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Abreviaturas.

Algunas abreviaturas son mostradas empleando sus siglas en ingles.
AGEs: Productos finales de glicacion avanzada.

ApoA1: apolipoproteina A1.

ApoB-100: Apolipoproteina B-100.

ANOVA: Analisis de varianza.

ATIR: Resistencia a la insulina del tejido adiposo.

CETP: proteina transportadora de esteres de colesterol.
C-HDL: Colesterol de HDL.

C-LDL: colesterol de LDL.

eNOS: Sintasa de 6xido nitrico endotelial.

GLP-1: Péptido similar al glucagon 1.

HDLs: Lipoproteinas de alta densidad.

HbA1C: hemoglobina glicada.

HL: Lipasa hepatica.

HOMA-IR: Modelo homeostatico de resistencia a la insulina.
HUVEC: Células endoteliales de cordon umbilical humano.
ICAM-1: Molécula de adhesion intercelular-1.

Interleucina: IL.

IRS: Sustrato del receptor de insulina.

KDR: Receptor de dominio de insercion de kinasa (VEGF).



LDL: Lipoproteinas de baja densidad.

LPL: Lipasa lipoproteica.

MAPK: Proteina kinasa activada por mitégeno.
MCP-1: Proteina quimioatryente de monocitos 1.
MCSF: Factor estimulante de colonias de macrofagos.
PBMC: células mononucleares de sangre periférica.
PAI-1: Inhibidor del activador del plasminégeno-1.
SGLT-2: Cotransportador de sodio/glucosa 2.
TGRL: Lipoproteinas ricas en triglicéridos.

TNF- alfa: Factor de necrosis tumoral alfa.
TNF-beta: Factor de necrosis tumoral beta.

VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad.
VCAM-1: Molécula de adhesion celular vascular-1.

VEGFR-2: Receptor del factor de crecimiento endotelial 2.



1. Resumen

Antecedentes: Las lipoproteinas de alta densidad (HDLs) son particulas lipidicas pseudomicelares
que participan en el transporte reverso del colesterol que ademas poseen capacidades anti-
aterogénicas, anti-oxidantes y vasodilatadoras. Sin embargo, en las etapas tempranas de la diabetes
mellitus tipo 2 estas capacidades disminuyen en asociacion al incremento en la disfuncion del tejido
adiposo y el riesgo de enfermedad cardiovascular. En la diabetes tipo 2 también se observa una
reduccién en la capacidad de diferenciaciéon de células multipotenciales derivadas de monocitos al
linaje endotelial. Sin embargo, no se comprende completamente la relacion entre las alteraciones
estructurales de las HDLs, la capacidad de diferenciacion de las células multipotenciales derivadas de

monocitos y el estado funcional del tejido adiposo en las etapas tempranas de la diabetes tipo 2.

Objetivo: Evaluar el efecto de las alteraciones de las caracteristicas estructurales de las HDLs en la
fase temprana de la diabetes tipo 2, como la glicacion, composicion y tamafio, sobre la capacidad de
diferenciacion de las células multipotenciales derivadas de monocitos hacia el fenotipo endotelial y el

estado funcional del tejido adiposo.

Métodos: Se aislaron HDLs de individuos normoglucémicos, con glucosa de ayuno alterada
(prediabetes) y con diabetes tipo 2 de recién diagnostico mediante ultracentrifugacion secuencial
basada en densidad. Se evalué la glicacion temprana e intermedia de las HDLs utilizando métodos
bioquimicos estandar y los productos finales de glicacion avanzada (AGEs) mediante ELISA
competitivo. También, se analizé el tamafo de particula y la composicion macromolecular de las
HDLs. Para evaluar el efecto de la modificacion de HDLs en la diferenciacion endotelial, se aislaron
células multipotenciales derivadas de monocitos CD14+ de sangre periférica de voluntarios sanos y
se cultivaron en placas recubiertas con fibronectina en presencia de HDLs de los tres grupos. Se
evaluaron los marcadores de diferenciacién endoteliales CD14, CD34 y KDR mediante citometria de
flujo, utilizando anticuerpos monoclonales especificos. Se evaluaron también marcadores séricos de

disfuncion del tejido adiposo (insulina, adiponectina y acidos grasos libres), el indice de resistencia a



la insulina del tejido adiposo (ATIR) y leptina), e inflamacién (inhibidor del activador del plasminégeno

1 (PAI-1), y la proteina C reactiva de alta sensibilidad en suero de los tres grupos.

Resultados: Las HDLs de los pacientes con diabetes tipo 2 de recién diagnostico presentaron mayor
glicacion temprana en HDLs (2 5,2 ymol/mg de proteina) en comparacion con los individuos con
normoglucémia y prediabetes (4,6 y 4,4 pmol/mg de proteina, respectivamente, p=0.049). La
concentracién de AGEs mostré un patréon similar (7,7, 8,7 y 14,3 ug-BSA-AGE/mg de proteina; p
<0,02). Aunque el tamano de las HDLs fue mayor en individuos con normoglucémia y prediabetes
(8,51 y 8,44 nm) en comparacién con diabetes tipo 2 (8,32 nm, p <0,002), no hubo diferencias en la
composicion macromolecular de las HDLs entre los grupos. El tamafio y glicacion de HDLs se asocio
con marcadores de funcionalidad de tejido adiposo como ATIR/adiponectina y el indice ATIR (B = -
0,257, P = 0,046 y B8 = 0,387, P = 0,036, respectivamente). Las HDLs aisladas de personas con
diabetes tipo 2 indujeron una mayor expresion de marcadores endoteliales CD14/KDR vy
CD14/CD34/KDR en las células multipotenciales derivadas de monocitos en comparacion con las
HDLs de individuos con normoglucémia y prediabetes. Ademas, se encontré una relacion inversa
entre la concentracion de HDL-AGEs y el numero de células CD14/KDR positivas (r = -0,473, p <
0,001, n = 52), de manera mas notoria en las HDLs derivadas de individuos con diabetes tipo 2 (r = -

0,606, p = 0,009, n = 17).

Conclusién: Las alteraciones estructurales de las HDLs tienen un impacto negativo en la capacidad
de diferenciacién de células multipotenciales derivadas de monocitos a células endoteliales y en la
funcién del tejido adiposo en personas con diabetes tipo 2 recién diagnosticadas. Estos hallazgos
proporcionan una mayor comprension de los mecanismos moleculares involucrados en la progresion
de la enfermedad cardiovascular en la diabetes temprana y resalta la importancia de considerar las
alteraciones de las HDLs como objetivo terapéutico en el manejo y la prevencién de enfermedades

cardiovasculares en esta poblacion.



2. Abstract

Background: High-density lipoproteins (HDLs) are pseudomicellar lipid particles that participate in the
reverse transport of cholesterol and have antiatherogenic, antioxidant and vasodilatory capacities.
However, in the early stages of type 2 diabetes these capacities decrease along with dysfunction of
the adipose tissue. A reduction in the differentiation capacity of monocytes-derived multipotential cells
from is also observed in type 2 diabetes. However, the relationship between HDLs structural
alterations, the differentiation capacity of monocyte-derived multipotential cells, and the functional

status of adipose tissue in the early stages of type 2 diabetes is not fully understood.

Objective: To evaluate the effect of alterations in the structural characteristics of HDLs in the early
phase of type 2 diabetes, such as glycation, composition, and size, on the differentiation capacity of
monocytes-derived multipotential cells towards the endothelial phenotype and the functional state of

adipose tissue.

Methods: HDLs were isolated from normoglycemic individuals, with impaired fasting glucose
(prediabetes) and with recently diagnosed of type 2 diabetes by sequential density-based
ultracentrifugation. Early and intermediate glycation of HDLs were evaluated using standard
biochemical methods while advanced glycation end products (AGEs) were evaluated using
competitive ELISA. In addition, the particle size and macromolecular composition of HDL were
analyzed. To evaluate endothelial differentiation, CD14+ monocyte-derived multipotential cells were
isolated from the peripheral blood of blood bank donors and cultured on fibronectin-coated plates in
the presence of HDLs from the three groups. The endothelial differentiation markers CD14, CD34 and
KDR were evaluated by flow cytometry, using specific monoclonal antibodies. Serum markers of

adipose tissue dysfunction (insulin, adiponectin, and free fatty acids), adipose tissue insulin resistance



(ATIR index and leptin), and inflammation (plasminogen activator inhibitor 1 (PAI-1), and high

sensitivity C-reactive protein), were also studied.

Results: The HDLs of patients with recently diagnosed type 2 diabetes presented greater early
glycation in HDLs (2.5.2 umol/mg of protein) compared to individuals with normoglycemia and
prediabetes (4.6 and 4.4 pmol/mg of protein, respectively, p=0.049). The concentration of AGEs
showed a similar pattern (7.7, 8.7 and 14.3 ug-BSA-AGE/mg of protein; p < 0.02). Although the size of
HDLs was greater in individuals with normoglycemia and prediabetes (8.51 and 8.44 nm) compared to
type 2 diabetes (8.32 nm, p < 0.002), there were no differences in the macromolecular composition of
the HDLs between groups. HDLs size and glycation were associated with the markers of adipose
tissue functionality such as ATIR/adiponectin and the ATIR index (B = -0.257, P = 0.046 and 8 =
0.387, P = 0.036, respectively). HDLs isolated from individuals with type 2 diabetes induced higher
expression of endothelial markers CD14/KDR and CD14/CD34/KDR in monocyte-derived multipotent
cells compared to HDLs from individuals with normoglycemia and prediabetes. Furthermore, an
inverse relationship was found between the concentration of HDL-AGEs and the number of
CD14/KDR positive cells (r =-0.473, p < 0.001, n = 52), most notably in HDLs derived from individuals

with type 2 diabetes (r = -0.606, p = 0.009, n = 17).

Conclusion: Structural alterations of HDLs have a negative impact on the differentiation capacity of
monocyte-derived multipotential cells from to toward an endothelial phenotype and on the function of
adipose tissue in people with type 2 diabetes recently diagnosed. These results provide a greater
understanding of the molecular mechanisms involved in the progression of cardiovascular disease in
early diabetes and highlights the importance of considering HDLs alterations as a therapeutic target in

the management and prevention of cardiovascular diseases in this population.



3. Introduccion

3.1.1 Regulacién fisiolégica de la glucosa.

En condiciones fisioldgicas la concentracion de glucosa en circulacion es mantenida en un
rango estrecho con variaciones de acuerdo a la ingesta y demanda de nutrientes. La insulina
es el principal regulador del metabolismo de glucosa, en accién concertada con el glucagon,
la calcitonina, la serotonina, y la somatostatina. Las actividades de estas hormonas estan
mediadas por la disponibilidad del nicotin-adenin dinucleétido (NAD+), la produccion de

cuerpos cetoénicos y la actividad mitocondrial (1).

Después de la ingestion de alimentos y su primera fase de digestién en el estobmago, los
nutrientes son finalmente digeridos y absorbidos en el intestino delgado. La entrada de
glucosa a circulacion produce aumento de las concentraciones plasmaticas de la glucosa

(Figura 1).

La regulacion fisioldgica de la secrecion de insulina comprende dos aspectos fundamentales;
la respuesta rapida al bolo de glucosa y la secrecion pulsatil basal. Cuando la concentracion
de glucosa se incrementa en circulacion por arriba de las 6 mmol/L (108 mg/dL), entra
rapidamente en las células beta pancreéticas a través de los transportadores GLUT-1 y
GLUT-3. Una vez dentro de las células, la glucosa es fosforilada a glucosa-6 fosfato para
entrar a la glucdlisis, generando piruvato y equivalentes reductores de NADH. Estos
productos ingresan a la mitocondria para sufrir una serie de reacciones en la fosforilacion
oxidativa y producir ATP. El aumento en concentraciones de ATP afecta los canales de
potasio sensibles a ATP, provocando su cierre. Esto despolariza el potencial de membrana,

provocando la apertura de los canales de calcio regulados por voltaje. La rapida entrada de



cationes divalentes de calcio activa los complejos SNAP/SNARE sensibles al calcio que
facilitan la fusién de las vesiculas que contienen insulina con la membrana plasmatica. Esto
culmina en la rapida exocitosis de la insulina, conocida como respuesta de primera fase. La
insulina almacenada en vesiculas de reserva se libera en una segunda fase en respuesta a
los secretagogos combustibles y tiene un retraso y un nadir de insulina después de la

primera fase (2)
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Figura 1. Regulacion fisiologica de la concentracion de la glucosa. Los tejidos utilizan los
sustratos energéticos de manera diferente durante y después del ayuno. La insulina desemperna
un papel fundamental al inducir la captacion de la glucosa y estimular la sintesis de glucogeno,
asi como el almacenamiento de triglicéridos en higado y tejido adiposo. Durante el ayuno, los
cuerpos cetonicos son convertidos a glucosa en el higado para mantener las concentraciones

fisioldgicas de glucosa. En ayuno prolongado puede iniciar protedlisis del musculo para



proveer mds cuerpos cetonicos y ayudar a mantener la glucosa en niveles fisiologicos. Tomado

de Holt et al. (3).

3.1.2. SefAalizacién de la insulina en células hepaticas.

El higado es un érgano central en el metabolismo de glucosa y lipidos. Los efectos de la
insulina comienzan con su unidn al receptor de insulina en la membrana celular de las
células hepaticas (Figura 2). Este receptor esta compuesto por dos subunidades a y dos
subunidades 8 (9). La union de la insulina provoca un cambio conformacional en el receptor,
activando la tirosina quinasa en la subunidad B y desencadenando la autofosforilacion de
residuos de tirosina. Esto a su vez, activa los substratos del receptor de insulina (IRS) IRS-1
e IRS-2, los cuales activan dos vias principales de sefializacion: la via del fosfatidilinositol 3-
fosfato kinasa/ proteina kinasa B (PI3K/AKT) y la via de la proteina kinasa activada por
mitégenos (MAPK). La via PI3K/AKT es esencial para la regulacion del metabolismo y la
proliferacion celular. La fosforilacion de PI3K conduce a la conversion de fosfatidilinositol 4,5-
bifosfato (PIP2) en fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3), lo que recluta a la proteina kinasa
dependiente de fosfatidilinositol-1 (PDK-1), una kinasa de serina/treonina que contribuye a la
formacion del complejo del blanco de rapamicina 2 (mTORC2). PDK1 activa AKT al
fosforilarla en el residuo de treonina en la posicion 308. La activacidon completa de AKT
también requiere la fosforilacién en el residuo de serina en la posicion 473, que puede ser
realizada por mTORC2. AKT fosforila a FoxO, lo que reduce su actividad transcripcional y
disminuye la gluconeogénesis. Ademas, AKT regula negativamente a la kinasa glucogeno

sintasa 3p (GSK3pB) mediante fosforilacion. Esta accidn inactiva a AS160, facilitando la



traslocacién de receptor GLUT4 a la membrana celular y aumentando asi la captacion de

glucosa (2)
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Figura 2. Mecanismo de senalizacion de la insulina mediado por la via de kinasas PI3K/AKT. IRS:
substratos del receptor de insulina; PIP2: fosfatidilinositol 4,5-bifosfato, PIP3: fosfatidilinositol 3,4,5-

trifosfato,; PI3K: fosfatidilinositol 3-fosfato kinasa;, mTORC2; complejo del blanco de rapamicina 2.

3.1.3 Regulacion del metabolismo hepatico por la insulina.

Mediante el mecanismo anterior, la insulina regula el metabolismo hepatico para mantener la
homeostasis de la glucosa y contribuir a la tolerancia normal a la glucosa. La insulina

suprime la produccidn hepatica de la glucosa, inhibiendo la glucogendlisis y la



gluconeogénesis (Figura 1). Ademas, aumenta la captacion de glucosa, la sintesis de
glucégeno hepatico y junto con la glucosa, estimula la glucolisis para generar piruvato y
emplearlo en la sintesis de acidos grasos y triglicéridos (4). La glucosa postprandial se
almacena en forma de glucogeno en el higado y musculo, y como triglicéridos en el tejido
adiposo, sirviendo como reserva para los periodos de ayuno. Se estima que
aproximadamente un 25-35 % de la carga enteral de glucosa es captado por el higado, un 5-
10% en el tejido adiposo blanco, un 27-40% por musculo esquelético y 25% por el cerebro.

(3,4).

El aumento la disponibilidad de sustratos y el incremento de expresion de la proteina de
unién a los elementos reguladores de esteroles-1 (SREBP-1) promueven la lipogénesis de

novo, ayudando a almacenar los acidos grasos libres externos en triglicéridos (11).

3.1.4 Efectos de la insulina en tejido adiposo blanco.

La captacion de glucosa en el tejido adiposo blanco depende en gran medida de la insulina y
esta regulada por vias similares a las del musculo esquelético (Figura 1). Aunque representa
entre el 5% y el 10% de la captacion total de glucosa en el cuerpo, su contribucion a la
glucosa posprandial es relativamente menor en comparacion con el musculo esquelético y el
higado. Ademas, la insulina suprime la lipdlisis de los triglicéridos al inhibir la lipasa sensible

a hormonas (5).

Los lipidos constituyen una segunda fuente importante de combustible. Los lipidos dietéticos
ingresan a la circulacion sistémica en forma de quilomicrones y son rapidamente hidrolizados

por la actividad de la lipasa lipoproteica (LPL) liberando acidos grasos libres. La insulina



regula el proceso de captura de los acidos grasos libres en el tejido adiposo al aumentar la
expresion de la LPL. La supresién de la lipolisis en tejido adiposo ayuda a reducir el
suministro de acidos grasos libres al higado (Figura 1), lo que regula la gluconeogénesis de

manera indirecta (5).

3.1.5 Efectos de la insulina sobre el musculo esquelético.

La sintesis del glucégeno muscular, que representa la mayor parte de la eliminacién de la
glucosa posprandial, se ve significativamente influenciada por la accién de la insulina. Al
igual que en el higado, la insulina activa la via PISK/AKT en el musculo esquelético. La
activacion de AKT conduce a la fosforilacidon e inactivacion de las GTPasas Rab, AS160 y su
homologo TBC1D1, lo que aumenta el trafico de las vesiculas que contienen el transportador
GLUT4 hacia la membrana celular. Esto facilita la entrada de glucosa a los miocitos, donde
puede destinarse a glucdlisis o a sintesis del glucogeno. Para regular la glucdlisis, la insulina
induce la transcripcion de la hexocinasa Il, que es la isoforma primaria en musculo
esquelético de la primera enzima de la glucdlisis. Por otro lado, la sintesis del glucégeno se
regula mediante la activacion de la glucégeno sintasa e inactivacion de la glucégeno
fosforilasa, permitiendo que los miocitos almacenen glucosa como reserva energética para

las condiciones de ayuno (6).

3.1.6 Efectos de la insulina sobre el cerebro.

Ademas de sus efectos en el musculo esquelético y el higado, la insulina también ejerce
influencia en el cerebro. Aunque se produce principalmente en el pancreas, se ha
demostrado que también se produce en ciertas neuronas y astrocitos en modelos de ratas.

La insulina afecta a las neuronas, la microglia y los astrocitos a través de la sefalizacion de
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las vias PI3K/AKT vy la via de MAPK. La via PIBK/AKT esta involucrada en el metabolismo de
lipidos y glucosa, y puede tener efectos sobre el desarrollo neurolégico y la plasticidad
neuronal a través de la participacion de FoxO. Por otro lado, la via de MAPK, que sefaliza a
través de las kinasas de serina/treonina (RAF) y las kinasas reguladas por sefales
extracelulares (ERK), estd asociada con la neurogénesis, la sinaptogénesis y la plasticidad
neuronal. Ademas, se ha informado que la insulina puede modular la respuesta conductual al

medio, la memoria y la toma de decisiones (7).

Interesantemente, la produccién y liberacidn de insulina estan parcialmente reguladas por
proteinas CLOCK, que tienen una influencia en el reloj circadiano. Las proteinas CLOCK y
BMAL1 regulan la expresion de genes implicados en sefales insulinotropicas y la exocitosis
de insulina. Tanto la insulina como la leptina, que es producida por el tejido adiposo,

muestran variacion circadiana y ultradiana en su liberacion (8).

3.1.7. Regulacion fisiolégica de la glucosa en condiciones de ayuno.

Durante el ayuno, el higado produce aproximadamente entre el 80- 85 % de la produccion
endbégena de glucosa. La mitad es derivada de glucogendlisis y la otra mitad de
gluconeogénesis, las cuales mantienen las concentraciones de glucosa plasmatica en un
rango de 80 a 100 mg/dL (3). El resto de la glucosa plasmatica proviene de la
gluconeogénesis renal (9), asegurando asi un suministro constante de glucosa para el
cerebro, que consume el 50% de la glucosa plasmatica, seguido del musculo esquelético (20

%), el rindn (10 %), el tejido adiposo (5 %) y otros tejidos (15 %) (10).

A diferencia de la regulacion de la secrecion de insulina en bolo, descrita anteriormente, la

regulacion de la insulina en fase basal es mas compleja. La insulina basal se secreta de
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forma pulsatil, aproximadamente cada 4 minutos, y esta influenciada por ritmos circadianos y
ultradianos, asi como por el sistema simpatovagal, y los sistemas neuroendocrino y
cardiovascular. Este patron de secrecion es compartido con la secrecién de osteocalcina,
una hormona derivada del hueso. Se ha propuesto que la osteocalcina podria ser un
regulador central de la insulina basal, influenciada a su vez por la produccién de cuerpos

cetonicos.

En condiciones de ayuno, la lipolisis del tejido adiposo proporciona sustratos para la
produccion de cuerpos ceténicos (3), que pueden promover la secrecion de osteocalcina.
Esta hormona puede regular la secrecidn de insulina de manera directa 0 mediada por la
serotonina y el GLP-1. A su vez, el incremento de serotonina y GLP.-1 inhibe la secrecién del
glucagoén e incrementa la liberacién de insulina. Cuando los niveles de insulina aumentan,
ejercen retroalimentacion negativa en el higado, disminuyendo la liberacion de cuerpos
cetonicos. Esta disminucion en los niveles de cetonas regula negativamente la osteocalcina,
lo que conduce a una disminucion en los niveles de insulina, serotonina y GLP-1, y
finalmente a un aumento en la liberacion de glucagén y cuerpos cetonicos. Este ciclo de

retroalimentacion regula la homeostasis de la glucosa durante el ayuno (1).

En condiciones de ayuno prolongado, que puede iniciar desde los 5 dias, el musculo
esquelético puede experimentar protedlisis para utilizar los aminoacidos en piruvato en el
higado y generar mas glucosa. La oxidacion de proteinas aumenta significativamente cuando

las reservas de lipidos alcanzan el 10% del peso corporal (11).
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3.2. Metabolismo de las HDLs.

Las lipoproteinas estan constituidas por una capa externa de fosfolipidos y colesterol libre,
estabilizado por apolipoproteinas, y un nucleo lipidico que contiene colesterol esterificado y
triglicéridos. Su funcion fisiolégica principal es transporte de lipidos, el cual se realiza
mediante tres vias interconectadas: 1) la via exdgena: implica el trasporte de lipidos
provenientes de la dieta mediante los quilomicrones, que proporcionan acidos grasos libres a
los tejidos. Los remanentes de quilomicrones son dirigidos al higado para su metabolismo.
2) El transporte enddgeno: las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) se sintetizan en el
en higado y son transportas hacia células y tejidos para distribuir el colesterol. Y 3) el

transporte reverso del colesterol que es realizado por las HDLs (12).

Las HDLs se sintetizan en el higado, donde la apolipoproteina A1 (ApoA1) naciente adquiere
lipidos y su forma discoidal inicial, conforme las HDLs adquieren lipidos, fosfolipidos y
colesterol crecen en tamafo hasta adoptar forma esférica (13). Estas lipoproteinas tienen la
capacidad de intercambiar colesterol esterificado por triglicéridos con otras lipoproteinas ricas
en trigliceridos mediante la accion de la proteina transferidora de ésteres de colesterol
(CETP), lo que les permite aumentar de tamafio. Como resultado, las HDL pueden variar en
forma, tamafo y composicion macromolecular, clasificandose como HDL2 (HDL2a y HDL2b),

de mayor tamano, y HDL3 ( HDL3a, HDL3b y HDL3c), de menor tamano (14,15).

Se han identificado mas de 300 lipoproteinas asociadas a las HDLs. Las principales
apolipoproteinas que integran las HDL son: ApoA1, apolipoproteina All, apolipoproteina Cl, y
apolipoproteina CIll. También se asocian otras proteinas como la paraoxonasa 1, que
proporciona actividad antioxidante y la lecitina-colesterol-acil-transferasa, responsable de la

esterificacion de colesterol, y por lo tanto, del crecimiento de las particulas de HDLs (16).
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Ademas, Las HDL pueden colectar una serie de proteinas y moléculas que no participan en
el metabolismo de las lipoproteinas, pero que tienen funciones homeostaticas relevantes
como proteinas de fase aguda, inhibidores de proteasas, microRNAs, anticuerpos y

componentes del complemento (17).

La funcién ateroprotectora mas relevante de las HDL es el eflujo de colesterol, que es el
primer paso del trasporte reverso de colesterol. Este proceso es considerado la via mas
importante para el catabolismo del colesterol, ya que transporta el exceso de colesterol de
los tejidos periféricos de regreso al higado, donde se metaboliza y se excreta en forma de
sales biliares, contribuyendo asi a reducir la carga aterogénica (18). Ademas, las HDLs
tienen otras funciones ateroprotectoras, como su actividad antioxidante, antinflamatoria,

antiapoptadtica, antitrombdética, anti-diabetica, y vasodilatora (Figura 3) (14).

14



Funcionalidad Glicemia

Antioxidante Pro-oxidante

Anti-inflamatoria Pro-inflamatoria

Anti-apoptética Pro-apoptdtica

Anti-diabética Pro-diabética

Antitrombética Protrombotica

Vasodilatadora Vasoconstrictora

Lipoproteina \ Colesterol
2 Colesterol iglicéri
‘ glicada l‘r Triglicéridos ’ esterificado

Figura 3. Heterogeneidad de las particulas de HDLs. La composicion de lipidos, proteinas y
colesterol influye en sus funciones ateroprotectoras, las cuales estan afectadas en condiciones de

hiperglucemia como la diabetes tipo 2. (15).

3.3. Tejido adiposo blanco.

El tejido adiposo es un 6rgano que regula multiples funciones metabdlicas, equilibrio
energético y homeostasis endocrina. Este tejido se compone de depositos de grasa
especificos y discretos, cada uno con caracteristicas distintivas en origen de desarrollo,
morfologia, metabolismo, actividad endocrina respuesta inmune vy capacidad de

remodelacion. Se clasifica en varios tipos principales: el tejido adiposo blanco, encargado
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principalmente del almacenamiento de energia y con la capacidad de expandirse para
almacenar lipidos; el tejido adiposo café o marrdn, especializado en la termogénesis al
generar calor mediante el desacoplamiento de la fosforilacién oxidativa; el tejido adiposo
beige, que puede desempefiar ambas funciones; y el tejido adiposo rosa, que desempefia un

papel fundamental durante el periodo de lactancia. (19)

El tejido adiposo blanco desempefia un papel crucial en la regulacién del equilibrio energético
mediante el almacenamiento y liberacion de acidos grasos, un proceso regido por el
equilibrio dinamico entre la lipogénesis y la lipolisis. Este equilibrio es esencial para mantener

la homeostasis energética, especialmente durante el ayuno o el gjercicio ((20).

La expansion fisiologica saludable del tejido adiposo se caracteriza por un aumento en el
numero de adipocitos (hiperplasia) en lugar del incremento en el tamafio de los adipocitos
(hipertrofia). Este proceso esta estrechamente relacionado con las capacidades angiogénicas
del tejido adiposo y la presencia de células progenitoras del tejido adiposo. La angiogénesis,
un proceso altamente coordinado, implica la proliferacion, migracién, invasion y formacién de
nuevos vasos sanguineos. La expansion del tejido adiposo se ve influenciada por varios
factores, como la hipoxia, la inflamacién y la remodelacién estructural de los vasos
sanguineos. (21) La sefalizacion paracrina juega un papel crucial en el vinculo funcional
entre las células endoteliales, adipocitos y células progenitoras del tejido adiposo. Los
adipocitos pueden secretar tanto moléculas proangiogénicas, que promueven el crecimiento
de nuevos vasos sanguineos, como factores antiangiogénicos, como las serpinas, que
inhiben este proceso. Este equilibrio entre sefales pro y antiangiogénicas regula la
expansion del tejido adiposo y su capacidad para adaptarse a las demandas metabdlicas del

organismo (19). Ademas, las células progenitoras tienen multiples funciones como la
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renovacion celular, la capacidad adipogénica y las propiedades angiogénicas, y secretan una
variedad de moléculas bioactivas implicadas en la remodelacion de la matriz vascular, lo que

permite una expansion saludable del tejido adiposo (20,22)

3.4. Diabetes Mellitus.

La diabetes mellitus es una enfermedad metabdlica de etiologia multiple caracterizada por
hiperglicemia cronica y alteraciones en el metabolismo de hidratos de carbono, proteinas y
lipidos. Segun su origen, las alteraciones metabdlicas de la diabetes mellitus son causadas
por una deficiencia en la sintesis o secrecion de insulina, reduccion en el numero de células
beta pancreaticas, alteraciones en la sefalizacion de la insulina en diferentes 6rganos o una
alteracion en la funcion de otras hormonas que participan en la regulacion de la homeostasis

energética (23).
3.4.1 Clasificacion de la diabetes de acuerdo a la asociacion americana de la diabetes (ADA)

La Asociacién Americana de Diabetes clasifica los diferentes tipos de la enfermedad en las

siguientes categorias:

1. Diabetes tipo 1: Originada por la destrucciéon autoinmune de las células beta del
pancreas, lo que generalmente conduce a la deficiencia absoluta de insulina. La diabetes tipo
1 suele manifestarse en individuos jovenes y delgados, presentando sintomas como poliuria,
sed y pérdida de peso, con propension a la cetosis. Sin embargo, la diabetes tipo 1 puede
desarrollarse a cualquier edad, a veces con progresion lenta. En casos de progresion lenta,
se denomina diabetes autoinmune latente en adultos, y la dependencia de insulina se

desarrolla en unos pocos afos.
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2. Diabetes tipo 2: Es causada por una pérdida progresiva de la secrecion de insulina
por parte de las células beta, frecuentemente asociada a resistencia a la insulina, la obesidad
(especialmente de tipo central) y un estilo de vida sedentario. En las etapas iniciales, se
observa resistencia a la insulina y una respuesta alterada de la insulina de primera fase, lo
que provoca hiperglicemia postprandial. Esto es seguido por alteraciones de la repuesta de
segunda fase de la insulina, lo que con el tiempo puede contribuir a la hiperglicemia

persistente en ayunas.

3. Diabetes Mellitus gestacional: La diabetes gestacional se debe a los cambios
hormonales que se producen en el embarazo. Se define como cualquier caso de intolerancia
a la glucosa diagnosticado por primera vez en el embarazo. Esta clasificacién se aplica tanto
a los casos en que la condicion se revierte después del parto, que son la mayoria, como a

aquellos en los que la anomalia persiste después del embarazo (22).

4, Tipos especificos de diabetes por otras causas; como sindromes de diabetes
monogénica (por ejemplo, diabetes neonatal y la diabetes de inicio en la madurez de
joévenes, conocida como MODY), enfermedades del pancreas exocrino (como fibrosis
quistica y la pancreatitis) y diabetes inducida por quimicos o farmacos (por ejemplo, uso de

glucocorticoides, en el tratamiento de VIH/SIDA o después de un trasplante de 6rganos).

5. Trastornos del metabolismo de la glucosa. Aunque estas no son un tipo de diabetes, la
glucosa de ayuno alterada y la intolerancia a la glucosa son etapas de prediabetes que

refleja la historia natural de la progresién de normoglucemia hacia la diabetes tipo 2 (23,24).
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3.4.2. Criterios para el diagnostico de prediabetes y diabetes tipo 2:

Criterios para diagnosticar la prediabetes:

1. Glucosa de ayuno entre 100 mg/dL y 125mg/dL.

2. Glucosa a las 2 horas después de una carga oral de glucosa (75g), con valores entre 140

mg/dLy 199 mg/dL.

3. Hemoglobina glicada (HbA1C) con valores entre 5.7% y 6.49%.

Criterios para diagnosticar la diabetes tipo 2:

1. Glucosa de ayuno mayor a 125mg/dL.

2. Glucosa a las 2 horas después de una carga oral de glucosa (75g), con valores mayores a

200 mg/dL.

3. HbA1C mayor a 6.5 %.

3.4.3 Historia natural de la diabetes tipo 2.

La diabetes tipo 2 se desarrolla a través de multiples vias, impulsada por factores genéticos y
ambientales que resultan en la pérdida progresiva de masa y/o funcion de las células beta,
manifestandose finalmente como hiperglucemia (Figura 4) (24). El aumento de la
hiperglicemia en la diabetes tipo 2 puede deberse a diferentes patologias interrelacionadas,
como la disminucion de la funcion de la célula beta, la resistencia a la insulina central
(hepatica) y/o periférica (muscular), el aumento de la produccion hepatica de glucosa

asociada, y la disfuncion del tejido adiposo (25).

19



Existe un debate sobre si la hiperinsulinemia es el resultado de la resistencia a la insulina o si
precede a esta condicion (26). Aunque estudios previos han demostrado que estas
condiciones se pueden desarrollan simultaneamente (27), otros investigadores apoyan la
idea de que los fenotipos de resistencia a la insulina pueden iniciar y progresar por separado,
coincidiendo ambas condiciones justo antes de que se establezca la diabetes tipo 2 (28).
Diferentes reportes apoyan la hipétesis de que la hiperinsulinemia podria ser la causa de la

resistencia a la insulina (29,30).

La figura 4 muestra las alteraciones metabdlicas propuestas, las cuales pueden iniciar desde
la infancia. Ademas del papel de la herencia genética, el aumento de la adiposidad y su
estado funcional puede determinar el inicio de hiperinsulinemia y la resistencia a la insulina
(Figura 4, etapa 1). En la etapa 2, se conserva una “salud metabdlica” relativa, pero hay
presencia de la resistencia a la insulina y la acumulacion de lipidos ectépicos que contribuye
a una discreta elevacion de la glucosa en ayuno. Estos factores tienen efectos en la
disfuncion temprana de la célula beta (etapa 3) y en la pérdida de la primera fase de
secrecion de insulina (etapa 4). Como consecuencia, la regulacién de la glucosa se altera en
el pospandrio, lo que da lugar a la intolerancia a la glucosa, seguida de una incapacidad para
regular las concentraciones de glucosa en ayuno (etapa 5). La intolerancia a la glucosa y la
glucosa de ayuno alterada son condiciones conocidas como prediabetes. Cuando las células
beta pierden la capacidad de secretar insulina se manifiesta la diabetes tipo 2 (etapa 6) (31).
En la etapa final se desarrollan las complicaciones vasculares como retinopatia, nefropatia,
neuropatia, enfermedad cerebrovascular, enfermedad coronaria y enfermedad vascular

periférica (32).
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3.4.4 Prediabetes.

La prediabetes es una etapa intermedia, previa a la diabetes, en la que existen alteraciones
en el metabolismo de la glucosa, originadas por defectos en la secrecion de la insulina y
defectos en la sensibilidad en diferentes érganos y tejidos. Como consecuencia, se puede
presentar la hiperinsulinemia e hiperglucemia. Esta etapa es heterogénea y se ha propuesto
que existen diferentes fenotipos metabdlicos. Por un lado, se reconocen dos fenotipos
principales: La glucosa de ayuno alterada, la cual se caracteriza por resistencia a la insulina
hepatica y sensibilidad a la insulina muscular normal, con defectos en la respuesta secretora
de insulina a la glucosa en la fase temprana. El segundo fenotipo es la intolerancia a la
glucosa, la cual se asocia principalmente con la resistencia a la insulina muscular, y una
respuesta secretora de insulina disminuida tanto en fase temprana como en fase tardia.(33).
Otros autores proponen una secuencia de cuatro etapas progresivas en el desarrollo de la
enfermedad: etapa 1, de larga duracibn y caracterizada por normoglucemia e
hiperinsulinemia; etapa 2, con hiperinsulinemia una elevacion moderada de la glucosa; etapa
3, con hiperglucemia e hiperinsulinemia; y finalmente, la etapa 4, que constituye la diabetes
tipo 2 franca (1). Hay un debate en torno al uso del término prediabetes, ya que, se ha
observado que entre el 30-60% de los individuos con prediabetes no progresan a diabetes
tipo 2 en periodo de 9 anos (34,35). Por otro lado, el uso de este término podria sugerir que
no se necesita una intervencion, dado que no existe una enfermedad establecida. Debido a
esto, la Organizacion Mundial de la Salud utiliza el término “hiperglucemia intermedia” como

una categoria de alto riesgo para diabetes tipo 2 (36).
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La prediabetes es una condicién heterogénea y se ha observado que la glucosa de ayuno
alterada se caracteriza por una reduccion de la sensibilidad hepatica, disfuncién de células
beta estacionaria y/o disminucion cronica de la masa de células beta, secrecion alterada del
GLP-1 y secrecion inapropiada de glucagon. Por otro lado, la intolerancia a la glucosa
presenta una afectacion de la sensibilidad a la insulina en érganos periféricos y una
sensibilidad casi conservada en el higado, junto con la pérdida progresiva de la funcion de
las células beta (37). Ademas, el riesgo asociado para desarrollar diabetes tipo 2 también es
diferente entre los fenotipos de prediabetes. Por ejemplo, se ha observado que la tasa de
progresion a diabetes tipo 2 es exponencial entre los individuos con valores mas altos de
glucosa en ayuno, mientras que el riesgo basado en los valores de glucosa a las 2 horas es

lineal (38).
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Etapa 0 Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4 Etapa 6 Etapa 7

“Salud metabdlica” Descompensacion Complicaciones

Desarrollo

Infancia Disfuncién temprana de células beta Diabetes

Gl drial
ucosa pospandria —

Glucosa de ayuno

Adiposidad (Visceral y
lipidos ectopicos)

&La adiposidad contribuye a

la resistencia a la insulina

4

————

La resistencia a la insulina, La perdida de la primera —
incluso en células beta, fase de secrecion de La profur'\fia pel:dlda'de
Resistencia a la Insulina Resventa | lioeraslin e insulina conduce a una 12 secrecidn de nsulina
N insdli 4 f conduce a una diabetes
Insulina intolerancia a la glucosa.

franca

Insulina estimulada por

glucosa
La hiperinsulinemia contribuye
a la resistencia a la insulina
mediante la desensibilizacién
del receptor
\
El estado de diferenciacién de las células
beta y la masa fisica establecen limites
Insulina de ayuno inferiores de la insulina basal
Masa de células beta \
diferenciadas k La genética determina el rango de inicio de
masa de células beta y su adaptabilidad

Figura 4a. Historia natural de la diabetes tipo 2 en multietapas. Las lineas gruesas representan un
promedio aproximado de la latencia de una variable fisiopatologica clave asociada con la progresion
a diabetes tipo 2. Las lineas delgadas representan una gama de estas variables fenotipicas reflejadas

en varios subtipos de la enfermedad. Tomado de Johnson et al. (31).
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3.4.5 Patogénesis de la diabetes tipo 2.

La presencia de la resistencia a la insulina en diferentes tejidos puede ocasionar una
disminucién en la absorcion de glucosa periférica en musculo y tejido adiposo, entre otros,
con un aumento de la produccién de glucosa enddgena, es decir produccidon hepatica (39). El
tejido adiposo incrementa la lipolisis de los triglicéridos, liberando acidos grasos libres, lo cual
contribuye para una mayor produccion de glucosa hepatica y acumulacion de triglicéridos
intrahepaticos (Figura 5). Ademas, se produce una disminucién en la produccion de
adipocitocinas, las cuales regulan indirectamente la glucosa. En el pancreas, se produce una
alteracion en el equilibrio entre las células beta y las células alfa. La masa de células beta
experimenta apoptosis y puede ser hasta un 30-40% menor en comparacién con individuos
no diabéticos (40). Este desequilibrio puede deberse a un efecto directo de la hiperglicemia,
los acidos grasos libres o la inflamacion inducida por estrés oxidativo en el pancreas (41). La
disminucién en la secrecién de insulina resulta en niveles mas elevados del glucagén, lo cual

eleva la glucosa debido a un incremento de la gluconeogénesis (42).

En el higado, la resistencia a la insulina, junto con la deficiencia de insulina y el aumento del
glucagon, incrementan la sensibilidad al glucagon, lo que resulta en un mayor uso de
sustratos como acidos grasos libres, lactato, glicerol y aminoacidos que contribuyen a la
hiperglucemia (43). En el rindn se produce un aumento de la gluconeogénesis renal y la
reabsorcidon de glucosa a través del cotransportador 2 de sodio/glucosa (SGLT-2) (44). En el
tracto gastrointestinal, se reduce la secrecién de incretinas, y se atenuan los efectos
supresores del apetito por parte de la insulina, la leptina, el GLP-1, la amilina y el péptido YY

(45).
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La inflamacién puede tener diferentes origenes. En el tejido adiposo, se pueden incrementar
las concentraciones de interleucina 6 (IL-6), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa) y el
contenido de macréfagos, los cuales inducen resistencia a la insulina a través de las vias de
sefalizacion como la kinasa-f de |«B, las cinasas MAPK8 y MAPK p38, las cuales pueden
fosforilar residuos de serina del IRS-1 y 2. Los acidos grasos libres activan receptor tipo toll-4
(TLR4), el cual senaliza a través de las cinasas IKK, y JNK para la fosforilacion de serinas

en los IRS y bloqueando su fosforilacion (4).

Incremento de
la lipolisis

Secrecion de
glucagdn Efecto incretinas disminuido

aumentada
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Figura 5. Patogenesis de la diabetes tipo 2. La diabetes tipo 2 se caracteriza por la resistencia a la
insulina en el musculo y el higado, asi como la alteracion en la secrecion de las células beta. En el
pancreas, la disminucion en la sensibilidad a la insulina provoca una resistencia a la accion del

péptido 1. El aumento en los niveles del glucagon contribuye a elevar la produccion hepdtica de
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glucosa. La resistencia a la insulina en los adipocitos induce una mayor lipdlisis, lo que resulta en la
liberacion de acidos grasos libres en la circulacion. Estos dcidos grasos libres agravan la resistencia a
la insulina en el musculo y el higado, y contribuyen al deterioro de las células beta (p-cell). Ademas, se
produce un aumento en la reabsorcion renal de glucosa a través del cotransportador 2 de
sodio/glucosa y un incremento en el umbral para la excrecion de glucosa en la orina, lo cual
contribuye a mantener la hiperglucemia. A estos mecanismos se suma la resistencia a los supresores
del apetito, los niveles bajos de dopamina, la resistencia vascular y la inflamacion mediada la proteina
kinasa activada por mitogenos (MAPK), el factor nuclear-kB (NF-xB), el receptor tipo Toll 4 (TLR4) y

el factor de necrosis tumoral (TNF). Tomado de DeFronzo et al. (46).

3.4.6. Factores de riesgo de la diabetes tipo 2:

Obesidad.

Entre los diversos factores que contribuyen a la resistencia a la insulina y la disfuncién de las
células beta (Cuadro1), la obesidad ha sido fuertemente asociada con la diabetes tipo 2.
Hasta un 50 % de los individuos con diabetes tipo 2 presentan obesidad y aproximadamente
un 90% de ellos tienen sobrepeso (47). Se reconoce que la obesidad es una condicién
heterogénea, y los depdsitos de grasa estan asociados de manera diferencial con la diabetes
tipo 2. La obesidad central, y especialmente la acumulacion de grasa visceral, se relaciona
mas estrechamente con el desarrollo de diabetes tipo 2 en comparacion con la grasa

subcutanea (48).
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Disfuncién del tejido adiposo.

En la ultima década, ha surgido un interés considerable en el papel del tejido adiposo blanco,
ya que su aumento de volumen correlaciona con la inflamacion cronica de bajo grado.
Durante el aumento de peso, los adipocitos pueden experimentar un aumento en numero
(hiperplasia) o en tamario (hipertrofia). La hiperplasia, un mecanismo de adaptacion benigno,
permite manejar el acumulo de lipidos sin muchas afectaciones metabdlicas. Sin embargo,
cuando predomina la hipertrofia con insuficiente adipogénesis, los adipocitos incrementan su
tamano debido a la acumulacion de lipidos (49). Esta expansion puede provocar una
disminucién en la difusién de oxigeno, lo que a su vez puede inducir la transcripcion del
factor inducible por hipoxia 1-alfa. Como consecuencia, la hipoxia resultante puede producir
estrés oxidativo y simultaneamente, disminuir la captacion de glucosa en los adipocitos (50).
La presencia de hipoxia y estrés oxidativo, tanto a nivel local como sistémico, generan
sefales de dafio o “alarminas” que promueven la activacion de los macrofagos residentes.
Estos macrofagos son los principales productores de interleucinas 6, 8 (IL-6, IL-8), y la
proteina quimioatrayente de monocitos 1 (51), lo cual estimula la llegada de mas macrofagos,
manteniendo asi la inflamacién crénica de bajo grado, caracteristica de la obesidad (52). Si
persisten las condiciones de hipoxia, estrés oxidativo y resistencia a la insulina, los adipocitos
pueden sufrir apoptosis o incluso necrosis (53), y pueden acumularse macréfagos alrededor
del adipocito, conocidos como macrofagos en corona (22). Durante la obesidad, el numero
de macrofagos incrementa significativamente, representando alrededor del 30-40% de las

células presentes en tejido adiposo (54).
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Cuadro 1. Factores de riesgo para Diabetes tipo 2.

Edad

Ascendencia no blanca

Historia familiar de diabetes tipo 2

Componentes del sindrome metabolico: Circunferencia de cintura mayor a 80 en mujeres y 90 en hombres;
presion arterial elevada (sistolica >130 mmHg y/o diastélica > 85 mmHg); Triglicéridos >150mg/dl;

Colesterol de HDL <40 mg/dl en hombres y <50 en mujeres; Particulas de LDL pequefias y densas. *

Sobrepeso u obesidad / Obesidad abdominal

Sindrome de ovario policistico

Historia de enfermedad coronaria

Dieta no saludable consumo regular de bebidas azucaradas y carnes rojas, bajo consumo de granos y

productos ricos en fibra.

Tabaquismo.

Estilo de vida sedentario.

Historia de diabetes gestacional

Presencia de acantosis nigricans

Factores sicosociales y economicos.

Definicion de sindrome metabodlico del Grupo de Trabajo sobre Epidemiologia y Prevencion de la Federacion
Internacional de Diabetes (55). HDLs: lipoproteinas de alta densidad. LDL: lipoproteinas de baja densidad.

Dislipidemia en la resistencia a la insulina y la diabetes tipo 2.
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La resistencia a la insulina tiene efectos metabdlicos que aumentan la produccién de VLDL
en higado o disminuyen su depuracion, lo que resulta en un incremento de los remanentes
de VLDL. Estos remanentes pueden convertirse en lipoproteinas de baja densidad (LDL)
pequefas y densas debido a la hidrolisis de triglicéridos y fosfolipidos (Figura 6), y como

tienen baja afinidad por el receptor de LDL, permanecen mas tiempo circulacién (56,57).

En cuanto al colesterol de alta densidad (C-HDL), su reduccion en la diabetes tipo 2 y la
resistencia a la insulina se debe en parte al intercambio de triglicéridos por colesterol
esterificado en las HDL. Cuando las lipoproteinas de alta densidad (HDLs) se enriquecen con
triglicéridos, son mas susceptibles a la hidrélisis por la lipasa hepatica. Después, los
remanentes de HDLs son rapidamente catabolizados, disminuyendo los niveles de C-HDL
(56,58). La presencia de esta dislipidemia, conocida como dislipidemia aterogénica, aumenta

el riesgo cardiovascular (59).
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Figura 6. Metabolismo de lipoproteinas en condiciones de resistencia a la insulina. El incremento de
glucosa y los acidos grasos libres (FFA) inducen una mayor secrecion de VLDL. Ademas, se observa
un aumento en la produccion de ApoB-48 y quilomicrones, lo que resulta en un enriquecimiento de
triglicéridos de las TGRL. La CETP facilita el intercambio de TG por CE en HDLs y LDL. Debido a la
accion de las lipasas LPL/HL, se generan remanentes de HDLs que son facilmente depurados, asi
como sd-LDL que son mas aterogénicos. VLDL: lipoproteinas de muy baja densidad. FFA: dcidos
grasos libres. TG: triglicéridos. TGRL: lipoproteinas ricas en triglicéridos. HDL: lipoproteina de alta
densidad. LDL: lipoproteinas de baja densidad. CETP: proteina transportadora de esteres de
colesterol. LPL: lipasa lipoproteica. HL: lipasa hepdtica. sd-LDL: LDL pequerias y densas. Tomado de
Wu y Parhofer (58).

Las alteraciones en el metabolismo lipidico también afectan la composicién y estructura de
las HDLs. El enriquecimiento de triglicéridos y la deplecion de colesterol esterificado
provocan cambios en las proteinas de superficie de las HDLs, afectando su orientacién y su
capacidad de interaccidn con los receptores (60). Ademas, la sustitucion de proteinas en las
HDLs puede alterar sus actividades bioldgicas (Figura 3). Por ejemplo, la pérdida de enzimas
como la paraoxonasa 1, la acetil hidrolasa del factor activador plaquetario, la aciltrasferasa
lecitin-colesterol, asi como la disminucion de la ApoA1, reducen la capacidad antioxidante de
las HDLs (61). Asi mismo, cuando la ApoA1 es reemplazada por el amiloide A sérico, se ha
observado un aumento de la actividad proinflamatoria. Por ultimo, el enriquecimiento del
lisofosfatidilcolina, isoprostanos y esfingomielina también pueden influir en las propiedades

de las HDLs (62).

Ademas, el enriquecimiento de triglicéridos y la deplecion de colesterol esterificado, resulta
en HDLs de tamafio mas pequefnos. Este menor tamafo se ha asociado con defectos en el
metabolismo observados en la diabetes tipo 2 (19), el sindrome metabdlico (20), el higado
graso (21) y la acumulacién de grasa visceral (22). En la diabetes tipo 2, la alteracion en la

relacion triglicéridos-colesterol y la deplecion de Apo A1 podrian explicar la disminucién en el
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eflujo de colesterol mediado por los receptores scavenger clase B tipo 1 y el transportador
del cassette de union a ATP 1 (63). Incluso, la disminucién del tamafio de las HDLs se ha

identificado como un factor de riesgo cardiovascular (23).

Disfuncion endotelial.

El término “disfuncién endotelial’ se refiere a la pérdida de la capacidad del endotelio para
mantener la homeostasis adecuada. Generalmente, se utiliza para indicar pérdida o
disminucién de la biodisponibilidad del éxido nitrico. Sin embargo, esta condicion también
puede indicar un incremento en la produccion de vasoconstrictores y una regulacion alterada
de la inflamacion, la trombosis y el crecimiento celular en la pared vascular (64). Los factores
relajantes del endotelio como el 6xido nitrico, la prostaciclina, y los factores hiperpolarizantes
derivados del endotelio contribuyen a la no adhesividad y permeabilidad selectiva de esta

barrera (65).

Se considera que la disfuncién endotelial es el evento inicial en el desarrollo de la
aterosclerosis (66). La exposicion cronica a factores de riesgo y al estrés oxidativo causan la
pérdida de la integridad vascular, induce la proliferacion de células del musculo liso y
aumenta la adhesividad endotelial a las células del sistema inmune (Figura 7) (67). La
inflamacion juega un papel relevante, ya que, en presencia de factores de riesgo, el endotelio
activado expresa moléculas de adhesion como la molécula de adhesién celular vascular 1
(VCAM-1) y la molécula de adhesion intercelular -1 (ICAM-1), que facilitan la adherencia de

los leucocitos al endotelio. La expresion de otras moléculas, como la proteina
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quimioatrayente de monocitos 1, el factor estimulante de colonias de macrofagos (MCSF) y el
factor de necrosis tumoral beta (TNF-beta), contribuyen a exacerbar la inflamacion del
endotelio y promueven la aterosclerosis (64). La disfuncion endotelial asociada con la
diabetes tipo 2 puede iniciarse en la etapa de la prediabetes y se asocia inversamente con
las concentraciones de glucosa plasmatica en ayuno y glucosa plasmatica a las 2 horas
después de una carga oral de glucosa (68). La disfuncién micro y macro-vascular en
pacientes con diabetes tipo 2 aumenta significativamente el riesgo de nefropatia, retinopatia

y enfermedad cardiovascular (69).
Células progenitoras endoteliales.

La restauracion del dano vascular depende, en parte, de la capacidad de varias
subpoblaciones de células progenitoras endoteliales (70). Estas células tienen un origen
hematopoyético y se caracterizan por los marcadores CD133/CD34"KDR*/VE-cadherina. Sin
embargo, su abundancia relativa en circulacion sanguinea es muy baja, entre 0.01% y
0.0001 % del total de células mononucleares periféricas (PBMC) (71), lo que limita su estudio
y aplicaciones. Otro grupo de progenitores endoteliales relevantes son las células
multipotenciales derivadas de monocitos que presentan un fenotipo CD14+/ CD45+/ CD34+/
Colagena I+, las cuales tienen capacidad de diferenciarse a células endoteliales (72). En
comparacion con las células progenitoras endoteliales, las células multipotenciales derivadas
de monocitos tienen una abundancia mayor (5%-10%), por lo que podrian tener un papel

mas relevante en la restauracion vascular (73).
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Figura 7. Progresion de factores de riesgo cardiovascular a la aterosclerosis y enfermedad
cardiovascular, mediada por el estrés oxidativo y disfuncion endotelial. Se considera que la pérdida de

la funcion endotelial es el evento inicial de la aterosclerosis, aunque también es un proceso reversible.

Tomado de Park et al. (67).
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4. Planteamiento del problema

La diabetes tipo 2 es un trastorno metabdlico caracterizado por niveles elevados de glucosa
en ayuno, triglicéridos y LDL pequenfias, asi como niveles bajos de C-HDL, lo que aumenta el
riesgo cardiovascular (46). Las anomalias descritas en la diabetes tipo 2 comienzan durante
la etapa de prediabetes, en la cual, la glucosa en ayunas esta elevada, pero por debajo del

valor para el diagndstico de diabetes tipo 2.

Las HDLs son complejos heterogéneos que varian en forma, tamafio y contenido de lipidos y
proteinas. Estas lipoproteinas tienen propiedades antioxidantes, anti-inflamatorias, anti-
apoptéticas, antitrombdéticas y vasodilatadoras (74), ademas de promover la eliminacion del
colesterol de los macréfagos en la region subendotelial, lo que previene el desarrollo de la
aterosclerosis (14). Se ha descrito que durante la diabetes tipo 2, la estructura de las HDLs
se caracteriza por una distribucién de subpoblaciones predominantemente de menor tamano
(75), con enriquecimiento en el contenido de triglicéridos y menor contenido de colesterol
esterificado (62). Estas modificaciones estructurales junto con la hiperglucemia crénica,
reducen la actividad antioxidante y afectan al eflujo de colesterol promovido por las

lipoproteinas (76—78).

El tejido adiposo blanco es un o6rgano metabdlicamente activo que regula procesos
fisiologicos como los niveles de lipidos, la presion arterial y la angiogénesis (79). La
disfuncion del tejido adiposo que acompafa a la diabetes tipo 2, se caracteriza por
alteraciones en la secrecion de adipocitocinas (reduccion de adiponectina y aumento de
leptina y resistina) (80). El indice adiponectina/leptina se ha propuesto como un marcador

clinico util para evaluar el funcionamiento del tejido adiposo (81,82), incluso mejor que otros
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indices de resistencia a la insulina (83). Este indice se ha asociado con concentraciones
anormales de C-HDL vy triglicéridos, independiente del indice de masa corporal (84). Por otro
lado, el indice de resistencia a la insulina del tejido adiposo (ATIR), que refleja la
desregulacion metabdlica de la lipdlisis, puede estimarse facilmente multiplicando los valores
séricos de insulina por el valor de acidos grasos libres (85-87), se ha asociado a la
enfermedad del higado graso no alcohdlico (86), la resistencia a la insulina, la alteracion de
la glucosa de ayuno y la diabetes tipo 2 temprana (88,89). Existe evidencia de que en
individuos con disfuncion del tejido adiposo, evaluado por el indice ATIR, tienen HDLs de

menor tamafo comparados con sujetos sin disfuncion del tejido adiposo (90).

La disfuncidon endotelial en pacientes con diabetes tipo 2 conduce a complicaciones
vasculares como nefropatia o cardiopatia diabética (46,68). Aunque los mecanismos de
reparacion endotelial no se comprenden completamente, diferentes poblaciones de células
progenitoras participan en este proceso (91). Una de estas poblaciones, son las células
multipotenciales derivadas de monocitos que expresan CD14 (92,93), y que contribuyen a la
restauracion del endotelio vascular (94). Resultados previos han descrito que las HDLs de
sujetos sanos promueven la angiogénesis (95,96) y rescatan la angiogénesis alterada en la
diabetes tipo 2 (97). Sin embargo, se ha observado que las HDLs de pacientes con diabetes
tipo 2 alteran el desarrollo de las células progenitoras (98,99), impidiendo su participacion en

la reparacion de la carétida lesionada en ratones desnudos (100).

La disfuncion del tejido adiposo y la disfuncién vascular son procesos determinantes en la
diabetes temprana. Es necesario investigar como las caracteristicas estructurales de las
HDLs, como la glicacion, el tamafo y la composicion macromolecular, se relacionan con

estos procesos. El tejido adiposo podria influir sobre las propiedades de las HDLs, y estas a
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su vez, tener efectos sobre la diferenciacion de células progenitoras hacia el fenotipo
endotelial. Comprender estas interacciones podria proporcionar informacion relevante sobre

el impacto de las HDLs en la diabetes temprana y las complicaciones asociadas.

5. Justificacion.

La diabetes tipo 2 es un problema de salud publica que tiene un impacto significativo en la
calidad de la vida humana y en los gastos en salud. Las complicaciones asociadas con la
diabetes aumentan la mortalidad por causas cardiovasculares. A nivel global se estima que la
mortalidad ha aumentado de 151 millones a 463 millones de casos entre 2000 y 2019 (101).
La incidencia de diabetes tipo 2 alcanza su valor maximo a los 55 afios y no muestra
diferencia por sexo (102) Se prevé que la prevalencia mundial se incremente del 6.28 % al
7.1 % para el afio 2030, lo que representa aproximadamente 7,079 casos por cada 100,000

individuos. (102)

En México, la prevalencia de diabetes tipo 2 ha incrementado de manera sostenida de 14.4 a
18.3 % para el afio 2022, mientras que la prediabetes se estima alrededor del 22.1 % (103).
Esta es una condicién de alto riesgo para desarrollar diabetes tipo 2 y se estima que hasta el

70% de las personas con prediabetes podrian desarrollar diabetes tipo 2 (35).

El aumento en la enfermedad esta relacionado con la alta prevalencia de obesidad en el
pais, causada por los habitos alimenticios y la baja actividad fisica. La obesidad afecta al

75.2 % de la poblacién adulta mayor de 20 afios, con un 39.1 % en sobrepeso y un 36.1% en
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obesidad (104). Ademas, la diabetes tipo 2 esta estrechamente asociada con el sindrome
metabdlico, el cual tiene una prevalencia del 56.3 % segun la Encuesta Nacional de Salud y
Nutricion de 2018, lo que representa aproximadamente 36.5 millones de mexicanos en

riesgo de desarrollar diabetes tipo 2 (105).

6. Preguntas de investigacion

1. ¢ En pacientes con diabetes tipo 2 recién diagnosticada, como afectan la glicacion, el tamafio y
la composicion macromolecular de las HDLs al proceso de diferenciacién de las células

multipotenciales derivadas de monocitos hacia el fenotipo endotelial?

2. ¢ Existe una relacion entre la glicacion, el tamafio y la composicién macromolecular de las

HDLs y el estado funcional del tejido adiposo en la diabetes temprana?

7. Hipotesis

La glicacion, la composicion lipidica y proteinica el tamafio pequefio de las HDLs inhiben la capacidad
de diferenciacién de las células multipotenciales derivadas de monocitos hacia el fenotipo endotelial y

esta relacionada a la disfuncién del tejido adiposo.

37



8. Objetivos

Objetivos Primario:

Investigar el impacto de la glicacion, el tamafno y la composicion macromolecular de las HDLs sobre
el proceso de diferenciacion de las células multipotenciales derivadas de monocitos hacia el fenotipo

endotelial, asi como la disfuncion del tejido adiposo a lo largo del espectro de la diabetes tipo 2.

Objetivos secundarios:

I) En sujetos con normoglucemia, prediabetes y diabetes tipo 2 de recién diagndstico, comparar las

concentraciones de los productos de glicacion tempranos, intermedios y avanzados en las HDLs.

II) Evaluar los marcadores séricos de inflamacion y funcionalidad del tejido adiposo en los tres grupos

de estudio

[ll) Evaluar la asociacion de la inflamacién y los marcadores séricos de disfuncion de tejido adiposo

con el tamano y la glicacion de las HDLs.
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9. Metodologia

Participantes del estudio.

La poblacion de estudio incluyé una muestra a conveniencia del brazo control del estudio
Genética de la Enfermedad Aterosclerosa (88), asi como de trabajadores del Instituto
Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez en la Ciudad de México, México. Los criterios de
inclusion fueron: hombres y mujeres de entre 40 y 60 afios de edad, con indice de masa
corporal < 33 Kg/m?, que previamente hubieran tenido una medicion de glucosa plasmatica
en ayuno y no presentar antecedentes personales de enfermedad cardiovascular, renal o
tiroidea. Aquellos individuos bajo tratamiento antihipertensivo o hipolipemiante fueron
excluidos del estudio. Los criterios de eliminacion incluyeron niveles de enzimas hepaticas
superiores a tres veces los valores de referencia para nuestra poblacién (aspartato amino-
transferasa > 126 UI/L, niveles de alanina amino-transferasa > 123 UI/L), triglicéridos
superiores a 600 mg/dL (lo cual podria interferir con el calculo del colesterol de LDL [C-LDL]),
y valores de proteina C-reactiva de alta sensibilidad> 10 mg/L para descartar la presencia de
un proceso inflamatorio agudo. Para dividir a los participantes en grupos, se utilizaron los
siguientes parametros de la Asociacion Americana para la Diabetes (35): el grupo
normoglucémico, compuesto por 20 individuos con glucosa en ayuno < 100 mg/dL y glucosa
a las 2 horas < 140 mg/dL; el grupo de prediabetes, conformado por 20 individuos con
glucosa en ayuno de 100-125 mg/dL, y el grupo de pacientes con diabetes tipo 2 recién
diagnosticada, que presentaba menos de 4 anos de evolucion y glucosa en ayuno > 125
mg/dL o glucosa a las 2 horas > 199 mg/dL. Siete sujetos con diabetes tipo 2 estaban
recibiendo tratamiento con metformina y dos de ellos también recibian inhibidores de DPP4.

Se obtuvo el consentimiento informado por escrito de todos los participantes, y el proyecto
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fue aprobado por la comisién de Etica e Investigacion del Instituto Nacional de Cardiologia

Ignacio Chavez.

Determinaciones de bioquimica clinica.

Se recolectaron 20 mL de sangre para obtener plasma y suero después de un ayuno de 12
horas. Las muestras de sangre se separaron y se congelaron inmediatamente a -70°C hasta
su analisis. Las siguientes determinaciones se realizaron utilizando procedimientos estandar
con un analizador automatizado (Roche Diagnostics, Manheim Alemania): colesterol total, C-
HDL, glucosa en ayunas, triglicéridos, ApoA1, apolipoproteina B-100 (ApoB-100),
hemoglobina A1C (HbA1C), aspartato amino-transferasa, alanina amino-transferasa,
creatinina y proteina C-reactiva. El coeficiente de variacién entre los ensayos fue inferior al
6% en todas las determinaciones. El C-LDL se calcul6 con el uso de la formula de Delong et
al. (106). La tasa de filtracion glomerular se calculé6 mediante la férmula de la Colaboracién
En Epidemiologia de la Enfermedad Renal Crénica [29]. La insulina, adiponectina total,
leptina, resistina, péptido C y el inhibidor del activador del plasminégeno-1 (PAI-1) se
determinaron mediante el sistema de inmunoensayo Bio-Plex Multiplex (Bio-rad Laboratories,
Hercules, California, EE.UU.). Los acidos grasos libres se determinaron mediante un ensayo
de colorimetria enzimatica (Wako Diagnostics, Osaka, Japon) con un coeficiente interensayo
<3%. Los siguientes marcadores séricos se consideraron indicadores de la funcionalidad del
tejido adiposo: El indice ATIR, el cual se calculd utilizando la siguiente formula: ATIR =
acidos grasos libres (mmol/L) X concentracion de insulina (pUI/L) (86,88). También se evalud

el indice ATIR/adiponectina y la relacién adiponectina/leptina.
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Caracterizacion de HDLs.

Las HDLs se aislaron del plasma de los individuos utilizando ultracentrifugacién secuencial
en funcién de su densidad, entre 1.063 y 1.21 g/mL. Se utilizdé una solucion de bromuro de
potasio con EDTA al 0.5 g/L, seguida de dialisis exhaustiva con buffer salino de fosfatos a 10
mM y pH 7.4 (107). Para determinar la composicion macromolecular de HDLs, se midi6 la
concentracion de proteina utilizando el método de Lowry, y se determind el contenido de
lipidos (triglicéridos, colesterol total, colesterol esterificado y fosfolipidos) utilizando reactivos
colorimétricos de Wako Diagnostics (FujiFilm Wako Diagnostics, California, EE. UU.). La
proporcion de cada componente se estimé como un porcentaje de la masa total de HDLs. El
tamano y las subpoblaciones de las HDLs se determinaron mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida utilizando un gradiente del 4 % al 30 % en condiciones no desnaturalizantes.
Luego se realizd un analisis densitométrico del gel para estimar el tamafio de particula
promedio de las HDLs y las subclases HDL2b, HDL2a, HDL3a, HDL3b, y HDL3c (108). Las

subclases se expresaron como una proporcion relativa del 100%.

El contenido de fructosamina en las HDLs se determind utilizando un reactivo colorimétrico
en un analizador automatico (Cobas Integra Fructosamine, Roche Diagnostics, Mannheim,
Alemania). Los productos intermedios, grupos dicarbonilo, se determinaron como se informé
previamente (109). Se utilizaron HDLs aisladas e incubadas con 2,4-dinitro-fenilhidracina en
HCI 2,5 N durante 15—60 min a 25 °C. Luego se precipitaron con acido tricloroacético al 20 %
(peso/volumen), se centrifugaron y lavaron con acido tricloroacético al 10% (peso/volumen).
El precipitado se disolvié con guanidina HCI 6 M afadida a la placa, y se incubé durante 10

minutos a 37 °C antes de medir la absorbancia a 370 nm con un espectrofotometro de
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microplacas Biotek Synergy H1 (Biotek Instruments, Winooski, Vermont, EE. UU.). Los
productos finales de glicacion avanzada (AGEs) se cuantificaron utilizando el kit comercial de
ELISA competitivo OxiSelect (STA-817, Cell Biolabs, California, EE. UU.), que identifica las

especies de carboximetil lisina y pentosidina.

Aislamiento de las células multipotenciales derivadas de monocitos.

Se obtuvieron 50 mL de sangre periférica de donadores voluntarios del banco de sangre del
Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez. Los donadores tuvieron una edad entre 18-
65 afos, con peso corporal mayor a 50 KG, sin enfermedades cronicas y sin tratamiento
farmacologico. La muestra sanguinea se utilizd después de descartar la presencia de
infecciones como gripe, hepatitis C, hepatitis B, virus de la inmunodeficiencia humana, sifilis
y enfermedad de Chagas. Las PBMC se aislaron mediante centrifugacion en gradiente
histopaque-1077 (Sigma-Aldrich, Missouri, EE. UU.) Las PBMC se sembraron en una placa
recubierta de fibronectina con medio RPMI suplementado con suero fetal bovino al 10 %
(SFB, Sigma-Aldrich, Missouri, EE. UU.), L-glutamina 2 mM, penicilina 50 U/mL vy
estreptomicina 50 pug/mL, a una densidad de 20 X 10° células y se cultivaron a 37°C en una
atmésfera de CO2 al 5% durante 24 h. Se descartaron las células no adherentes y se
utilizaron las células adherentes (monocitos frescos) como células control o para inducirlas a
células multipotenciales derivadas de monocitos como se describié anteriormente (73).
Brevemente, los monocitos frescos adherentes se cultivaron con medio basal de crecimiento
endotelial-2 suplementado con suero bovino fetal al 5%, VEGF, factor de crecimiento de
fibroblastos basico, factor de crecimiento epidérmico, factor de crecimiento similar a la

insulina-1, y acido ascérbico (Lonza Pharma, Basilea, Suiza) a 37°C en una atmodsfera de
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CO2 al 5% hasta que alcanzaron la confluencia. Se agregé medio de cultivo fresco cada tres

dias hasta que las células se cosecharon para los analisis de citometria de flujo.

Expresiéon marcadores endotelial en las células multipotenciales derivadas de monocitos.

Las ceélulas multipotenciales derivadas de monocitos se cultivaron siguiendo el método
descrito previamente (73). Después de 24 h se retir6 el medio y se lavaron con RPMI-1640
sin suplementar. A continuacién, se incubaron con 50 yg/mL de HDLs aisladas de los
individuos de los tres grupos durante 45 min, en una atmosfera de CO2 al 5% a 37°C.
Posteriormente, se realizé un lavado con PBS 10 mM y se cambio el medio a medio basal de
crecimiento endotelial-2. Después de 4 dias, las células se separaron con 1 mL de tripsina
EDTA (0,25 %), se lavaron con PBS y se incubaron durante 20 min a temperatura ambiente.
en la oscuridad, con la dilucion optima previamente determinada de los siguientes
anticuerpos primarios diluidos en buffer salino-Tris: anticuerpo monoclonal de ratén anti-
CD14-Peridinin-Chlorophyll-protein (PerCP) (cat. 301848, 1:20), anti-CD34-aloficocianina
(APC) (cat. 343608, 1:40), y anti-VEGFR2/KDR-PE (cat. 359904, 1:60) de la marca
BioLegend (San Diego, California, EE. UU.). Al final del periodo de incubacion, las células se
fijaron con paraformaldehido al 2 % durante 20 min, se lavaron con PBS/albumina al 3 % y
se analizaron en un citometro de flujo BD FACSCalibur (BD Biosciences, California, EE. UU).
Se capturaron 5,000 eventos por experimento para su analisis mediante el software FlowJo

(Becton Dickinson, Oregdn, EE. UU.).
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Analisis estadistico.

En el presente estudio, se llevd a cabo un analisis de estimacion del tamafio de muestra
utilizando el tamafo de HDLs como variable principal (110), con una potencia del 80% y un
intervalo de confianza del 95%. Segun este analisis, se determind que se requerian 16
sujetos para detectar diferencias significativas en tamafo de las HDLs entre los grupos de
estudio. Se evalud la normalidad de las variables continuas y se expresaron como media *
desviacién estandar o mediana (rango Intercuartil), segun corresponda. Las variables

categdricas se reportaron como el numero de sujetos y su prevalencia.

Las diferencias en las medias se compararon mediante analisis de varianza (ANOVA) con
correccion de Bonferroni para las comparaciones multiples. Para comparar las medianas, se
utilizo la prueba de Kruskal-Wallis, mientras que la prueba de chi-cuadrado para analizar los
valores de prevalencia. Se utilizé la correlacion de Pearson para evaluar la relacion entre los
productos de glicacion de las HDLs y la expresion de KDR en las células multipotenciales

derivadas de monocitos.

Para calcular el coeficiente beta estandarizado, se emple6 la regresion lineal univariada.
Finalmente, se utilizé la regresion lineal multiple para construir modelos de asociacion entre
los marcadores del tejido adiposo, el tamafio y la glicacion de las HDLs. En el modelo 1 se
ajustaron los resultados por edad y sexo, mientras que el modelo 2 incluy6 al modelo 1 y el
indice de masa corporal, el C-HDL vy los triglicéridos. Se consideré estadisticamente
significativo un valor de p < 0,05. Todos los analisis se llevaron a cabo utilizando el software

Stata 12 IC (StataCorp LLC, College Station, Texas, EE. UU.).

44



10. Resultados
10.1 Caracteristicas clinicas de la poblacion estudiada.

En la Tabla 1 se presentan las caracteristicas de los individuos incluidos en el estudio. No se
observaron diferencias significativas en cuanto a edad, proporcion de sexo, tasa de filtrado
glomerular, prevalencia de tabaquismo y concentracion plasmatica de colesterol total, C-LDL,
triglicéridos, ApoA1, apolipoproteina B-100, aspartato amino-transferasa, alanina amino-
transferasa, y proteina C reactiva de alta sensibilidad. El indice de masa corporal fue
ligeramente mayor en el grupo de prediabetes en comparacion con el grupo de
normoglucémicos (28.1 + 4.1 kg/m? vs. 25.3 + 3.3 kg/m?, p= 0.039), pero similar al grupo de
diabetes tipo 2(27.9 + 3.9 kg/m?). Como se esperaba, los valores de hemoglobina A1C fueron
significativamente mas altos en los grupos de prediabetes (5.85 %) y diabetes tipo 2 (6.58 %)
en comparacién con el grupo normoglucémico (5.51%) (p < 0.001). La concentracién de C-
HDLs fue significativamente menor en el grupo de diabetes tipo 2 (38.2 mg/dL) en
comparacion con los grupos de prediabetes (44.4 mg/dL) y normoglucemia (51.5 mg/dL) (p <

0.05).
10.2. Caracterizacion de las HDLs de los grupos de estudio.

Se encontrd una concentracion significativamente mayor de fructosamina en las HDLs de las
personas con diabetes tipo 2 (5.2 umol/mg de proteina) en comparacion con las personas
normoglucémicas (4.6 umoL/mg, p < 0.04). Esta diferencia también se observo en los AGEs
en las HDLs, con una mayor concentracion en individuos con DM (14.3 ug-BSA-AGE/mg de
proteina) en comparacion con los sujetos normoglucémicos (7.7 ug-BSA-AGE/mg de

proteina, p < 0.01). En el grupo de prediabetes, la concentracién de los tres productos de
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glicacion de las HDLs no fue significativamente diferente comparada con el grupo

normoglucémico (Figura 8).

Tabla 1. Caracteristicas clinicas y metabdlicas de los grupos de estudio.

Normo glucémico Prediabetes Diabetes tipo 2 Valor-p
n=20 n=20 n=20

Edad (afios) 49 +6.5 52+5.9 51+5.3 0.187
Sexo (masculino/femenino) 7/13 7/13 10/10 0.535
indice de masa corporal (kg/m2) 25.3+3.3 28.1+4.1*% 27.9+3.9 0.039
Tabaquismo (%) 3(15) 6 (30) 2 (10) 0.320
Hemoglobina A1C (%) 5.51 (5.3-5.6) 5.85 (5.8-6.1) * 6.58 (6.5-7.4) *t <0.001
Glucosa de ayuno (mg/dL) 89.1 (83-95) 100 (96-105) * 126 (112-148) *t <0.001
Colesterol total (mg/dL) 194 (167-220) 203 (178-217) 171 (157-208) 0.260
C-LDL (mg/dL) 122 (95-142) 127 (115-149) 108 (91-137) 0.250
C-HDL (mg/mL) 51.5 (39-60) 44.4 (41-59) 38.2 (31-48) *t 0.019
Triglicéridos (mg/mL) 108 (82-150) 115 (102-171) 148 (123-181) 0.158
ApoAl (mg/dL) 151+ 29 141 +19 139 +27 0.376
ApoB-100 (mg/dL) 109 + 27 115 + 29 115 +26 0.608
AST (UI/L) 20 (18-24) 18.4 (16-23) 22 (17-25) 0.457
ALT (UI/L) 22 (14-37) 19 (14-29) 25 (19-36) 0.235
Tasa de filtrado glomerular 93.6 (85-104) 97 (87-103) 103 (84-109) 0.614
(mL*min/1.73m?)
Proteina C- Reactiva (mg/L) 1.42 (0.8-2.2) 1.08 (0.61-2.8) 1.9 (0.9-5.1) 0.320

Los valores se expresan como media + desviacion estdndar, median (rango intercuartil) o niumero de sujetos (%).

HDL: colesterol de las lipoproteinas de alta densidad; C-LDL: colesterol de las lipoproteinas de baja densidad;
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umol/mg de proteina

AST: aspartato amino-transferasa; ALT: Alanina amino-transferasa. * P<0.05 vs normoglucémicos, 1t p<0.05 vs

Prediabetes.
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Figura 8. Productos de glicacion en las HDLs. Los productos de glucosilacion tempranos
(fructosamina), intermedios (carbonilos) y avanzados (AGEs) en HDLs aisladas de sujetos
normoglucémicos (NG), prediabetes y diabetes tipo 2. N=20, los valores de p se determinaron

mediante la prueba de Kruskal-Wallis.

El tamano de las HDLs fue significativamente menor en los sujetos con diabetes tipo 2 en
comparacion con los individuos con prediabetes o normoglucemia (8.32 nm frente a 8.44 nm
y 8.51 nm, respectivamente, p < 0.039). Ademas, se observd una disminucion significativa en
la proporcion de HDL2b y HDL2a, y un aumento en HLA3c en las HDLs de los individuos con
diabetes tipo 2 (p < 0.01) en comparacién con los individuos con prediabetes o

nomoglucemia (Tabla 2). Es interesante destacar que la composicion macromolecular de las
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HDLs, en términos del porcentaje de contenido de colesterol libre y esterificado, triglicéridos,

fosfolipidos y proteinas fue muy similar entre los tres grupos (Tabla 2).

Table 2. Subpoblaciones y composicion de las particulas de las HDLs.

Normoglucémicos Prediabetes Diabetes tipo 2 Valor-p
n=20 n=20 n=20
HDL2b (%) 8.81+3.9 7.83+2.2 6.28 £2.6 *t 0.018
HDL2a (%) 17.5+3.7 15.4+3.8 13.4+4.9*t 0.001
HDL3a (%) 23.2+27 23.4+26 21.5+4.2 0.105
HDL3b (%) 254 +2.7 26.4+2.6 259+2.6 0.430
HDL3c (%) 24 +6.6 27.0+5.7 32.6 £10 *+ 0.010
Diametro promedio- HDLs (nm) 8.51+0.2 8.44+0.2 8.32+0.22 *+ 0.002
Colesterol libre-HDLs (%) 1.96 (1.72-2.22) 1.74 (1.22-2.32) 1.79 (1.23-2.21) 0.598
Colesterol esterificado-HDLs (%) 20.1 (18-22) 20.7 (19-21) 20.6 (19-21) 0.964
Fosfolipidos-HDLs (%) 3.8(3.1-4.4) 3.4 (2.9-4.5) 4.1(2.9-5.9) 0.502
Triglicéridos-HDLs (%) 21.7 (20-22) 21.6 (20-22) 21.5 (20-22) 0.866
Proteina-HDLs (%) 51.8 (50-53) 52.7 (50-54) 51.3 (48-55) 0.778

Los valores son expresados como promedio # desviacion estdandar, mediana (rango intercuartil).

* P<0.05 vs normoglucémico, T p<0.05 vs Prediabetes.

10.3. Marcadores séricos de disfuncion del tejido adiposo.

Entre los marcadores séricos de disfuncion de tejido adiposo, tanto el indice ATIR como el indice

ATIR/adiponectina estuvieron mas elevados en los grupos con glucosa anormal en comparacion con

el grupo normoglucémico, siendo la diferencia significativa en el grupo de diabetes tipo 2(Tabla 3). La

adiponectina y la relacion adiponectina/leptina mostraron tendencia a tener valores mas bajos en los
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grupos de glucosa anormal. Por otro lado, la insulina, el HOMA-IR y Ila relacién
HOMA-IR/adiponectina estaban significativamente elevados en el grupo de diabetes tipo 2. No se
observaron diferencias significativas en otros marcadores del metabolismo de la glucosa y moléculas

inflamatorias entre los grupos.

Tabla 3. Marcadores de disfuncién del tejido adipose, glucosa e inflamacidon por categoria de

diabetes.

Normoglucémico Prediabetes Diabetes tipo 2 Valor-p

n=17 n=17 n=18

Marcadores de disfuncion del tejido adiposo
ATIR 4.12+2.5 596+2.38 7.85t46* 0.009
ATIR/adiponectina 0.52 (0.12-0.7) 0.74 (0.3-1.22) 1.1 (0.55-1.9) * 0.047
Adiponectina/leptina 4.22 (1.4-13.3) 2.8(1.4-6.1) 2.4 (1.31-5) 0.564
Adiponectina (ug/mL) 8.48 (5.8-26) 8.99 (4.3-18) 7.0 (4.5-17) 0.808
Marcadores de metabolismo de glucosa y lipidos
Insulina (nUI/L) 5.97 (5.3-10.8) 9.97 (6.7-13) * 12 (8.1-18) * 0.027
HOMA-IR 1.28 (1.1-2.2) 2.5(1.6-3.4) * 3.8(2.8-6.2) *t <0.001
HOMA-IR/Adiponectina 0.15 (0.04-0.40) 0.32(0.1-0.43)  0.70(0.20-1.4) * 0.029
Péptido C (pg/mL) 607 + 259 663 +241 790 + 415 0.391
Leptina (ng/mL) 2.58 (0.8-6.1) 4.6 (3.0-6.1) 3.1(0.92-4.3) 0.265
Acidos grasos libres (mmol/L) 0.56+0.18 0.59+0.14 0.61+0.2 0.544
Marcadores inflamatorios
Resistina (ng/mL) 3814 3.5+0.7 36+1.3 0.822
PAI-1 (ng/mL) 74+26 7.1+23 7.6+2.1 0.809
Proteina C-Reactiva (mmol/L) 1.41(0.8-2.2) 1.02 (0.7-1.6) 1.6 (0.92-5.0) 0.504




Los valores son expresados como media * desviacion estdndar, mediana (rango inter-cuartil). * P<0.05 vs
normoglucémicos, T p<0.05 vs prediabetes. ATIR: Resistencia a la insulina del tejido adiposo. HOMA-IR; Modelo

homeostdtico de resistencia a la insulina; PAI-1; Inhibidor del activador del plasminégeno-1.

10.4. Asociacion de las caracteristicas de HDLs con marcadores de disfuncion del tejido adiposo.

Las correlaciones simples con tamafio o la glicacion de las HDLs se muestran en la Figura 9 y la
Figura 10, respectivamente. Después de ajustar por edad, sexo e indice de masa corporal, se
encontré una asociacion inversa entre el tamano de HDLs y la relacion ATIR/adiponectina,
HOMA/adiponectina, resistina, PAI-1 y una asociacién directa con los niveles de C-HDL (tabla 4,
modelo 1). Estas asociaciones se mantuvieron significativas después de ajustar adicionalmente por
C-HDL vy triglicéridos (Tabla 4, modelo 2). Por otro lado, los AGEs en HDLs se correlacionaron
directamente con ATIR, la relacion ATIR/adiponectina, insulina y HOMA-IR (tabla 4, modelo 1).
Después del ajuste adicional por C-HDL vy triglicéridos, la asociacion se mantuvo para el indice ATIR,
insulina y HOMA-IR (tabla 4, modelo 2). En el modelo final, solo ATIR y la insulina se asociaron

significativamente con los AGEs en HDLs (Tabla 4, modelo 3).
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Figura 9. Correlaciones entre el tamano de las HDLs y marcadores séricos de disfuncion del tejido
adiposo, metabolismo de la glucosa e inflamacion en todos los individuos estudiados. Los valores se

expresan como coeficientes beta estandarizados en andlisis de regresion univariante. ATIR: resistencia
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a la insulina del tejido adiposo. HOMA-IR; modelo homeostatico para evaluar la resistencia a la

insulina; PAI-1; inhibidor del activador del plasminogeno 1.
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Figura
10. Correlaciones entre los AGEs en HDLs y marcadores séricos de disfuncion del tejido adiposo,
marcadores, metabolismo de la glucosa e inflamacion en todos los sujetos estudiados. Los valores se
expresan como coeficiente beta estandarizado en analisis de regresion univariable. ATIR: resistencia a

la insulina del tejido adiposo. HOMA-IR; modelo homeostdtico para evaluar la resistencia a la
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Tabla 4. Asociacion de marcadores séricos de disfuncion del tejido adiposo, marcadores del metabolismo de la
glucosa e inflamacidn con el tamafio y la glicacion de HDLs en toda la poblacion

Tamafio de HDLs (nm) sHDL-AGES (ug-BSA-AGE/mg
proteina)
Modelo 1 Modelo 2 Modelo 1 Modelo 2

Marcadores de disfuncion del tejido adipose.

ATIR -0.137 0.339* 0.380*
ATIR/adiponectina -0.387* -0.281* 0.286*
Adiponectina/leptina 0.044 -0.212
Adiponectina (pg/mL) 0.097 -0.238

Metabolismo de lipidos y glucosa

Insulina (ulU/mL) -0.137 0.448* 0.463*
HOMA-IR -0.236 0.309* 0.315*
HOMA-IR/Adiponectina -0.382* -0.261* 0.294*
Colesterol HDL (mmol/L) 0.466" 0.544* -0.137
Triglicéridos (mmol/L) -0.025 0.025
Acidos grasos libres (mmol/L) -0.027 0.061

Marcadores de inflamacion

Resistina (ng/mL) -0.329* -0.304* 0.096
PAI-1 (ng/mL) -0.331* -0.370* -0.006
Proteina C-Reactiva (mg/L) -0.077 0.212

Los valores se expresan como coeficientes beta estandarizados. *p<0,005. a) n= 48 para el andlisis con HDL-
AGEs. ATIR: resistencia a la insulina del tejido adiposo. HOMA-IR modelo homeostdtico para evaluar la
resistencia a la insulina; PAI-1; inhibidor del activador del plasmindgeno 1.

Modelo 1: ajustado por edad, y sexo.

Modelo 2: ajustado por edad, y sexo, indice de masa corporal, C-HDL y triglicéridos.
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10.5. Aislamiento y caracterizacion de las células multipotenciales derivadas de monocitos.

Para evaluar la diferenciacion de monocitos frescos al fenotipo endotelial (expresion de KDR-
APC), se incubaron monocitos frescos utilizando el medio RPMI o el medio basal endotelial 2
durante 14 dias. Después de eso, se observo un aumento transitorio de la expresion de KDR
con un pico importante en el dia 4 (Figura 11A). En comparacién con los monocitos frescos
mantenidos con medio RPMI (Figura 11B), los monocitos frescos incubados con EBM2
(Figura 11C) aumentaron su tamafio (FSC) y granularidad (SCC) después de 4 dias, tiempo
al que se consideraron como células multipotenciales derivadas de monocitos. En las células
multipotenciales derivadas de monocitos determinamos una mayor proporcion de células que
expresan CD14/KDR (Q1: 22,0 % vs 17,1 %), CD14/CD34 (Q3: 13,0 % vs 6,7%) vy
CD14/CD34/KDR (36,1 % vs 3,1 %) (Figura 11B y 11C). El analisis comparativo indicd un
aumento significativo de CD14+/KDR+ (24,3 % vs 50,2 %) y CD14+CD34+KDR+ (3,6 % vs
8,1 %), pero no en CD14+/CD34+ (7,0 % vs 9,3 %) entre las células multipotenciales
derivadas de monocitos (Figura 11D). La viabilidad celular fue similar después de 4 dias

entre las condiciones del medio RPMI y EBM2.
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Figura 11. Expresion comparativa de CDI4, KDR y CD34 en monocitos frescos y células
multipotenciales derivadas de monocitos. A) Monocitos frescos cultivados durante 14 dias con medio
basal endotelial-2 suplementado con factores de crecimiento vascular (EBM?2). B) Expresion de CD14,
CD34 y KDR en monocitos frescos mantenidos en RPMI durante 4 dias (células control) o en células

multipotenciales derivadas de monocitos incubadas con EBM2 (C). D) Expresion comparativa de
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CD14, CD34, y KDR en células multipotenciales derivadas de monocitos vs monocitos frescos durante
4 dias, n = 5 ensayos. *<0,005 comparado con los monocitos frescos. Color rojo: células sin tincion,
color azul: células con tincion para los fluorocromos indicados utilizando anticuerpos anti-CD14-

PERCP, anti-CD34-APC y anti-KDR-PE

10.6. Efecto de las HDLs sobre la diferenciacion de las células multipotenciales derivadas de

monocitos a fenotipo endotelial.

El efecto mas significativo de las HDLs sobre las células multipotenciales derivadas de
monocitos de pacientes con diabetes tipo 2 fue una reduccién estadisticamente significativa
en el porcentaje de células CD14+KDR+ (de 60.4 % a 46.0%, p < 0.002), CD34+ (de 12.7% a
6.1%, p = 0.020) y CD14+CD34+KDR+ (de 8.89 % a 4,9%, p = 0,010). Este efecto no fue
inducido por las HDLs de individuos con prediabetes (Figura 12). No se observaron
diferencias en el porcentaje de células que expresaban CD14+ entre los tres grupos (Figura

12).

No se encontré asociacion entre las subpoblaciones y el tamafo de las HDLs con cambios
en la expresion de KDR. No hubo correlacion de la composicion macromolecular de las HDLs
y la expresién de KDR (colesterol libre: r=-0.0583, p=0.685; colesterol esterificado: r=-0.1911,
p=0.071; fosfolipidos: r=-0.1911, p=0.179; y proteina: r=0.112, p=0.433), excepto una

relacion directa con los triglicéridos (r=0.295, p=0.034).
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Figura 12. Expresion de marcadores endoteliales en células multipotenciales derivadas de monocitos
incubadas con HDLs de los diferentes grupos estudiados. Las células multipotenciales derivadas de
monocitos fueron aisladas siguiendo los procedimientos descritos en la Seccion de Métodos, y se
incubaron con 50 ug de HDLs durante 45 minutos a las 24, 48 y 72 horas. Posteriormente, las células
se cultivaron en medio basal endotelial suplementado con factores de crecimiento vascular durante 4

dias. NG: normoglucémico (n=17); prediabetes (n=18), y diabetes tipo 2: diabetes tipo 2 (n=17). Los
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valores de p se determinaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis.
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Tanto la concentracion de fructosamina (r=-0.289, p=0.037) como los AGEs en HDLs
mostraron una correlacion inversa y significativa con la expresion de KDR en los diferentes
grupos (Figura 13A). La correlacion de los AGEs se observd tanto en pacientes
normoglucémicos (Figura 13B) como en aquellos con diabetes tipo 2 (r = -0.606, p = 0.009)
(Figura 13D). Sin embargo, no se encontr6 correlacion entre la expresién de KDR y los AGEs

en HDLs en individuos con prediabetes (Figura 13C).
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Figura 13. Concentracion entre la concentracion de AGEs en HDLs y el porcentaje de células
CDI14+KDR+ en los tres grupos estudiados, n = 52 (A), grupo normoglucémico, n = 17 (B), grupo con
prediabetes, n = 18 (C), y diabetes tipo 2, n = 17 (D). Los valores de r representan los coeficientes de

correlacion de Pearson.
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11. Discusion

El presente estudio determind el metabolismo y la estructura quimica de las HDLs
relacionadas con la glicacion en dos etapas en la progresion de la diabetes tipo 2. El objetivo
principal fue evaluar como las caracteristicas estructurales y de glicacion en las HDLs
afectan la diferenciacion de células vasculares y marcadores de funcionalidad del tejido
adiposo. Para ello, se analizaron las HDLs aisladas de pacientes con prediabetes y diabetes
tipo 2 de recién diagnostico, comparandolas con las HDLs de individuos normoglucémicos.
Los resultados revelaron una asociacion entre las caracteristicas estructurales de las HDLs y
el estado metabdlico del tejido adiposo. Mientras que el tamafno de las HDLs se asocio con el
marcador sérico ATIR/adiponectina y la inflamacion, la concentracion de AGEs en las HDLs
presentaron la correlacion mas alta con el indice ATIR. Ademas, las HDLs de los pacientes
con diabetes tipo 2 de recién diagndstico, redujeron la capacidad de diferenciacion de las
células multipotenciales derivadas de monocitos al fenotipo endotelial CD14/KDR/CD34, en
comparacion con las HDLs de individuos normoglucemicos. Asi mismo, se observd una
correlacion inversa entre los AGEs en HDLs y el numero de células positivas CD14/KDR.
Estos hallazgos proporcionan una comprension mas profunda del metabolismo de las HDLs y
su relacion con la disfuncién vascular y el tejido adiposo en las etapas tempranas de la

diabetes tipo 2.
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11.1. HDLs y marcadores de funcion del tejido adiposo.

La comprensiéon de los mecanismos que conducen a la disfuncién del tejido adiposo no se
comprende completamente, ya que se desarrolla en conjunto con comorbilidades como la
obesidad y la resistencia a la insulina. Algunos marcadores de disfuncién del tejido adiposo
podrian ser utiles para predecir el desarrollo de anormalidades en las HDLs durante el curso
de la diabetes tipo 2. En el presente estudio evaluamos tres marcadores séricos como

indicadores de disfuncién de tejido adiposo.

En comparacion con los sujetos normoglucémicos y con prediabetes, observamos que el
indice ATIR fue significativamente mayor, mientras que la relacion ATIR/adiponectina estuvo
marginalmente elevada entre los sujetos con diabetes tipo 2 recién diagnosticados. El indice
ATIR toma en cuenta las concentraciones de acidos grasos libres e insulina, y refleja la
reduccion en la capacidad de la insulina de inhibir la secrecion de acidos grasos libres del
tejido adiposo (85,86). Por lo tanto, este indice puede identificar a las personas con
disfuncion del tejido adiposo en las primeras etapas de la diabetes tipo 2. Se ha propuesto
que la ATIR puede aumentar progresivamente desde la glucosa de ayuno alterada, la
intolerancia a la glucosa hasta la diabetes tipo 2 (89). Esto es consistente con los resultados
de nuestro estudio, donde observamos un aumento gradual en el indice ATIR en sujetos con
prediabetes y diabetes tipo 2. Por otro lado, nosotros proponemos que la relacion
ATIR/adiponectina refleja la inflamacién y la resistencia a la insulina, pero no se asocio con la
diabetes tipo 2, posiblemente debido a las diferencias sutiles en los niveles de adiponectina
en plasma entre los grupos (Tabla 3). Nuestros resultados concuerdan con estudios previos
que muestran que los niveles de adiponectina en plasma disminuyen debido principalmente a

la presencia de la obesidad y quizas no tanto con el aumento de masa grasa ni la presencia
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de diabetes tipo 2 sin obesidad (111,112). Ademas, se ha reportado que la relacion inversa
entre la adiponectina con la diabetes tipo 2 podria estar significativamente influenciada por

los factores de riesgo asociados a la diabetes tipo 2 y la obesidad (113,114).

Recientemente, se ha puesto énfasis en intervenciones dirigidas a mejorar las
concentraciones de adiponectina y leptina, para mejorar el indice adiponectinal/leptina, en
lugar de enfocarse en cada hormona por separado (81). Ademas, en pacientes con
sobrepeso y obesidad, la pérdida de peso se ha asociado con un aumento significativo en el
indice adiponectina/leptina debido a un aumento progresivo de adiponectina y niveles
reducidos de leptina (115). En un estudio realizado en pacientes con diabetes tipo 2 que se
sometieron a un bypass gastrico en Y de Roux, se encontré que el cambio en el indice de
masa corporal y la grasa corporal presentaron la correlacion mas fuerte con la relacion
adiponectina/leptina. Sin embargo, los efectos fueron similares entre los sujetos que lograron
remision de la diabetes tipo 2, como en aquellos que no la alcanzaron (116). ademas, la
relacion entre estas hormonas se asocidé con un primer evento cardiovascular de manera
independientemente, mientras que no se observd asociacion cuando se evaluaron por
separado (117). Esto sugiere que los beneficios cardiovasculares del indice
adiponectina/leptina podrian estar relacionados con la reduccion del volumen de grasa

corporal y los cambios bioquimicos asociados con la reduccion de peso (84,116,118).

La heterogeneidad de las HDLs es consecuencia de su proceso de maduracion y su
metabolismo, el cual involucra la accion concertada de apolipoproteinas, transportadores,
enzimas y receptores (14). Nuestros resultados muestran que el tamafo de las HDLs fue
gradualmente mas pequefio desde la normoglucemia hacia la prediabetes y la diabetes tipo

2. Ademas, la relacion ATIR/adiponectina se asoci6 de forma independiente con el tamafo de
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las HDLs, lo que sugiere que la funcion del tejido adiposo puede influir en el metabolismo de
estas particulas. Se reportado evidencia que muestra una interrelacion entre el tejido adiposo
y el metabolismo de las HDL (119) . Por un lado, el tejido adiposo puede influir en los niveles
de C-HDL mediante la lipolisis y liberacion de acidos grasos libres, que incrementa la
concentracion de VLDL y el intercambio de triglicéridos por esteres de colesterol, reduciendo
asi los niveles de HDL. Ademas, los adipocitos exportan colesterol hacia las HDLs mediante
el eflujo de colesterol (120). Este colesterol puede ser transportado a otros tejidos o al higado
para su catabolismo, contribuyendo a la homeostasis del colesterol. Por otro lado, las HDLs a
su vez, inducen un incremento en la expresién de adiponectina en el tejido adiposo de
ratones mediante la via de la fosfatidil inositol quinasa-3 (PI3K) (121). Por lo tanto, los
marcadores séricos del tejido adiposo podrian indicar anomalias en las subpoblaciones de
las HDLs. Los niveles bajos de adiponectina indican un aumento de la inflamacién sistémica
de bajo grado que, combinado con el indice ATIR, podria considerarse un marcador de
“‘metainflamacion” o inflamacion metabdlica. Este tipo de inflamacion se ha propuesto como
el mecanismo inicial de la disfuncion del tejido adiposo (122). La acumulacién de lipidos junto
con la hipoxia y el estrés oxidativo generan sefiales de dano, que promueven la activacion de
los macréfagos residentes, los cuales pueden producir citocinas proinflamatorias tales como
leptina, IL-6, IL-8 y la proteina quimioatrayente de monocitos 1 (51). Esto aumenta la
infiltracion de macréfagos y linfocitos, exacerbando las condiciones inflamatorias. Nuestro
estudio encontré una asociacion entre la resistina y el PAI-1 con el tamafio de las HDLs.
Aunque hay informes de que los adipocitos de ratén producen resistina, existe un debate
sobre su relacion con la resistencia a la insulina y la obesidad en humanos (123). Sin
embargo, existe evidencia clara de que los macrofagos residentes en el tejido adiposo

humano secretan resistina cuando hay inflamacion cronica de bajo grado, como en la

62



obesidad y la diabetes tipo 2 (123-125). Ademas, las altas concentraciones de glucosa,
insulina y los acidos grasos libres inducen la expresién de PAI-1. Los adipocitos humanos
también producen PAI-1 en respuesta al TNF-a derivado de los macréfagos del tejido
adiposo, lo que demuestra una funcion del PAI-1 en la inflamacion del tejido adiposo
(126,127). Por lo tanto, la inflamacién metabdlica puede contribuir directamente al tamano de
las HDLs, ya que los niveles séricos del PAI-1 estan inversamente relacionados con las

particulas grandes e intermedias de HDLs en sujetos no diabéticos (128).

En contraste con la asociacion observada con el tamaro de las HDLs, la glicacion de las
particulas se asocié de forma independiente con el indice ATIR y no con el indice
ATIR/adiponectina. Aunque el papel ateroprotector de la adiponectina esta influenciado por el
metabolismo de los lipidos, especialmente la concentracion de C-HDL (129,130), la glicacion
de las HDLs mostré una relacidn mas estrecha con las concentraciones de insulina sérica y
el HOMA-IR (Tabla 4). Esto indica un papel relevante de la resistencia a la insulina en las

modificaciones por glicacion de las HDLs.

11.2. HDLs y la funcion vascular en la diabetes tipo 2.

Las HDLs son complejos pseudomicelares compuestos por lipidos polares solubilizados por
apolipoproteinas (62). Tienen un papel crucial en el transporte reverso del colesterol desde
los tejidos periféricos hacia el higado y protegen al endotelio de los efectos adversos de LDL
oxidadas(131). Ademas, las HDLs también desempefan un papel en la proteccién de las
células endoteliales al restaurar la angiogénesis comprometida a través de la diferenciacion

de células multipotenciales derivadas de monocitos hacia el linaje endotelial (73,97).
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Aunque la disfuncién endotelial en la diabetes tipo 2 esta relacionada con complicaciones
vasculares importantes (46,68), los mecanismos subyacentes de este vinculo son complejos.
Varias subpoblaciones de células progenitoras participan en la reparacion endotelial,
incluidos las células multipotenciales derivadas de monocitos, que contribuyen a la
restauracién vascular a través de su diferenciacion en un fenotipo similar a las células
endoteliales. Originarios del linaje mieloide, las células multipotenciales derivadas de
monocitos exhiben una plasticidad notable, o que les permite adoptar fenotipos endoteliales
caracterizados por la expresion de receptores KDR o Tie-2, conservando al mismo tiempo la
expresion de CD14 y CD34 (91-94). Por lo tanto, las células multipotenciales derivadas de
monocitos podrian representar una subpoblacion crucial de progenitores endoteliales que
puede considerarse como un sistema de respuesta rapida contra las agresiones vasculares.
las células multipotenciales derivadas de monocitos se incorporan facilmente en los sitios de
lesion, donde aumentan la cantidad de monocitos CD14+/CD16+, estimulando la
proliferacion de células de la capa media, musculo liso y fibroblastos, que son esenciales en
el proceso de cicatrizacion de heridas (132). El presente estudio muestra que la glicacion de
HDL puede reducir la expresion de KDR en las células multipotenciales derivadas de
monocitos, principalmente en sujetos con diagnédstico reciente de diabetes tipo 2. Ademas, el
analisis de correlacion indica que las HDLs glicadas podrian inhibir la diferenciacion de las
células multipotenciales derivadas de monocitos debido a su contenido de AGEs. Estos
hallazgos estan respaldados por estudios que muestran que los AGEs interfieren con la
union y sefializacién del receptor scavenger de clase B tipo | (133,134), lo que impacta en la
angiogénesis relacionada con este receptor (13) y la expresion de KDR (98). Ademas,
también se ha informado que la tasa de diferenciacidon reducida de las células

multipotenciales derivadas de monocitos podria ser el resultado de la regulacion negativa de
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receptores como los receptores del cassette de union a ATP tipo 1 y G1 asi como del
receptor scavenger clase B1, los cuales estan mediados por una via de sefalizacion

asociada con el receptor AGEs (78,135).

Los resultados del presente estudio mostraron que las HDL aisladas de sujetos con
normoglucemia o prediabetes tienen una concentracién similar de productos de glicacion. Sin
embargo, los datos resaltan que las HDL de personas recién diagnosticadas con diabetes
tipo 2 contenian una concentracion significativamente mayor de fructosamina y AGEs, lo que
refleja los procesos tempranos de glicacion en las HDL y tal vez en otras proteinas incluso
durante el inicio de la enfermedad. A diferencia de nuestros resultados, un estudio previo
informdé niveles elevados de glicacion en lipoproteinas en personas prediabéticas en
comparacion con personas normoglucémicas (136). Sin embargo, es importante sefalar que
existen varias diferencias en las metodologias entre ese analisis y el presente, ademas de
los niveles consistentemente mas altos de lipoproteinas glicadas entre los individuos
normoglucémicos de ese estudio (136). Ademas, el presente analisis se realizé en individuos
con normoglucemia, prediabetes y diabetes tipo 2 de recién diagndstico y cuidadosamente
seleccionados, en quienes se evitd el tratamiento farmacolégico para minimizarlo como factor
de confusion. Por otro lado, si bien la asociacion de disfuncion endotelial y especies lipidicas,
como LDL y VLDL, se ha informado previamente en sujetos con prediabetes (68,136), no hay
estudios que informen sobre el papel de la glicacion de HDsL en la funcién endotelial durante

el curso de las primeras etapas de la diabetes.

Mas alla de la oxidacion de las HDL, que afecta las funciones de las células precursoras
endoteliales de una manera dependiente de la dosis (137), las anomalias en la composicion

de las HDLs afectan otras funciones biologicas. Estas anomalias incluyen una mayor
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susceptibilidad a la oxidacion debido al enriquecimiento de fosfolipidos (138), el agotamiento
de la esfingosina 1 fosfato (S1P) que altera la actividad de la 6xido nitrico sintasa endotelial
(eNOS) (63) y los triglicéridos elevados que comprometen la capacidad de salida de
colesterol de las HDLs (60). Ademas, se conoce que el tamafio pequefio de las HDLs
correlaciona con un mayor riesgo cardiovascular (139) y los individuos con resistencia a la
insulina y diabetes tipo 2 se caracterizan por tener un tamafio pequefio de HDLs (140,141).
Aunque el presente analisis indica alteraciones minimas en la mayoria de los componentes
de las HDLs, encontramos un tamafio pequefo de las HDLs (Tabla 2) y una correlaciéon
significativa del contenido de triglicéridos de las HDL con la expresiéon de KDR (r = 0,295, p =
0,034) entre pacientes con diabetes tipo 2 recién diagnosticada. No encontramos correlacion
directa entre el tamafo de las HDLs y la glicacién sus particulas. Sin embargo, se ha
informado que la glicacion acelera el catabolismo de la ApoA1, lo que sugiere que la
glicacién de las HDL podria conducir potencialmente a una reduccién del tamafo de las HDL

en estos pacientes que acaban de identificar la diabetes tipo 2 (76).

11.3 Fortalezas y limitaciones.

Una de las principales fortalezas de este estudio es la caracterizacion exhaustiva de los
sujetos, lo que mitiga los posibles sesgos derivados de comorbilidades y tratamientos
asociados. Ademas, la amplia evaluacién de las caracteristicas estructurales y composicién
de las HDLs permitié obtener mas informacion sobre los efectos de la diabetes tipo 2 sobre
las HDLs y su relacién con comorbilidades en etapas tempranas de la enfermedad. El uso de
marcadores séricos no invasivos también permitié una evaluacion solida de su relacién con el

metabolismo de las HDLs.
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Sin embargo, el estudio presenta las siguientes limitaciones. En primer lugar, el tamafio de la
muestra y el disefo transversal no permiten establecer relaciones causales y puede limitar el
poder estadistico para detectar otras asociaciones potenciales. Ademas, se observaron
diferencias marginales en edad, indice de masa corporal y las concentraciones de C-LDL, lo
que podria introducir un sesgo en los resultados, aunque en los analisis multivariados se
realizd un ajuste por edad e indice de masa corporal, entre otros factores de confusion. Por
lo anterior, los hallazgos deben validarse en estudios que involucren una poblacion mas

grande y a través del tiempo.

Ademas, las técnicas de evaluacion de las HDLs y sus caracteristicas estructurales requieren
tiempo, y las mediciones de AGEs, adiponectina y acidos grasos libres no estan ampliamente
disponibles en los laboratorios, lo que limita su utilidad clinica. Estos resultados destacan la
necesidad de técnicas actuales estandarizadas (142) y mediciones séricas (86,87), que
podrian ser utiles como indicadores del estado de salud del tejido adiposo para prevenir el

desarrollo de anomalias metabdlicas.
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12. Conclusiones

1. Se encontré que el tamafo de las HDLs se asocidé negativamente con la relacion
ATIR/adiponectina y presencia de inflamacién, mientras que la concentracién de AGEs

en las HDLs se correlacion6 de manera mas significativa con el indice ATIR.

2. En individuos con diabetes tipo 2 recién diagnosticados, se observd una mayor
glicacion en las HDLs, lo cual resulté en una menor expresion de KDR en las células
multipotenciales derivadas de monocitos. Esto indicé una inhibicion de su capacidad
de diferenciacion endotelial. Este efecto no se asoci6 a la composicion o el tamano de

las HDLs.

En general, estos resultados muestran una asociacion entre el estado funcional del tejido
adiposo y el tamano y la glicacion de las HDLs, las que a su vez afectan negativamente la
diferenciacion endotelial (Figura 13). Este estudio, destaca la importancia de mantener un
control adecuado a largo plazo de los niveles de glucosa, no solo en pacientes con
diabetes tipo 2, sino también en individuos con prediabetes, ya que esto puede tener
efectos biologicos mas alla de las alteraciones en la composicidon macromolecular o

cambios en las subpoblaciones de HDLSs.
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Figura 14. Participacion de las alteraciones de las HDLs en la diferenciacion de las células
multipotenciales derivadas de monocitos y el estado funcional del tejido adiposo. Mientras que el
tamanio de las HDLs correlaciono con la inflamacion en tejido adiposo (resistina) y el indice
ATIR/adiponectina, Los productos avanzados de glicacion (AGEs) se correlacionaron con la
resistencia a la insulina del tejido adiposo y la disminucion en diferenciacion de las células

multipotenciales derivadas de monocitos.
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Adipose tissue dysfunction serum markers 2
are associated with high density lipoprotein

size and glycation in the early stages of type 2
diabetes

Esteban Jorge-Galarza'*2, Aida Medina-Urrutia, Juan Reves-Barrera', Margarita Torres-Tamaya',
Luis Felipe Montafio-Estrada’, Araceli Paez-Arenas”, Felipe Massa-Rojas® and Juan Gabriel Juérez—Rojas"

Abstract

Background High-density lipoproteins (HDLs) have antiatheragenic properties related to their chemical structure,
Adipose tissue (AT} influences HOL reverse cholesterol transport and plasma HOL cholesterol levels. However, whether
AT dysfunction affects HDL subpopulations and their glycation in early type 2 diabetes (T20) is still unknown,
Objective Toinvestigate the association of inflammation and AT dysfunction serum markers with the size and
glycation of HOLs in normoglycemic, prediabetes, and T20 subjects.

Methods \We assessed HOL particle size and advanced glycation end-product (AGE) content in HOLs isolated from
normoglycemic (n=17), prediabetes (n=17), and recently T2D-diagnosed (n=18) subjects. Insulin, adipanectin,
and plasminogen activator inhibitor 1 (PAI-1) were determined using the Bio-Rad Multiplex Platform, and free fatty
acids (FFAs) and high sensitivity C-reactive pratein (hs-CRP) were determined by standard procedures. The AT insulin
resistance (ATIR) index and ATIR/adiponectin and adiponectin/leptin ratios were calculated,

Results HDL was progressively smaller (nm) and enriched with AGE (mg-BSA-AGE/mg protein) according to the
glucose categories: 849 and 7.5 in normoglycemic subjects, 844 and 124 in prediabetic subjects, and B32 and
14.3inT2D subjects (P=0.033 and P=0.009 for size and AGE, respectively). In multivariable regression analysis, the
ATIR/adiponectin ratio was inversely associated with HOL size (f = -0.257, P=0.048), and the ATIR ratic was directly
associated with HDL glycation (f=0387, P=0.0346). In contrast, adiponectin and the adiponectin/leptin ratio were not
associated with alterations in HDL particles. Furthermore, HOL size was associated with resistin (p = -0.348, P=0.007)
and PA-1 {B =-0.324, P=0.004). HDL and AGE were related to insulin concentrations (B=0458, P=0.015). Analyses
were adjusted for age, sex, body mass index, triglycerides, and HOL-cholesteral.

Conclusion HDL size was significantly associated with the ATIR/adiponectin ratio and inflammation, whereas
glycation was more strongly related to the ATIR index. These findings have important implications for the
management and prevention of cardiovascular disease in T20 patients.
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And high-density lipoprotein size

Background

Beyond its role as an energy reservoir, white adipose tis-
sue (AT) is a metabolically active endocrine organ that
regulates blood lipid levels, blood pressure, inflamma-
tion, and angiogenesis [1]. This tissue can expand by
increasing the cell number (hyperplasia) and/or size
(hypertrophy) of mature adipocytes [2]. In a chronic con-
dition of excessive energy intake, adipocytes can reach
a critical cell size. A larger average size of adipocytes
accompanied by lower oxygen tension (hypoxia) is usu-
ally observed in the adipose tissue of obese subjects com-
pared to lean subjects [3, 4],

The convergence of hypoxia, insulin resistance, and
low-grade chronic inflammation contributes to AT
dysfunction, characterized by a shift in the adipocyte
secretory profile toward a proinflammatory phenotype.
Hypertrophic adipocytes can produce cytokines such as
tumor necrosis factor alpha (TNF-alpha), interleukins 6
(IL-6) and 8 ({IL-8), and monocyte chemoattractant pro-
tein 1 (MCP-1) [5], which have proinflammatory action
and induce immune cells such as macrophages and T
cells. In this microenvironment, adipocytes reduce adi-
ponectin and increase leptin and resistin secretion [6].
These cellular stress responses can drive adipocytes into
apoptosis if the conditions persist [7].

Adiponectin is a pleiotropic hormone derived from
adipocytes and has anti-inflammatory, antidiabetic, and
antiatherogenic properties [8]. The serum concentration
of this adipocytokine is decreased in the metabolically
unhealthy obese phenotype compared to the metaboli-
cally obese healthy phenotype or normal-weight indi-
viduals [9]. Therefore, it is considered a good marker
of AT quality [10]. On the other hand, leptin regulates
physiological energy processes through satiety, increas-
ing energy expenditure and promoting adipose tissue
lipolysis. Although leptin concentrations increase with
increasing fat volume, elevated levels of this hormone
are associated with insulin resistance [11], inflamma-
tion, and AT lipolysis, probably through resistance to its
catabolic effects [2, 12]. Based on the above information,
the adiponectin/leptin ratio has been proposed as a use-
ful clinical marker to identify adipose tissue dysfunction
[8, 13]. This index has been shown to be a strong marker
of insulin resistance, even better than the homeostatic
model assessment of insulin resistance (HOMA-IR),
quantitative insulin sensitivity check index, or fasting
insulin plasma levels [14]. In addition, the index has been
related to abnormal concentrations of high-density lipo-
protein cholesterol (HDL-C) and triglycerides. The latter
effect was independent of body mass index (BMI), and its

association was stronger than with adiponectin or leptin
serum levels [15]. The AT insulin resistance index (ATIR)
is another marker of adipose tissue quality that reflects
the metabolic dysregulation of lipolysis and can be eas-
ily estimated by the serum levels of insulin multiplied by
free fatty acids (FFAs) [16, 17]. This ratio has been asso-
ciated with nonalcoholic fatty liver disease [16], insulin
resistance, impaired fasting glucose, and early type 2 dia-
betes mellitus (T2D) [18, 19].

High-density lipoproteins (HDLs) are heterogeneous
complexes varying in shape, size, and lipid and protein
content. Because of their antioxidant, anti-inflammatory,
antiapoptotic, antithrombotic, and vasodilatory proper-
ties, these lipoproteins are considered atheroprotective.
Furthermore, they can also promote cholesterol efflux
from the macrophages of the subendothelial region,
which prevents atherosclerosis development [20]. Previ-
ously, it has been reported that HDL subfractions leading
to a smaller size are related to cardiovascular risk condi-
tions, including T2D [21]. Moreover, triglyceride enrich-
ment, cholesterol ester depletion, and HDL glycation are
changes commonly found in T2D patients [22]. There is
mounting evidence showing an interrelationship between
adipose tissue and HDL metabolism, as adipocytes can
play an active role in regulating total cholesterol balance
and HDL production [23]. We previously reported that
subjects with adipose tissue dysfunction, as determined
by the combination of low adiponectin and elevated
ATIR values, had smaller estimated HDL sizes [24], The
purpose of this study was to assess the association of
inflaimmation and AT dysfunction serum markers with
HDL size and the glycation of these particles in normo-
glycemic, prediabetic, and T2D subjects.

Materials and methods

The studied population included a convenience sample of
subjects from the control arm of the Genetics of Athero-
sclerosis Disease Study [24] and employees of the [nsti-
tuto Nacional de Cardiologia Ignacie Chdvez, considering
the following inclusion criteria: men and women aged 40
to 60 years, BMI<33 kg/m’, a previous fasting plasma
glucose measurement, and those whao did not self-report
a personal history of cardiovascular, kidney, liver, or thy-
roid disease. Subjects under hypolipidemic and antihy-
pertensive treatment were excluded. Elimination criteria
included liver enzyme levels three times above the ref-
erence values for our population (aspartate aminotrans-
ferase (AST)=126 IU/L and alanine aminotransferase
(ALT) =123 IU/L), triglycerides > 6.78 mmol/L (which can
interfere with LDL-C calculation) and high-sensitivity
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C-reactive protein (hs-CRP) values=>10 mg/L to discard
the presence of a possible acute inflammatory process.
The final sample was stratified according to the Ameri-
can Diabetes Association [25] as follows: {1} normogly-
cemic (n=18), with fasting glucose values<5.6 mmol/L
and plasma glucose<7.8 mmol/L measured after 2 h of
75 g of oral glucose intake {oral glucose tolerance test
[OGTT]); (2) prediabetes (n=17), with fasting glucose
values 5.6-6.9 mmol/L or glucose 7.8-11 mmol/L after
OGTT; and (3) T2D {n=18) included newly diagnosed
patients with less than four years of evolution and those
with fasting glucose values>6.9 mmol/l or glucose=11
mmaol/L after OGTT. Seven T2D subjects were under
metformin treatment, and two of them also received
DPP4 inhibitors. To minimize possible bias due to phar-
macological treatment, T2D patients suspended medica-
tion 72 h before the study under physician surveillance
and continued treatment after the study. The Ethics and
Research Committee of the [nstitute Nacional de Cardi-
ologia Ignacio Chdvez approved the study.

After fasting for 12 h, 20 mL of blood was collected to
obtain plasma and serum. Blood samples were separated
and immediately frozen at -80 °C until analysis. Total
cholesterol, HDL-C, fasting glucose, triglycerides, apo-
lipoprotein Al (ApoAl), apolipoprotein B-100 (ApoB-
100), hemoglobin A1C (HbALC), AST, ALT, creatinine,
and hs-CRP were determined by standard procedures
with an automated analyzer (Roche Diagnostics, Man-
heim, Germany). The interassay coefficient of variation
was less than 6% in all determinations. Low-density
lipoprotein cholesterol (LDL-C) was calculated accord-
ing to Delong et al. [26]. The glomerular filtration rate
IGFR) was estimated using the Chronic Kidney Disease
Epidemiology Collaboration formula. Insulin, adiponec-
tin, leptin, resistin, C-peptide, and plasminogen activator
inhibitor-1 {PAI-1) were determined using the Bio-Plex
Multiplex Immunoassay System (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, US). Serum-free fatty acids (FFAs) were
determined with an enzymatic colorimetry assay (Wako
Diagnostics, Osaka, Japan) with an interassay coeffi-
cient < 3%. The following serum markers were considered
indicators of adipose tissue functionality: ATIR, calcu-
lated with the following formula: ATIR=FFA (mmol/L) X
Insulin concentrations (ulU/L) [16, 18]. ATIR/adiponec-
tin index and adiponectin/leptin ratio.

HDL characterization

HDLs were isolated from the plasma by sequential
ultracentrifugation using a potassium bromide solution
(0.5 g/L EDTA) at a 1.21 g/mL density [27]. Total HDLs
were dialyzed against PBS (10 mM, pH 7.4) and loaded
onto a 4-25% native polyacrylamide gel to estimate the
average size of HDL and the subclasses HDL2b, HDL2a,
HDL3a, HDL3b, and HDL3c. The gels were analyzed by
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densitometry to express the subclasses in a relative pro-
portion to 100%. HDL glycation of early (fructosamine),
intermediate {dicarbonyls), and advanced glycation end
products (AGEs) was determined. Fructosamine was
quantified using colorimetric reagents in an automated
autoanalyzer (Roche Diagnostics, Manheim, Germany).
Dicarbonyls were determined as previously reported
[28]. Briefly, the isolated HDLs were incubated with 2—4
dinitrophenyl-phenylhydrazine in 2.5 N HCI for 60 min
at 25 “C and precipitated with 20% trichloroacetic acid
{(w/v). The pellet was dissolved in 6 M HCl-guanidine and
incubated for 10 min at 37 °C to quantifly the absorbance
at 370 nm using a Biotek Synergy H1 spectrophotome-
ter (Biotek Instruments, Winooski, VT, USA). The AGE
concentration in HDL was quantified using a commercial
competitive ELISA kit (OxiSelect™ STA-817, Cell Biolabs,
Inc. San Diego, CA, USA). This method identifies car-
boxymethyl lysine and pentosidine adducts.

Statistical analyses

For the present study, a sample size estimation analysis
using HDL size as the primary variable [29], with a power
of 80% and a confidence interval of 95%, was performed.
The analysis indicated the need for 16 subjects to detect
significant differences among the study groups. Continu-
ous variables were evaluated for normality and expressed
as the mean+standard deviation or median (interquar-
tile range), as appropriate. Categorical variables were
reported as the number of subjects and their prevalence.
Differences in means were compared using analysis of
variance (ANOWVA) with Bonferroni correction for mul-
tiple comparisons. The Kruskal-Wallis test was used to
compare medians, and the chi-square test was used to
analyze prevalence values. Correlations were evaluated
by univariate linear regression, calculating the standard-
ized beta coefficient. Model 1 was adjusted for age and
sex; model 2 corresponded to model 1 plus BMI, HDL-C,
and triglycerides. A P value of <0.05 was considered sta-
tistically significant. All analyses were performed using
Stata 12 IC software (StataCorp LLC, College Station,
TX, USA)

Results

The clinical and biochemical features of the participants
are summarized in Table 1. There was no statistically
significant difference between groups in age, sex propor-
tion, prevalence of smoking, plasma concentration of
total cholesterol, LDL-cholesterol, triglycerides, ApoAl,
ApoB-100, AST, ALT, and glomerular filtration rate. BMI
was slightly higher in the prediabetic group than in the
normoglycemic group (28.6%4 kg/m® vs. 25.3+3 kg/m?,
P<(0.063) and almost identical to that in the diabetic
group (27.6+4.6 kg/m?). As expected, HbAlc values
were significantly higher in the prediabetic (5.82%) and
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Table 1 Clinical and metabolic characteristics of the studied
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Table 2 Markers of adipose tissue dysfunction, glucose, and

groups inflarnmation in the studied groups
Normo-  Prediabe- T2D P Normo-  Prediabe- T2D P
glycemic  tes n=18 value glycemic  tes n=18 value
n=17 n=17 n=17 n=17
Age years) 485+63 52447 494475 0.295 AT dysiunction markers
Sex (malefemale) 70 &1 8410 0461 ATIR 412425 5965x28 TBIL45° 0i0e
BMI (kayrmd) 253+32 8644l 2Ma+44 0.063 ATIR adiponectin 052 0.4 11 no4r
Smaking (%) 3771 3(17.7) 20111 0,824 012-07)  {@3-122) [055-19)*
Hemoglobin A1C (%) cA7 582 66 20001 Adipanectindegtin 422 28 241{1.31-5) 0564
(5.2-56)  (57-591* (6572 (14-133)  (14-67)
*t Adipanectin (uo/ml) 848 599 TOMES-1Ty  OE08
Fasting Glucose 4 86 561 .04 20,001 (3.8-26) (43-18)
{mmal/L) 4.7-5.3) (53-581* (59-82) Glucase and lipid rme-
=t toholism mgrkers
Total cholesteral 491+£103 543414 455+17 0113 Insulir (il mlL) 597 a8y 12 (B1-18) 0027
{mmalsL) (53-108) {HI-1H~ =
LDL cholestercl 305 354 264 0.075 HOMA-IR 1.28 25 382860 =000
tmmalsL) 126-3.6) 12.9-400) [2.3-3.2) (1.1-2.2) le=34* =t
HOL cholestercl 128034 119+031 101+034 Q059 HOMA-IR/Adiponectin 015 032 070 0029
{mmalsL) 0.04-040) (D1-043)  (D20-14*
Triglycerides (mmol/L)  1.27 169 174014 0.075 C-Peptide (pg/mL) 6074259 6632241  TF0+H5 0391
089-162) (123-200 200" Legtin {rgdmL) 25 4.6 31 0265
ApoAl (gL 1444022 1354021 1334026 0399 08-a1) (3061 {D.92-43)
ApoB-100 fg/L) T08£028 124+£035 1.7+£025 0557 FRA (rmimial /L) 0562018 059004 0481£02 0544
AST L) 200725 21 {17-23) 22017-2%3) 0,951 |'n|'irr."r|.'."|rfrr.\ry."nan'e'e."i
ALT (/L) 22015-39) J0(16-26) 25(20-35) 0404 Resistin {ng/mL} 1E£14 35407 36413 087
GFR {mL*min/173m® 100 ] 103 0.944 FAI-1 {na/mL) TA+2E 71423 7H£21 0809
(85-104)  (93-102)  (84-109) hs-CRP (mgfL) 141 1.02 16 D504
Walues are expressed as the meantstandard deviation, median (interguartile &a-22 [07-18) (0.92-5.0)

range), or rumber of subjects (%), HDL-C: high-density lipoprotein cholesterol;
LOL-C: lowe-density lipoprotein cholesteral; AST: aspartate aminotransferase;
ALT: alanine aminotransferase. GFR: glomerular filration rate. * P<0.05 vs,
normoglycemic, £ P<0.05 vs. prediabetes; P valua for means was caloulated
wsing AMOWA with Bonferroni correction. The Kruskal-‘Wallis test was used
10 compare medians, and the chi-square test was used to analyze prevalence
values

diabetes (6.6%) groups than in the normoglycemic
15:47%) group (P<0.001).

Among the AT d)’sfunction serum markers, ATIR and
ATIR/adiponectin were higher in the abnormal glucose
groups than in the normoglycemic group, with a signifi-
cant difference in the T2D group (Table 2). Adiponectin
and the adiponectin/leptin ratio showed a trend toward
lower values in the abnormal glucose groups. On the
other hand, insulin, HOMA-IR, and the ratio HOMA-IR/
adiponectin were significantly higher in the T2D group
than in the control group. Other glucose metabolism
markers and inflammation molecules were not signifi-
cantly different among groups.

HDL size was significantly smaller in T2D subjects
than in the prediabetic and normoglycemic individuals
(8.32 nm vs. 8.44 and 8.49 nm, respectively, P=0.033)
due to a lower proportion of HDL2a and an increase in
HDL3c in the T2D individuals (Table 3). In addition,
HDLs had a higher glycation tendency, especially in AGE
content, with values of 7.5, 12.4, and 14.3 (mg-BSA-AGE/

Values are expressed as the meantstandard deviation, median (interquartile
rangel

* P<0,05 vs, narmoglycemic, T P<0.05 vs, prediabetes. ATIR: adipose tissue
insulin  resistance, HOMA-IR; homeostasis model of assessment-insulin
resistance; FRA: free fatty acide. PALL plasminogen activator inhibitor-1.
hsCRP: high sensitivity C-reactive protein; @ value for means was calculated
using ANCWA with Bonferroni cormection, The Kruskal-Wallis test was used to
compare medians

mg protein} in normoglycemic, prediabetic, and T2D
individuals, respectively (P=0.009).

Simple correlations of HDL size and HDL glycation are
shown in Figs. 1 and 2, respectively. After adjusting for
age, sex, and BMI, HDL size was inversely associated with
the ATIR/adiponectin ratio, HOMA/adiponectin ratio,
resistin, and PAI-1 and directly associated with HDL-C
levels {Table 4, model 1). With further adjustment for
HDL-C and triglycerides, the correlations remained sig-
nificant (Table 4, model 2). In contrast, HDL-AGE was
directly correlated with ATIR, the ATIR/adiponectin
ratio, insulin, HOMA-IR and HOMA-IR/adiponectin
ratio (Table 4, model 1). With further adjustment for
HDL-C and triglycerides, the association remained for
ATIR, insulin, and HOMA-IR (Table 4, model 2).
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Table 3 -0l subpopulations and glycation according to the
studied groups

MNormo-  Prediabe- T2D P
glycemic  tes n=18 value
n=17 n=17
HOL subpopuiations
HOL2b (%) BS+36 7ix27 G226 0074
HDL2a {4) 17237 152+43 134+51% Do4r
HEL3a (%) 23223 20+24* 212+441 0033
HOL3b (%) 254226 270x25  264+27 D224
HOL3C (%) 258268 269+58  328+11° Q028
HOL mean diameter BA9+020 8444017 8324020 0033
{nm) '
HOL glyeation
HOL frectosamine 455+07% 467+085 518+11 0139
HOL- carboryls 96427 985+29 1M23+24 0E24
HOL-AGE 75 124 143 02
16.8-99) B2-163) (BE-19)"1

Walues are expressed as the meantstandard deviation, median (interguartile
range)

* P0.05 ve normoglycemic, T p=0005 vs. prediabetes. The P value for means
was caloulated by ANOWVA with Bonferroni correction, and that for medians
wias calculated by the Knuskal-Wallis test. HOL: high density lipoproteins; AGE:
advanced glycation products

Discussion

In the natural history of T2D, the presence of adipose
tissue dysfunction can affect HDL metabolism and its
chemical structure due to persistent glycation. Our
findings show that the ATIR/adiponectin ratio was
independently associated with HDL glycation and its
subpopulations, whereas ATIR alone was significantly
associated with the AGEs concentration in HDLs. On
the other hand, inflammatory indicators, such as resistin
and PAL-1 were independently associated with HDL size.
These data show for the first time that adipose tissue dys-
function, as measured by serum markers, affects the size
and glycation of HDL particles in the early T2D status
and could have implications for managing and preventing
cardiovascular disease.

Mechanisms leading to AT dysfunction are not fully
understood because this condition develops alongside
comorbidities, such as obesity and insulin resistance.
Some AT dysfunction markers could predict the devel-
opment of HDLs abnormalities in T2D. In the present
work, we evaluated three serum markers as indicators
of AT dysfunction. Compared to normoglycemic and
prediabetic subjects, the ATIR index was significantly
higher, whereas the ATIR/adiponectin ratio was margin-
ally higher in subjects with abnormal glucose metabo-
lism. Because the ATIR index considers FFAs and insulin
concentrations, it reflects the altered adipose tissue anti-
lipolytic effect of insulin [17]. Thus, the index can iden-
tify individuals with AT dysfunction during the early
stages of T2D. It has been proposed that ATIR could pro-
gressively increase across categories of altered glucose
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metabolism, from impaired fasting glucose and impaired
glucose tolerance to T2D. [19] The above agrees with the
results of the present study, as we observed a gradual
increase in the ATIR index in subjects with prediabetes
and T2D. Although the ATIR/adiponectin ratio reflects
inflammation and insulin resistance, it was not associated
with T2D, possibly because the difference in adiponectin
levels between groups is very subtle (Table 2). Our results
align with previous works reporting that plasma adipo-
nectin levels are more related to fat mass excess than the
presence of T2D without obesity [30].

Recent interventions have sought to increase the adi-
ponectin/leptin index rather than specifically target-
ing leptin or adiponectin [8]. Moreover, in patients with
overweight and obesity, weight loss is associated with a
significant elevation of that index due to a progressive
elevation of adiponectin and reduced leptin levels [31].
Recently, in 25 T2D patients who underwent Roux-en-Y
gastric bypass, the change in BMI and body fat had the
strongest correlation with the adiponectin/leptin ratio.
However, this improvement was similar among subjects
who had or did not have remission of T2D, indicating
that the cardiovascular benefits of the adiponectin/leptin
ratio could be due to a reduction in body fat volume or
biochemical changes associated with weight reduction
[32].

The HDL heterogeneity is a consequence of the matura-
tion process of HDL metabolism, which includes the con-
certed action of apolipoproteins, transporters, enzymes,
and receptors [20]. The present results show that HDL
size gradually decreased from normoglycemia to predia-
betes and T2D. Furthermore, the ATIR/adiponectin ratio
was independently associated with HDL size, indicating
that adipose tissue function may influence the metabo-
lism of HDL particles. Previous research has reported
evidence of the potential contribution of adipose tissue to
HDL metabolism, indicating its ability to maintain cho-
lesterol homeostasis by promoting cholesterol efflux to
HDL. In addition, HDL induces the expression of adipo-
nectin through the phosphatidyl inositol kinase-3 (PI3K)
pathway in abdominal fat adipocytes [23, 33]. Hence,
adipose tissue serum markers may indicate abnormali-
ties in the HDLs subpopulations. The adiponectin levels
indicate an increase in low-grade systemic inflamma-
tion, which, combined with the ATIR index, could be
considered a marker of metaflammation. This type of
inflaimmation has been proposed as the initial mecha-
nism of adipose tissue dysfunction [10]. Nutrient surplus
may trigger inflammation by inducing an increase in the
number and size of adipocytes. When hypertrophic adi-
pocytes predominate, their size correlates with increased
inflammatory adipokine secretion, including leptin, IL-6,
IL-8, and MCP-1 [34]. The latter increases the infiltra-
tion of macrophages and lymphocytes, exacerbating
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Fig. 1 Correlations of HOL size with adipose tissue dysfunction serum markers and inflammation. Analyses were made for the whole population Values
are expressed as standardized beta coefficients in univariable regression. ATIR: adipose tissue insulin resistance. HOMA-IR; homeastasis model of assess-
ment-insulin resistance; BAI-1; plasminogen activator inhibitor-1
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proinflammatory conditions. This scenario is consistent
with the findings of our work, in which we found an asso-
ciation of resistin and PAI-1 with HDL size. Although
there are reports that mouse adipocytes produce resis-
tin, a debate about its link to insulin resistance and
human obesity is ongoing. However, it has been clearly
shown that human adipose tissue-resident macrophages
secrete resistin when chronic low-grade inflaimmation is

present, such as in obesity and T2D [35]. Likewise, high
concentrations of glucose, insulin, and FFAs induce the
expression of PAI-1 [36]. In addition, human adipocytes
produce PAI-1 in response to TNF-a derived from adi-
pose tissue macrophages, demonstrating a role for PAI-1
in adipose tissue inflammation [37, 38]. Therefore, meta-
bolic inflammation could contribute directly to HDL size,
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Table 4 Association of AT dysfunction serum markers, glucose
metabolism markers, and inflarnmation with HOL characteristics

HDL size (nm)  "HDL-AGE (mg-
BSA-AGE/mg
protein)
Model Model Model Model
1 2 1 2
AT dysfunction markers
ATIR -0.137 0339" 0380
ATIR/adiponectin 0387%  -0281% D288%
Adipanectindeptin 0044 0212
Adipanectin (pgdml) Q.097 -0.238
Glucose and pid metabolism
Insulin (pllfmL) 0137 0448% 0463
HOMA-R D236 03pe*  0315%
HOMA-IR/Adiponactin -0382*% -0261% D2%4*
HOL-Chelesteral (mmol/L) q4e6* 0544 0137
Triglycerides (mmal/L) -0.025 0025
FEA {mmaol/L) D02y 0061
Inflammation markers
Resistin ina/ml) -39 0304 009G
Fal-1 (ng/mL) 03317 -0370% 0006
hs-CRP (migdL) -0.077 0212

Walues are expressed as standardized beta coefficients. *p=0.005. al n=48 far
the analysis with HDL-AGE. ATIR: adipose tissue insulin resistance, HOMA-IR;
homeastasis model of assessment-insulin resistance; FRA: free fatty acids, PAI-
1; plasminogen activatar inhibitor-1, hi-CRP: high sencitivity C-reactive protein

Medel 1: adjusted for age, sex, and BMI.
Model }: adjusted for age, sex, BMI, HDL-C, and triglycerides

as serum PAIL-1 levels are inversely related to large and
intermediate HDL particles in nondiabetic subjects [39].

Compared to our study, a previous report found higher
AGE concentrations in subjects with prediabetes [40].
Although there are substantial differences in the sam-
pling method, the values reported in that study were too
high, even for subjects with T2D. In this study, patients
had a short time since diagnosis (less than four years) and
were not receiving pharmacological treatment. In con-
trast to the observed association with HDL size, glycation
of the particles was independently associated with the
ATIR and not with the ATIR/adipenectin ratio. Although
the atheroprotective role of adiponectin is influenced by
lipid metabolism, especially the HDL-C concentration
[41], HDL glycation could be due mainly to serum insu-
lin concentrations, which had the strongest association in
the multivariable analyses (Table 4).

Study strengths and limitations

One of the main strengths of this study is the thorough
characterization of the subjects, which mitigates poten-
tial biases resulting from comorbidities and associated
treatments. Moreover, this comprehensive approach
facilitated the utilization of non-invasive and practi-
cal markers specific to adipose tissue, enabling a robust
evaluation of its relationship with HDL metabolism.

Page 8 of 10

This study poses limitations represented by the small
sample size and the cross-sectional design, which pre-
cludes causal inference and may limit statistical power to
detect other potential associations. Therefore, the pres-
ent study should be considered an exploratory analysis,
and the findings should be validated in a study involving
a larger population. Assessing HDLs and its structural
characteristics are time-consuming techniques, and adi-
ponectin and FFAs measurements are not widely avail-
able in laboratories, thereby limiting their clinical utility.
These results underline the need for standardized cur-
rent techniques [42] and serum measurements [10, 16,
17] that could be useful as indicators of adipose tissue
health status to prevent the development of metabolic
abnormalities.

Conclusion

The HDL size was associated with the ATIR/adiponec-
tin ratio and inflammation, whereas AGEs concentration
in HDLs was associated more strongly with the ATIR
index. These results suggest that adipose tissue dysfunc-
tion could influence HDLs metabolism and integrity. Our
findings have important implications for managing and
preventing cardiovascular disease in T2D patients.
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Summary

Background: Multipotential monocyte-derived cells (MOMCs) undergo endothelial lineage
differentiation in response to angiogenic stimuli. High-density lipoproteins (HDLs) are known to rescue
impaired angiogenesis in diabetes. However, it remains unclear whether glycated HDLs affect MOMCs
differentiation in early type 2 diabetes (T2D),

Rationale: We hypothesize that glycation, size, and macromolecular composition if HDLs affect
MOMCs differentiation into the endothelial phenotype, in both prediabetes and T2D patients.

Methods: HDLs were isolated from normoglycemic, prediabetes, and T2D individuals using density
sequential ultracentrifugation. Early and intermediate glycation products levels in HDLs were assessed
through standard biochemical methods, while advanced glycation end products (AGEs) were determined
using competitive ELISA Kits. The size and macromolecular composition of HDLs particles were also
analyzed. CD 14+ MOMCs were isolated from peripheral blood mononuclear cells obtained from blood
bank donors and cultured on fibronectin-coated plates. Flow cytometry was employed to evaluate CD14,
CD34, and KDR endothelial cell differentiation markers after MOMCs incubation with HDLs.

Results: Normoglycemic and prediabetes individuals had lower early glycation products in HDLs (4.6

and 4.4 mM/mg, respectively) than T2D patients (5.2 mM/mg, p=0.049). AGEs concentration exhibited
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a similar trend (7.7, 8.7, and 14.3 mg-BSA-AGEs/mg of protein; p <0.02). HDLs size was higher in
normoglycemic and prediabetes individuals (8.51 and 8.44 nm, respectively) compared to T2D patients
(8.32 nm, p <0.002). HDLs macromolecular composition was not significantly different among groups.
The expression of CDI4/KDR and CDI4/CD34/KDR in MOMCs incubated with HDLs from T2D
patients was lower compared to that observed in normoglycemic and prediabetes individuals. AGEs
concentration in HDLs inversely correlates with CD14/KDR positive cells (r = -0.473, p < 0.001),
especially among T2D patients (r = -0.606, p = 0.009).

Conclusion: Highly glycated HDLs from T2D patients inhibit MOMCs differentiation into the
endothelium phenotype beyond macromolecular composition and size. Qur results underscore the
importance of maintaining adequate and long-term glucose control, relevant not only in T2D patients but
also in those with prediabetes.

Keywords: Newly diagnosed type 2 diabetes, high-density lipoproteins, endothelial progenitor cells,

advanced glycation products, high-density lipoprotein size.

Introduction

Type 2 diabetes (T2D) represents a prevalent metabolic disorder characterized by elevated fasting
glucose, triglycerides, small low-density lipoproteins, and low high-density lipoprotein cholesterol
(HDL-C) levels, which significantly increased cardiovascular risk [1]. These metabolic abnormalities
often begin during the diabetes onset, when fasting glucose levels are moderately below the T2D
threshold. Nevertheless, nearly 70% of those individuals with prediabetes will progress to stablished T2D
[2].

High-density lipoproteins (HDLs) are macromolecular compounds mainly involved in cholesterol

reverse transport. These particles exhibit a wide heterogeneity in shape, size and composition, which in
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tum impacts their antiatherogenic properties such as cholesterol efflux, and their antioxidant, anti-
inflammatory, antiapoptotic, antithrombotic, and vasodilatory activity [3]. Moreover, these HDLs
functions have been shown to be compromised in T2D patients. T2D leads to HDLs tryglycerides-
enrichment and esterified cholesterol depletion, resulting in small and oxidized HDLs particles [4, 5].
Additionally, chronic hyperglycemia associated with T2D can induce non-enzymatic glycation, leading
to the formation of various glycation products, including Amadori’s products (such as fructosamine),
carbonylated proteins like glyoxal and methylglyoxal, and more complex molecules know as advanced
glycation end products (AGEs). Theses glycation products have been shown to impair the beneficial
properties of HDLs particles [6, 7 Bansal 2023 .

In healthy conditions, the intricated mechanism underlying endothelial repair involves late and early
endothelial progenitor cells (EPCs). Late EPCs have the full capability to undergo angiogenesis, whereas
early EPCs have a more heterogeneous subpopulations, are more abundant, and have a higher endocrine
secretory activity than late EPCs [9]. Multipotential monocyte-derived cells (MOMCs) represent an early
EPC subpopulation characterized by CDI4 expression, myeloid origin, and engaging in vascular
restoration [10, 11, 12]. Due to their higher concentration in the bloodstream, as well as their plasticity
to differentiate into an endothelium-like phenotype, MOMCs could be a promising candidate for
regenerative medicine approaches (44, 45).

Endothelial disfunction in T2D patients promotes vascular complications such as nephropathy or
cardiomyopathy [1,8]. HDLs play a crucial role in promoting angiogenesis [13, 14] and can also rescue
impaired angiogenesis in T2D [15]. However, HDLs from T2D patients have been found to disturb the
development of late and early EPC [16, 17] and fail to induce carotid repair in animal models [18].
Although evidence has suggested that HDLs affectations derived from diabetes could be attributed to
HDLs-protein composition (Gomes Kjerulf 2020), there is no data analyzing the effect of moderately

high glucose levels on HDLs glycation and its impact on EPC development. Therefore, the present study

4

99



97

98

99

100
101
102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

aimed to investigate whether glycation, size, and macromolecular composition of HDLs isolated from
patients with prediabetes and newly diagnosed T2D affect the MOMCs differentiation into the
endothelial phenotype.

Methods

Study participants

The study included individuals from the control group of the Genetics of Atherosclerotic Disease study
[19] and employees from the Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chivez in Mexico City, Mexico.
Participants met the following inclusion criteria: men and women aged 40 to 60 yearsold, witha previous
fasting plasma glucose measurement, a body mass index <33 kg/m®, and no personal history or diagnosis
of cardiovascular, liver, kidney, or thyroid disease. Individuals under hypolipidemic and antihypertensive
treatment were excluded. Participants were categorized into three groups following the American
Diabetes Association [2] criteria: 1) the normoglycemic group, consisting in twenty subjects with fasting
glucose < 100 mg/dl and glucose < 140 mg/dl 2-hour after the oral glucose tolerant test (OGTT, 74 g of
oral glucose intake); 2) the prediabetes group, comprising twenty individuals with fasting glucose 100-
125 mg/dL or glucose 140-199 mg/dL, 2-hour post OGTT, and 3) newly diagnosed type 2 diabetes
patients with less than 3 years of evolution and fasting glucose > 125 mg/dL or glucose =200 mg/dL 2-
hour post OGTT. Participants with aspartate aminotransferase [AST] levels greater than 126 TU/L,
alanine aminotransferase [ALT] levels greater than 123 TU/L, triglyceride levels greater than 600 mg/dL,
or high-sensitive C-reactive protein (hs-CRP) levels greater than 10 mg/L were eliminated from the
study. Written informed consent was obtained from all participants, and the Ethics and Research
Commission of the Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chévez approved the project.

After a 12-h overnight fast, 20 mL EDTA blood samples were drawn and centrifuged within 15 minutes

of collection. Plasma was separated, aliquoted, and immediately analyzed or frozen at -80°C until
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analysis. Plasma glucose, total cholesterol, triglycerides, HDL-cholesterol, hemoglobin AlC,
apolipoprotein Al, apolipoprotein B-100, hs-CRP, ALT and AST were measured using standardized
procedures (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). Inter-assay coefficients of variation were
less than 6% forall assays. Low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C) was estimated using the Delong
et al. method [20]. The glomerular filtration rate (eGFR), was computed with the Chronic Kidney Disease
Epidemiology Collaboration formula.

Biochemical analyses

HDLs characterization.

HDLs were isolated from the individual plasma by sequential ultracentrifugation based on their density,
ranging from 1.063 to 1.21 g/mL. This isolation was achieved using a potassium bromide solution with
EDTA at a concentration of 0.5 g/L, followed by exhaustive dialysis with 10 mM pH 7.4 phosphate-
buffered saline [21]. The HDLs macromolecular composition was determined by measuring the protein
concentration by the Lowry method and lipid content (triglycerides, total cholesterol, esterified
cholesterol, and phospholipids) was determined using colorimetric reagents from Wako Diagnostics
(FujiFilm Wako Diagnostics, CA, U.S.A). The proportion of each component was estimated as a
percentage of the total HDLs mass. The size and subpopulations of the HDLs were determined by
gradient 4%-30% polyacrylamide gel electrophoresis under non-denaturing conditions, followed by
densitometric analysis of the gel to estimate the average particle size of HDLs and subclasses HDL2b,
HDL2a, HDL3a, HDL3b, and HDL3¢ [22]. The subclasses were expressed as a relative proportion of
100%. In each assay, a control sample was processed to compute the inter-assay coefficient of variation,

for this determination it was 5.1 %

Fructosamine content in HDLs was determined using a colorimetric reagent in an automated analyzer

(Cobas Integra Fructosamine, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). The intermediate products,
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dicarbonyl groups, were determined as previously reported [23], with isolated HDLs incubated with 2.4-
dinitro-phenylhydrazine in 2.5 N HCI for 15-60 min at 25 ° C, precipitated with 20% trichloro-acetic-
acid (w/voL), centrifuged, and washed with 10% trichloro-acetic-acid (w/voL). The precipitate was
dissolved with HCl 6M guanidine added to the plate and incubated for 10 minutes at 37 °C before
measuring absorbance at 370 nm with a Biotek Synergy H1 microplate spectrophotometer (Biotek
Instruments, Winooski VT, U.S.A.). AGEs were quantified using the OxiSelect commercial competitive
ELISA kit (STA-817, Cell Biolabs, CA, U.S5.A.). which identifies the carboxymethyl lysine and
pentosidine species.

MOMCs isolation.

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from healthy blood bank volunteers were isolated by
histopaque-1077 gradient centrifugation (Sigma-Aldrich, MO, U.S.A) from 50 mL of peripheral blood
obtained by venipuncture. PBMCs were seeded on a fibronectin-coated plate with RPMI medium
supplemented with 10% fetal bovine serum (SFB, Sigma-Aldrich, MO, USA.), 2mM L-glutamine, 50
U/mL penicillin, and 50 pg/mL streptomycin, at a density of 20 X 10° cells and cultured at 37°C ina 5%
CO2 atmosphere for 24 h. Non-adherent cells were discarded, and adherent cells (fresh monocytes) were
used as control cells or to induced MOMCs as previously reported [24]. Briefly, fresh monocytes were
cultured with endothelial cell growth basal medium-2 (EBM2) supplemented with 5% fetal bovine
serum, vascular endothelial grown factor (VEGF), basic fibroblast growth factor, epidermal growth
factor, insulin-like growth factor-1, and ascorbic acid (Lonza Pharma, Basel, Switzerland) at 37°C in a

5% CO2 atmosphere until confluence. Fresh culture medium was added every three days.

MOMCs endothelial marker expression.
Adherent mononuclear cells, cultured for 24 h as previously described [24], were incubated with 50

ng/mL of HDLs isolated from individuals in the three groups, using non-supplemented RPMI-1640 for
7
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45 min in a 5% CO2 atmosphere at 37°C, followed by extensive washing. The cells were washed with
10 mM PBS before being seeded in EBM2 culture medium. After 4 days, the cells were detached with |
mL of trypsin EDTA (0.25%), washed with PBS, and incubated for 20 min at room temperature in the
dark with the previously determined optimal dilution of the primary antibody diluted in Tris-buffered
saline. Mouse monoclonal anti-CD14-Peridinin-Chlorophyll-protein (PerCP) (cat. 301848, 1:20), anti-
CD34-allophycocyanin ( APC) (cat. 343608, 1:40), and anti-VEGFR2/KDR-PE (cat. 359904, 1:60) were
from BioLegend (San Diego, CA, USA). At the end of the incubation period, cells were fixed with 2%
paraformaldehyde for 20 min, washed with PBS/3% albumin, and analyzed on a BD FACSCalibur flow
cytometer (BD Biosciences, CA, USA). We collected 5,000 events per experiment for analysis using
FlowJo software V10 (BD Biosciences, CA, USA)

Statistical analysis.

The results are presented as a mean standard deviation, median (interquartile range), or percentage of
subjects. To compare means between two conditions, the student's t test was used. Comparisons between
the three study groups were performed using a one-way ANOVA followed by Bonferroni correction.
Median differences were analyzed using the Kruskal-Wallis test, and the chi-squared test was used to
determine proportion differences. A Pearson correlation assessed the relationship between HDLs
glycation products and KDR expression in MOMCs cells. A p-value < 0.05 was considered significant,

and STATA/IC 12.0 (StataCorp LLC, College Station, TX, USA). was used for statistical analysis.

Results.

Anthropometric and clinical characteristics showed that selected groups were similar regarding age, sex
prevalence, glomerular filtration rate, smoking prevalence, and plasma concentration of total
cholesterol, LDL-cholesterol, triglycerides, Apolipoprotein Al, Apolipoprotein B-100, AST, ALT, and

hs-CRP. However, the body mass index was slightly higher in the prediabetes group compared to the
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normoglycemic group, but similar to the T2D group (Table 1). As expected, hemoglobin A1C values
were significantly higher in the prediabetes and T2D groups compared to the normoglycemic group (p
trend <0.001). Furthermore, the HDLs cholesterol concentration was significantly lower in the T2D

group than in the pre-diabetic and normoglycemic groups (p < 0.05).

The analysis of the HDLs-glycation showed that HDLs from T2D individuals had a significantly higher
concentration of fructosamine (5.2 mMol/mg protein) than those of normoglycemic individuals (4.6
mMol/mg, p < 0.04). That difference was not statistically significant between T2D and the prediabetes
group (p=0.088), probably due to the higher dispersion in the later. Similar results were observed in the
advanced HDLs glycation products in the T2D individuals (14.3 [8.7-21.6, interquartile range-IQR] mg
BSA-AGEs/mg) compared to normoglycemic subjects (7.7 [6.6-10.2, IQR] mg BSA-AGEs/mg, p
=0.012), but marginally different compared to prediabetes subjects (8.7 [6.7-12.7 IQR]| mg BSA-
AGEs/mg, p=0.088), The concentration of the three HDLs glycation products in the prediabetes group

was not significantly different from those of the normoglycemic group (Figure 1).

The HDLs size analyses indicates that HDLs were significantly smaller in the T2D subjects than in the
prediabetes and normoglycemia groups (8.32 nm vs 8.44 nm and 8.51 nm, respectively, p trend < 0.039).
There was a significant decrease in the proportion of HDL2b and HDL2a and an increase of HDL3c in
the HDLs of the T2D individuals (p < 0.01) compared to normoglycemic and pre-diabetic individuals
(Table 2). Interestingly, the macromolecular composition of HDLs in relation to the percentage of free
and esterified cholesterol, triglyceride, phospholipid, and protein content was very similar among the

three groups (Table 2).

To asses the impact of the HDLs on the differentiation of MOMCs. First, the differentiation of fresh
9
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monocytes to MOMCs was induced using the endothelial differentiation medium EBM2 for 14 days, a
transient increase in KDR expression was observed with a peak at day 4 (Fig 2A). MOMCs incubated
with EBM2 increased their size (FSC) and granularity (SCC) (Fig 2C) compared to fresh monocytes
(Fig2B). Furthermore, among CD14+ cells incubated with EBM2, there were higher percentages of
KDR+, CD34+, and CD14+/CD34+/KDR+ compared to fresh monocytes maintained in RPMI (Figure
2A-B). Specifically, the percentage of KDR+, CD14+CD34+KDR+ cells increased from 24.3%, 3.6%,
and 61.5% in fresh monocytes to 50.2%, 8.1%, and 81.6 % in MOMCs cells (p=0.03) (Figure 2D).
Although cell culture viability after 4 days was nearly 98%, the reduction in KDR expression or KDR+
cell count was not attributed to enhanced cellular toxicity, as cellular viability at day 4 was similar to the

percentage of dead cells between groups.

Importantly, when MOMCs cells were cultured in the presence of HDLs from each group, we found no
differences in the percentage of cells expressing CD14+ among groups. Compared with HDLs from the
normoglycemic group, those from newly diagnosed T2D subjects induced a significantly lower
expression of CDI4+KDR+ (60.4% versus 46.0%; p < 0.002), CD14+CD34+ (12.7% versus 6.1%; p =
0.020) and CD14+CD34+KDR+ (8.9 versus 4.9; p= 0.010). HDLs isolated from prediabetes subjects
had an intermediate effecton MOMCs cells and reached statistical differences with the observed innewly
diagnosed T2D, but not with normoglycemic subjects (Figure 3).

HDLs size and composition were not found to be associated with KDR expression in MOMCs (free
cholesterol: r=-0.0583, p=0.685; esterified cholesterol: =-0.1911, p=0.071; phospholipids: r=-0.1911,
p=0.179; and protein: r=0.112, p=0.433), except for HDLs-triglycerides which showed a positive
correlation with KDR (r=0.295, p=0.034). Moreover, neither fructosamine nor carbonyls in HDLs from
each group correlated with KDR expression. Nevertheless, the AGEs products in HDLs showed an

inverse and significant correlation with KDR expression in pooled (Figure 4A), normoglycemic (Figure
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4B), and newly T2D patients (Figure 4D). Conversely, there was no correlation of KDR expression with

AGESs in HDLs, among individuals with prediabetes (Figure 4C).

Discussion

Patients with T2D develop a high prevalence of vascular complications due to endothelial dysfunction
[1,8]. Although HDLs play a pivotal role in maintaining endothelial integrity, by promoting angiogenesis
[15] and inducing endothelial-like differentiation of EPCs [24], the HDLs alteration could compromise
their vasoprotective properties. The results of the present study showed progressive higher glycation and
smaller HDLs size in individuals with normoglycemia, prediabetes, and newly diagnosed T2D.
Moreover, we observed that HDLs from individuals with prediabetes and newly diagnosed T2D promote
a gradual lower expression of CD14/KDR expression in MOMCs cultures, reaching statistical differences
only in those subjects with newly diagnosed T2D. Notably, the concentration of AGEs in HDLs from
these T2D patients inversely correlates with CD14/KDR expression, which suggests that advanced
glycation end products could have deleterious effects on vascular integrity even during the early stages

of diabetes.

Endothelial dysfunction in T2D is linked to major vascular complications [1, 8], however, the underlying
mechanisms of the link are complex. Several subpopulations of progenitor cell participate in endothelial
repair, including MOMCs that contribute to vascular restoration through its differentiation into
endothelial cells-like phenotype. Originating from myeloid lineage, MOMCs exhibit a remarkable
plasticity, allowing them to express endothelial markers such as KDR or Tie-2, while retaining the
expression of CD14 and CD34 [9-12]. Thus, MOMCs represent a crucial subpopulation of endothelial
progenitors that can be regarded as a rapid response system against vascular insults. MOMCs are easily

incorporate into injury sites, where increase the number of CD14+/CD16+ monocytes, stimulating the
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proliferation of medial-layer cells, smooth muscle, and fibroblasts, which are essential in the wound
healing process [43]. The present study shows that HDLs glycation may reduce the expression of KDR
in MOMCs, mainly in subjects with newly diagnosis of T2D. Moreover, the correlation analysis indicates
that glycated-HDLs could inhibit MOMCs differentiation due to its AGEs content. These findings are
supported by studies showing that AGEs interfere with scavenger receptor class B type I (SRBI) binding
and signaling [37, 38], which impact on SRBI-related angiogenesis [39] and KDR expression [16].
Furthermore, it has been also reported that the reduced differentiation rate of MOMCs could be a result
of the downregulation of receptors like ABCAL, ABCGI, and SRBI that are mediated by a signaling
pathway associated with the AGES receptor [41, 42].

The results of the present study showed that HDLs isolated from subjects with normoglycemia or
prediabetes have similar concentration of glycation products. Nevertheless, HDLs from newly diagnosed
T2D individuals contained a significantly higher concentration of fructosamine and AGEs, reflecting
early glycation of HDLs and maybe other proteins in these kinds of patients who have just debuted with
the disease. Although a previous study reported high glycation levels in lipoproteins from pre-diabetic
compared with normoglycemic individuals, it is important to note that there are differences in the
sampling methods from that and the present analysis, as well as the consistently higher levels of
lipoproteins-glycation, even among normoglycemic individuals from that study [30]. Additionally, the
present analysis was performed in carefully selected and well-defined normoglycemic, prediabetes, and
T2D patients, in whom pharmacological treatment was avoided to minimize it as a confounding factor.
On the other hand, while the association of endothelial dysfunction and lipid species like LDL and VLDL
has been previously reported in subjects with prediabetes [30, 31], the role of HDLs-glycation and AGEs
on endothelial precursors has not been fully explored.

Beyond HDLs oxidation, which affects endothelial precursor cell functions in a dose-dependent manner

[32], abnommalities in HDLs-composition affect other biological functions. These include increase
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susceptibility to oxidation due to phospholipid enrichment [33], depletion of sphingoszine 1 phosphate
(51F) that impairs endothelial nitric cxdde synthase (eX05) activity [34], and elevated friglycerides that
compromise cholesterol efflux capacity of HDNLs [35]. Moreower, it is well known that small HDI s zize
comelates with imcreased cardicvascular risk [36)] and ndividuwals with insalin resistance and T2D are
characterized by having a small HDLs size [50,]. Althongh the present analysis indicated mimimmal
alteration in mest of the HDLs-components, we found small HDI s size (Table 2) and a significant
comelation of the wiglycernides HDLs content with EDE expression (r=0.2%3, p=0.034) among patients
with newly diagnosed T2D. We did not find a divect comelaton between HDL s size and zlycation in
HDI = pevertheless, glycation has been reporied to accelerate apolipoprotein Al catabolism which
suggests that HDLs glycation could potentially leads to reduced HDLs size in these patients who have

just identified to T2D [6].

Swengihs and limitadons.

Ome of the main swengths of this smdy is the comprehensive characterizaton of the individuals, which
minimizes potential bizses derived from comeorhidites and associated meamments that are commeoen in
T2D patients with long ferm evelution. This analysis allows ns to use HDLs charactenistics as indicators
of metabolic alteratons, shedding light on their impact on vasonlar impairment n T2D. Howewer, it is
important to acknowledge the study limitations, which inchude the relatively small sample size and the
cross-sectional desigm The later does oot allows o establish camsality in this smedy. Therefore, the
findings should be walidated through a larper-scale smdy. Additionally, it should be noted that the
assessment of HDLs and their strucoaral characteristics mvolves ime-consuming technigues. Finally, it
shonuld be mentioned that this smdy did not assess other AGEs such as methylzlyoxal or glyool-aldebyde,
rather gur firrus was on the detemminstion of carboxymethyl-lysine and pentosidine. These produocts are

known to be present in HDVLs proteins, with apolipoprotein Al constmring approximately 80% of the
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protein component. These findings underscore the need to develop and standardize glycation

measurement techniques that can offer insights beyond conventional glycemic control measures.

Conclusions.

In this clinal study, we found that HDLs from newly diagnosed T2D subjects have higher glycation that
could negatively impact the expression of KDR in MOMCs cells, inhibiting their endothelial
differentiation capacity. Our results highlight the importance of glycemia not only in diabetes patients
but also in prediabetes individuals who start to have vascular damages due to impaired HDLs
composition and function. The results highlighted that these alterations could be present even during the

early stages of the disease.

Abbreviations: AGEs: advanced glycation end products; APC: allophycocyanin: EBM2: endothelial
cell growth basal medium-2; EPC: endothelial progenitor cells; HDLs: High-density lipoproteins;
MOMCs: Monocyte-derived multipotential cells; PE: phycoerythrin; PerCP: Peridinin-chlorophyll-
protein; LDL: low-density lipoprotein cholesterol; T2D: Type 2 diabetes; VEGFR2/KDR: vascular
endothelial grown factor receptor 2/ kinase domain receptor; SRB-I: scavenger receptor class B type L
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478

479

480

481  Table 1. Clinical and metabolic characteristics of the studied groups

Normoglycemic Prediabetes Type 2 Diabetes  p trend
n=20 n=20 n=20

Age (years) 49 + 6.5 52+£59 51+£53 0.187
Gender (male/female) 713 713 10/10 0.535
BMI (kg/m2) 253+£33 28.1+41 % 279+39 0.039
Smoking (%) 3(15) 6 (30) 2(10) 0.320
Hemoglobin A1C ( 5.51(5.3-5.6) 5.85(58-6.1)*  658(6.5-74)*F  <0.001
Fasting glucose (mg/dL) 89.1 (83-95) 100 (96-105) * 126 (112-148) *7  <0.001
Total cholesterol (mg/dL) 194 (167-220) 203 (178-217) 171 (157-208) 0.260
LDL cholesterol (mg/dL) 122 (95-142) 127 (115-149) 108 (91-137) 0.250
HDL cholesterol (mg/mL) 51.5 (39-60) 44.4 (41-59) 38.2 (31-48)*t  0.019
Triglycerides (mg/mL) 108 (82-150) 115 (102-171) 148 (123-181) 0.158
ApoAl (mg/dL) 151 £29 141 +19 139 £ 27 0.376
ApoB-100 (mg/dL) 109 £27 115 +£29 115 +26 0.608
AST (IU/L) 20 (18-24) 18.4 (16-23) 22(17-25) 0.457
ALT (IU/L) 22 (14-37) 19 (14-29) 25(19-36) 0.235
eGFR (ml*min/1.73m%) 93.6 (85-104) 97 (87-103) 103 (84-109) 0.614
hsCRP (mg/L) 1.42 (0.8-2.2) .08 (0.61-2.8) 1.9 (0.9-5.1) 0.320

482 Values are expressed as mean + standard deviation, median (interquartile range) or number of subjects
483  (%). HDL-C: High-density lipoprotein cholesterol; LDL-C: low-density lipoprotein cholesterol; AST:
484  aspartate aminotransferase; ALT: alanine aminotransferase. eGFR: estimated glomerular filtration rate;
485  hsCRP: high sensitive C reactive protein. * P<0.05 vs normoglycemic, T p<0.05 vs Prediabetes.

486

487

488
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Table 2. Subgroups and composition of HDLs particles

Normoglycemic Prediabetes Type 2 diabetes p trend
n=20 n=20 n=20

HDL2b (%) 88+£39 T7.83+22 628 £2.6 Ff 0.018
HDL2a (%) 17.5+3.7 154+£3.8 13.4£49 %7 0.001
HDL3a (%) 23227 234+£26 215+£42 0.105
HDL3b (%) 254 +£2.7 264 +£2.6 259+£26 0.430
HDL3c¢ (%) 24+ 6.6 27.0+£5.7 32.6+ 10 *F 0.010
HDLs Mean diameter (nm) 8.51+£0.2 8.44+0.2 832+ 022 *t 0.002
Free cholesterol (%) 1.96(1.72-2.22) 1.74(1.222.32)  1.79(1.23-221)  0.398
Esterified cholesterol (%) 20.1 (18-22) 20.7 (19-21) 20.6 (19-21) 0.964
Phospholipids (%) 3.8(3.14.4) 3.4(2.94.5) 4.1 (2.9-5.9) 0.502
Triglycerides (%) 21.7 (20-22) 21.6 (20-22) 21.5 (20-22) 0.866
Protein (%) 51.8 (50-53) 52.7 (50-54) 51.3 (48-55) 0.778

Values are expressed as mean + standard deviation, median (interquartile range).

* P<0.05 vs normoglycemic, T p<0.05 vs Prediabetes.
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Figure 1. Glycation products in HDLs. Early (fructosamine), intermediate (carbonyls), and advanced
glycation products (AGEs) in HDLs, were isolated from the normoglycemic (NG), prediabetes, and type

2 diabetes (T2D) subjects. N=20, p values were determined by the Kruskal-Wallis test.

Figure 2. Comparative expression of CD14, KDR, and CD34 in fresh monocytes and MOMCs. Transient
expression of KDR in fresh monocytes that were cultivated with endothelial basal medium EBM2 for up
to 14 days (A). Comparison of size (FSC), granularity (SCC), and expression of CD14, CD34 and KDR
on fresh monocytes (B) and MOMCs (B) cultivated for 4 days, representative of 5 experiments. Mean
expression of KDR, CD34, and CD14/CD34/KDR in MOMCs and Fresh monocytes, n= 5 assays. *
p=0.05 vs fresh monocytes obtained by Student t-test (D). Red color: cells without staining, blue color:

cells with staining for the indicated fluorochromes.

Figure 3. Inhibition of the expression of endothelial markers in MOMCs. MOMCs were isolated as
described in the materials and methods and incubated with 50 g of HDLs from individuals of the studied
groups during 45 minutes at 24 and 48 hours. Then, the cells were cultured with endothelial basal medium
supplemented with vascular growth factors for 4 days and evaluated by flow cytometry. NG:
normoglycemic (n=17); prediabetes (n=18); and T2D: type 2 diabetes (n=17). p values were determined

by the Kruskal-Wallis test.

Figure 4. AGEs concentration in HDLs correlates with the percentage of CD14+KDR+ cells in individuals
from three studied groups, n = 52 (A), normoglycemic group, n= 17 (B), prediabetes group, n = 18 (C),

and diabetes patients, n= 17 (D). r = Pearson correlation coefficient values.
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