPLETAMENTE CONFIDENCIAL
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En caso de coleccién de material biol6gico (si aplica):
No autorizo que se tome la muestra.
Si autorizo que se tome la muestra solo para este estudio.

Si autorizo que se tome la muestra para este estudio y estudios futuros.

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podré dirigirse a:

Investigador Responsable: Cecilia Violeta Lucio De La Rosa, Teléfonos. 5555682498, 5555682933,
5555682652 Ext 21455

UMF 18. IMSS. Av. México no. 98 entre av. Toluca Col. Santa Teresa. Contreras C.P. 10700

Colaboradores: Leticia Manuel Apolinar, Lina Ivette Medina Ortiz.

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a: Comisién de Etica de Investigacion de la
CNIC del IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 4° piso Blogue “B” de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP
06720. Teléfono (55) 56 27 69 00 extension 21230, Correo electrénico: comision.etica@imss.gob.mx

Nombre y firma de quien obtiene el
Nombre y firma del sujeto consentimiento

Testigo 1 Testigo 2

Nombre, direccion, relacion y
firma Nombre, direccién, relacion y firma

Clave: 2810-009-013
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18.2Hoja de recoleccion de datos

INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

ANALIZAR LA RELACION ENTRE DISFUNCION ENDOTELIAL Y PCSK9 EN
PACIENTES CON OBESIDAD Y DIABETES MELLITUS TIPO 2

Conteste segun corresponda Folio:
[Nombre de paciente: Fecha de ingreso a Género Edad
protocolo
(dd/mm/aa)
INSS: F M
Fecha de Tiempo de evolucion de diabetes
consulta Datos de contacto de paciente:
UMF Email:
(dd/mm/aa) [Teléfono:
I I Cel:

DATOS DE LA HISTORIA CLINICA (contestar si 0 no)
Observaciones

Antecedentes familiares de ;
Diabetes Si() No( )
N diimbs 3 meses | SIC) | M)
Tabaquismo Si( ) No( )
Alcoholismo Si( ) No( )
Hipertension Arterial Si( ) No ( )
Dislipidemia Si( ) No( )
Ulcera gastroduodenal Si( ) No( )
Enfermedad cardiaca Si( ) No( )
Hipotiroidismo Si( ) No ()
EPOC/Asma Si( ) No ( )
Complicacion crénica de DM Si( ) No( )
Covid-19 (moderado, severo) Si( ) No( )
Otra Si( ) No( )




MEDICIONES ANTROPOMETRICAS (unidades

seguncorresponda)

Observaciones

Peso corporal (kg)

Talla (m)

IMC

Circunferencia cintura
(cm)

Resultados de Laboratorio de UMF18

Medicién Unidades de Fecha de Registro

medicién realizacion
Glucosa mg/dL
Hba1c %
Triglicéridos mg/dL
Colesterol Total mg/dL
HDL mg/dL
LDL mg/dL
Hba1c Hemoglobina glucosilada

Mediciones en Laboratorio de UIME

Endocrinas
Unidad Registro
es

TNF-a (proinflamatoria) pg/mL
ICAM-1 (daiio endotelial) ng/ mL
PCSKO (alteracion de lipidos) ng/ mL
Leptina (proinflamatoria) ng/ mL
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18.4 Difusion.

Presentation de resultados parciales en congresos

- LIl Congreso Nacional Mexicano de Patologia clinica 2022
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-VIII Congreso Internacional de Avances de las mujeres en la ciencia, las

humanidades y todas las disciplinas

Avancas da las

MUJERES:

_ as hurfiamdodes v tadas ks discipinas

16 de agosto de 2023

Selene Angeles Mejia, Leticia Manuel Apolinar, Lina Ivette Medina Ortiz, Cecilia
Violeta Lucio De la Rosa y Maria de Lourdes Basurto Acevedo

Unidad de Investigacisn Médica en Enfermedades Endocrinas

CMN SXXI-IMSS

PRESENTE:

Tenemos el gusto de informarles que el Comité Cientifico y Académico ha
dictaminado que su trabajo titulado:

Folio CBS_365 “Enfermedades metabdlicas en mujeres mexicanas y su
relacion con PCSK9 asociado a disfuncién endotelial”

Ha sido aceptado para ser presentado dentro del programa del VI Congreso
Internacional de Av de las Mujeres en las Ciencias, las Humanidades y
todas las Disciplinas. Que se llevara a cabo los dias 23, 24 y 25 de agosto de
2023 en la UAM-Xochimilco, CDMX.

Su trabajo se tiene contemplado que se presente en la segunda sesion de carteles
del dia 24 de agosto en el horario de 16:15 a 17:15 h. Edificio “S” Disefio Industrial.
Agradecemos ampliamente su aportacion y enviandole cordiales saludos, quedo de
usted.

ATENTAMENTE
“CASA ABIERTA AL TIEMPO™

Comité Organizador, Seccion de Ciencias Biologicas y de la Salud

VIl Congreso Internacional de las Mujeres en las Ciencias, las
Humanidades y todas las Disciplinas
Universidad Autdnoma Metropolitana

UMVERSIDAD EONGRESO
A_u\ AUTONOMA VII INTERNACIONAL

3 detd tomps | METROPOLITANA
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18.5 Matriz de correlacion de Pacientes DM y no DM

Grupo NoDM
(2]
_ (@]
o ©
) S o & 39 & < o
X 5 O 4a o 2 4 = < 2 & £
589 S5:2835335835¢L %
ke = =
i 0 2 OT O T J5>5 £ % O g 8
PCSK 9K« 0.07 0.21 0.20{0.03|0.24|0.19|0.03|0.07|0.090.45 0.34
Edad 0.48 0.29(0.47 0.07(0.08|0.17(0.02|0.45
IMC 0.12|0.04 0.16(0.04 (0.47|0.44 0.06(0.08
Glucosa 0.07 Me[e} 0.09|0.06|0.12 0.01{0.12(0.31 0.10
HbA1C 0.21 0.09 [iMe[e} 0.20 0.02|0.33|0.37|0.26|0.07|0.13
Colesterol]0.20[0.48/0.12(0.06|0.20 Kele} 0.34 0.34 0.31 0.43
Trigliceridos|0.03 0.04/0.12 0.34 1.00-
HDL J0.24]0.29
LDL0.19/0.47|0.16
VLDL]0.03 0.04
Insulina0.07|0.07|0.47 1.00 0.94 [efe}3
HOMA[0.09(0.08|0.44 0.94 1.00 [oKek;}
ICAM-1]0.45|0.17
TNF-a 0.02(0.06
Leptina]0.34(0.45(0.08

1.0

0.5

-1.0
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Grupo DM

Edad

Peso corporal

Talla

IMC

Perimetro abdominal
% grasa corporal

% masa muscular
indice de grasa visceral
% agua corporal

ICC

GLUCOSA
COLESTEROL
TRIGLICERIDOS
HDL

VLDL

LDL

Hb1lAc

ICAM

TNF

leptina

o
X
]
O
o

-0.03

-0.13

-0.04

-0.13

-0.03

-0.07

0.94

1.00

©
=1 [}
£ . 5
E B 8 > _
_ °c 5 3 8 a . 8
8 2 2 9 8 8 o o
o © S = = = r o
o e) 3 € 3 S < W ﬁ
= o ?
o 5 8 © T g 59
© g g % ] =) 8 m o _ ] g
B8 2o 5E5 80 -88338E8 3¢ 3
ma £ 2 a0 £ 8 £ 8 9Q 00 F I S J I Y E 0
0.15|-0.03|-0.13(-0.04] 0.04 |-0.13]-0.03]-0.07( 0.09 [ 0.06 | 0.23 [-0.17] 0.27 0.060.03]0.301-0.03
-0.16 -0.10(0.14 (-0.02(0.01 {0.13]-0.02 0.12|-0.16|-0.01]-0.04

0.09

-0.1410.08

-0.02|-0.12,

-0.23]0.23

-0.18

-0.17 0.15

0.27-0.02|-0.03|0.11 {-0.03(-0.11(-0.16/ 0.17 |-0.11| 0.09 (00} 0.21
-0.18(-0.08]-0.12(-0.08/-0.07| 0.05 |-0.26| 0.04

0.06(0.12 |-0.05| 0.04 {-0.12(-0.10(-0.24] 0.26 | 0.04 | 0.17 | 0.06 |0Arg:N 0.11

0.03-0.16/0.18|-0.08/0.23 [ 0.28 { 0.04 |-0.03] 0.18 |-0.05

0.30(-0.01-0.01]0.19{-0.11(-0.19(-0.04| 0.05 |-0.09|-0.05-0.14| -0.22[M0R-0.15

-0.03]-0.04]0.38 -0.320.08 -0.12]0.23 0.211-0.03|0.191-0.12

1.0

0.5

-1.0
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