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“Determinacion de la via de apoptosis y la expresion de la quimiocina Mcp-1 en
células de sangre periférica en pacientes Diabéticos Tipo 2 con infecciéon en

tejidos blandos™.

1. RESUMEN

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) constituye un problema de salud publica creciente.
Es una enfermedad caracterizada por hiperglucemia, a consecuencia de defectos en la
secrecion de la insulina, en la accion o ambos, lleva a graves alteraciones en el metabolismo
y al dafio organico mdltiple. Las Infecciones de Tejidos Blandos (ITB) son frecuentes en
pacientes diabéticos, ya que cursan un estado continuo de hiperglucemia, aumentando la
apoptosis de células de sangre periférica, por lo que son incapaces de enfrentar de manera

eficiente una infeccion.

Objetivo: Determinar la via de apoptosis y la expresiéon de la quimiocina MCP1 en
células mononucleares (CMN) de sangre periférica de pacientes con DM2 e ITB y su

correlacion con los niveles de glucosa.

Materiales y Métodos: Se analizaron CMN de 20 pacientes con DM2/ITB, 15
pacientes con DM2 controlada y 20 controles. Se purificaron mediante separacion por
gradiente, parte de las células fue sometida a choque térmico. Evaluamos apoptosis por
medio de fragmentacién de DNA por la técnica de TUNEL .Se realizd inmunotincion con los
anticuerpos: anti- Caspase-3, Caspase-8 y Caspase-9 activas. Las laminillas se analizaron
en un microscopio y se cuantificaron 200 células, utilizando un analizador de imagenes. La
informacion se proceso utilizando un programa de andlisis estadistico, se calcularon medias

aritméticas y desviacion estandar.

Conclusion: Existe incremento en la apoptosis inducida en CMN de pacientes
DM2/ITB. Demostramos la participacion de la Caspasa 8 activa en la apoptosis que
experimentan estas células, infiriendo que mueren preferentemente a través de la via
extrinseca. Expresan Caspasa 9, sin embargo no es significativo. Por primera vez se
determind la expresion de la quimiocina MCP-1, los valores de glucosa sanguinea
correlacionan negativamente con su expresion, infiere de alguna manera que la
inmunosupresion que presentan las células de los pacientes, es propiciada ademas de la
linfocitosis ocasionada por la apoptosis; por la baja expresion de mediadores

guimioatrayentes, como MCPL1, en hiperglucemia.



2. INTRODUCCION
2.1 Definicién

La Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2) es un sindrome que se caracteriza por
alteraciones del metabolismo de carbohidratos, grasas y proteinas, asociado a deficiencias
en la secrecion de insulina, de su accion, o de ambas ®. Es una condicién crénica que
ocurre cuando el pancreas no produce suficiente insulina o el organismo es incapaz de
utilizar la insulina que produce. Hay dos formas de diabetes: DM Tipo 1, los pacientes que la
padecen producen poca o nada de insulina, DM Tipo 2, los pacientes no utilizan la insulina
adecuadamente. Existe actualmente una tercera categoria la cual es denominada Diabetes
Gestacional (GDM), que se desarrolla durante el embarazo pero usualmente desaparece

después del nacimiento.

2.2 Epidemiologia

La diabetes afecta actualmente a mas de 246 millones de personas en el mundo y se
espera que alcance los 366 millones en 2030. La mayoria de los casos se presentan en
paises en vias de desarrollo®. En el afio 2007 México ocupé el noveno lugar mundial en
incidencia de DM con una cifra de 6 millones (20-79 afios), y de seguir la tendencia actual,
en el afio 2025 se ubicara en el séptimo sitio con 10 millones de personas que padecen
esta enfermedad®. La prevalencia de diabetes mellitus en México es también de las mas
altas del mundo actualmente es de 9.4% y alcanzara un porcentaje de 12.2% para el afio
2025"; y afecta ademas a individuos en edad productiva, si consideramos que mas del 50%
de los pacientes registrados en la Secretaria de Salud (SSA), tienen entre 35 y 60 afios de
edad. En México esta enfermedad paso del segundo lugar de mortalidad en el afio 2004 al
primer lugar en el 2007®.

La diabetes mellitus representa altos costos para el individuo, la sociedad y la
mayoria de estos costos se derivan de varias complicaciones que se pueden reducir,
aplazar e incluso prevenir si se controla. Ademas de la alta prevalencia y ser la primera
causa de muerte, es la principal causa de demanda de atencion médica en consulta
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externa, una de las principales causas de hospitalizacién y la enfermedad que consume el
mayor porcentaje del gasto de nuestras instituciones publicas®.

El Instituto Nacional de Salud Publica (INSP) estima que el
impacto econdmico de la diabetes en México, genera un gasto anual de 317 millones solo p
ara el
cuidado de los pacientes; de los porcentajes mas elevados del presupuesto en salud®”.  El
INSP también indica que el gasto anual por diabetes equivale a: 4.7% del gasto publico para
la Secretaria de Salud (38 millones de ddlares). 6.5% del gasto para IMSS e ISSTE (103
millones de délares). El costo de la atencién de los pacientes con enfermedades crénicas,
como la diabetes, compromete la viabilidad del sistema de salud ®

En 2004 murieron 15 mil personas mas que en el afio 2000 a consecuencia de las
complicaciones de la diabetes. Actualmente una de cada tres muertes en México reporta
diabetes como causa secundaria. En un estudio con pacientes diabéticos, informé que las
causas mas frecuentes de hospitalizacion fueron: las enfermedades en el sistema
circulatorio (33%), desordenes inmunitarios, metabdlicos, nutricionales y endocrinos (13%),
sin embargo las infecciones son la segunda causa mas frecuente en estos pacientes con un

14%.

2.3 Fisiopatologia

En la DM2 hay dos factores involucrados: a) una disfuncion de las células beta del
pancreas, con falta de respuesta secretoria al estimulo de la glucosa sanguinea, y b) una
resistencia periférica a los efectos biolégicos de la insulina, tanto por disminucion del
numero de los receptores insulinicos de la membrana celular, como de los receptores
postmembrana, todo lo cual conduce a una excesiva produccién de glucosa por el higado y
dificultades en la captacién de ésta por el masculo y por los adipocitos. En otras palabras la
resistencia insulinica puede ocurrir a cualquier nivel de la accién biolgica de la insulina,

desde su unién inicial a los receptores de la superficie celular, hasta su participacion en la



cascada de fosforilacion de la glucosa. Se ha constatado también su participacion en el
aumento en la secrecién de glucagén®.

La resistencia a la insulina esta directamente involucrada en la patogénesis de la
DM2. Se describe como una respuesta biolégica anormal a una determinada concentracion
de insulina; de hecho es un estado de hiperinsulinemia que se presenta como mecanismo
compensador de la hiperglucemia. La resistencia a la insulina puede ocurrir en cualquier
punto de la via de sefalizacion que lleva a la introduccion de la glucosa a las células. Este
proceso implica la unién de la insulina a su receptor en la membrana celular, lo que induce
autofosforilacion de los dominios citoplasmicos, que adquieren actividad de cinasa de
proteinas y fosforilan otras proteinas como el substrato 1 del receptor de insulina (Insulin
Receptor Substrate-1, IRS-1) que se une a trifosfato de inositol (Inositol-3 Phosphate, 1P-3).
El complejo IRS-1/IP-3 induce a su vez la fosforilacién de diversas moléculas con capacidad
de sefializaciéon intracelular que llevan, entre otras actividades, a la movilizaciéon de
vesiculas intracelulares que contienen la proteina transportadora de glucosa (Glucose
Transporter-4, GLUT-4) desde el citosol a la membrana celular. La resistencia a la insulina
puede deberse a defectos intrinsecos del receptor, a alteraciones en la via de sefializacién o

a defectos en los mecanismos de transporte de la glucosa al interior celular.

2.4 Complicaciones de la DM2

La diabetes es una enfermedad seria con multiples complicaciones y de mortalidad
prematura. Las complicaciones de la DM2 constituyen un problema para las instituciones de
salud por el gasto en medicamentos, dias de estancia hospitalaria y rehabilitacion. Afectan a
personas en edad productiva y tienen repercusiones en la calidad de vida y en la economia
del pais. Se ha destinado al menos 10% del total del presupuesto asignado al servicio
médico, por complicaciones relacionadas con diabetes, en muchos pal'ses(lo),

La hiperglucemia es uno de los factores de riesgo reconocidos para la aparicién y

progresion de las alteraciones vasculares y neuroldgicas de la DM. La elevacion mantenida

en las concentraciones de glucosa provoca cambios en las proteinas plasmaticas y tisulares



con efectos indeseables. El aumento en la via del poliol, los procesos de glucosilacion no
enzimatico, el estrés oxidativo y el estrés carboxilico, son algunos mecanismos que explican
el dafio vascular inducido por la glucosa®™.

La nefropatia, retinopatia, neuropatia, cetoacidosis y estado hiperosmolar son
algunas de las complicaciones mas frecuentes en la DM®. Sin embargo estudios
estadisticos basados en certificados de defuncion, informan que la mayoria de las muertes
estan relacionadas con complicaciones cardiovasculares y renales mas que cetoacidosis 0
hipoglucemia®. Un estudio con pacientes diabéticos, refirié que las causas mas frecuentes
de hospitalizacion fueron: las enfermedades en el sistema circulatorio (33%), desordenes
inmunitarios, metabdlicos, nutricionales y endocrinos (13%), sin embargo las infecciones son
la segunda causa mas frecuente en estos pacientes con un 14%. Destacan las infecciones
de tejidos blandos, causa frecuente de hospitalizacion y de amputaciones.

Como ya se menciond, con frecuencia la DM se asocia con infecciones, en especial
cuando se presenta alglin desequilibrio metabdlico. Aunque la relacion entre el control
glucémico y el riesgo de adquirir infecciones no se conoce bien, se sabe que los pacientes
diabéticos presentan una alta predisposicion a adquirir infecciones intrahospitalarias,
principalmente en situaciones post-operatorias 0 cuando se encuentran en terapia

(14;15)

intensiva Los factores que contribuyen a incrementar la susceptibilidad a las

infecciones en DM2 incluyen a las enfermedades vasculares periféricas (acompafiadas
generalmente por isquemia), neuropatia y disfuncién del sistema inmune “%") .

En modelos experimentales se ha demostrado que la diabetes representa un riesgo
adicional en las infecciones polimicrobianas. Los factores de riesgo adicionales para las
infecciones necrozantes son la edad, el alcoholismo, enfermedad vascular, neoplasia,
inmunodepresion, obesidad y insuficiencia renal crénica @.En los ratones obesos diabéticos
(modelo que corresponde a DM2) algunas bacterias como: Escherichia coli, Bacterioides
fragilis y Clostridium perfringens, presentan un efecto sinérgico que resulta en mayor

severidad de las infecciones polimicrobianas®®.

Los ratones NOD (que padecen DM1)
establecen respuestas inflamatorias ineficientes, con menor producciéon de quimiocinas,
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como la proteina inflamatoria 2 del macréfago (Macrophage inflammatory protein-2, MIP-2),
reduccion de estallido respiratorio y mayor dafio en tejidos infectados por Staphylococcus

aureus™.

2.5 Infecciones en Tejidos Blandos (ITB).

El término Tejido Blando se refiere al tejido que conecta, brinda soporte o rodea otras
estructuras y o6rganos del cuerpo. Los tejidos blandos incluyen: tendones, ligamentos,

fascias, tejido fibroso, tejido adiposo, membranas sinoviales, misculos y nervios

Las infecciones cutaneas y tejidos blandos constituyen un amplisimo grupo de
cuadros clinicos de diversa etiologia, patogenia y pronostico localizados en la epidermis,
dermis, tejido celular subcutaneo y/o musculo. La clasificacion mas utilizada de estos
procesos es la que distingue tres grandes grupos: piodermas, infecciones necrozantes e
infecciones secundarias a lesiones previas. La etiopatogenia de estas infecciones puede ser
por cualquier tipo de microorganismo (virus, bacterias, hongos y parasitos), pero las
bacterianas son las més frecuentes.

La infeccion de tejidos blandos es una de las complicaciones crénicas de la diabetes
mellitus tipo 2; se caracteriza por alteraciones inmunolégicas en la funcién de los leucocitos,
como fagocitosis y quimiotaxis, y por alteraciones de los linfocitos que afectan la produccién
de citocinas, las cuales puede desempefiar un papel importante en la fisiopatologia de la

enfermedad.

2.6 DM2/Apoptosis

La apoptosis es un fendmeno que se encuentra involucrado en la patogenia de la
diabetes y sus complicaciones. Se sabe que hay participacion de apoptosis en el dafio
pancratico autoinmune en DM1“?. La apoptosis que se presenta en la hiperglucemia crénica
se asocia con la degeneracion vascular y neuronal de la diabetes. En ratas diabéticas se

presenta la muerte celular de diversos tipos de neuronas, como las productoras de

vasopresinas®? y de ganglios espinales®, las corticales® y las del hipotalamo®”, asi
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como apoptosis en células mesangiales®™ lo que contribuye al dafio microvascular de la

neuropatia periférica. Se sabe que en pacientes diabéticos puede haber apoptosis asociada

a neuropatia, aunque no se observa con claridad del modelo de rata diabética #°.

Las ratas diabéticas sufren dafio renal asociado con apoptosis®”. En ratas diabéticas

28)

se encuentran células apoptéticas en la aorta®. Por ello, se considera que la apoptosis

participa en la aterogénesis® y en la cardiomiopatia dilatada®. Se ha demostrado que el
tratamiento de diversas lineas celulares con concentraciones elevadas de glucosa se asocia
a un incremento en la apoptosis de las mismas. Asi, se ha demostrado en células (3 de
pancreas de rata®, cultivos primarios de microglia (son células que tienen capacidad fagocitaria, se

originan en la médula 6sea representan el sistema mononuclear fagocitico en el sistema nervioso central) de

32) 33)

rata®, lineas celulares epiteliales de cristalino®, células de tGbulo proximal de rifién

humano®, células mesangiales murinas y humanas®®, células endoteliales®®, musculo liso

(37) 38)

de aorta humana“"”, miocitos de corazén y células de miocardio de ratones diabéticos'

entre otras.

2.7 Proteina Quimioatrayente de Monocitos (Monocyte Chemoattractant
Protein-1, MCP-1)

Las quimiocinas son pequefias proteinas secretadas por leucocitos y por células del

endotelio vascular, asi como en drganos linfoides.(8-11 kDa), tienen funcion en el

(39)

reclutamiento de células, activacion y diferenciacion*”™, juegan un papel importante en

procesos fisioldgicos como la hematopoyesis, angiogénesis; y patolégicos como inflamacion,

(40;41)

ateroesclerosis, infecciones, alergias y enfermedades autoinmunes Regulan el

transporte de leucocitos mediante la adhesion de estos a la pared arterial, la iniciacién de la
migracién transendotelial y la invasion a tejido, a través de un gradiente de concentraciéon®?.
Estas proteinas reclutan monocitos, macrofagos, Linfocitos T, eosindfilos y células asesinas
naturales (Natural Killer, NK)“®. Las quimiocinas se unen a sus receptores, los cuales
pertenecen a la super familia de receptores acoplados a proteinas G(G-protein-coupled-

receptor, GPCR), y de esta manera median sus efectos biologicos“?.

12



La proteina quimioatrayente de monocitos (MCP-1 por sus siglas en ingles) o
también conocida como el ligando-2 de la quimiocina con motivo CC (CCL2, por sus siglas
en inglés); es una citocina pequefa, pertenece a la familia de quimiocinas con motivo CC
(residuos de cisteina). Recluta monocitos, linfocitos T de memoria y células dendriticas a

sitios de infeccién v tejidos dafiados*®

, 'y es la clave en el desarrollo de respuestas de tipo
Th2 “®. Es producida predominantemente por macréfagos y células endoteliales; en
respuesta a diferentes sefiales: TNF-a, IFN-g, LPS, y lipoproteinas como LDL “?. La sintesis
y liberacidn de esta citocina juega un papel esencial en proceso de inflamacion aguda y
cronica. El receptor para MCP-1 es CCR2, se expresa predominantemente en monocitos y
linfocitos T activados, incluyendo Linfocitos T de memoria.

Recientemente se ha observado que el tejido adiposo expresa adipocinas (citocina u
hormona secretada por el tejido adiposo) como MCP-1 y TNF-q, los cuales modulan una
respuesta inflamatoria en el tejido, el metabolismo y la habilidad de almacenar triglicéridos
(TGC) en el adipocito“?. El desarrollo del estado inflamatorio en este tejido esta asociado a
la resistencia a la insulina en muisculo esquelético. La accion de estas citocinas afecta
dramaticamente al adipocito incrementando los niveles de acidos grasos libres (AGL), los
cuales causan resistencia a la insulina en animales y humanos®“**?,

Estudios realizados en ratones obesos informan que existe una gran produccién de
MCP-1 en tejido adiposo, incrementando las concentraciones sistémicas de esta proteina.
En experimentos in vitro se observd que la liberacion de MCP-1 puede ser estimulada con
mediadores insulino-resistentes como: TNF-a, IL-1f3, IL-6, mientras que agentes anti-
inflamatorios como IL-10 y antidiabéticos como metformina y tiazolidina reprimen la
liberacion de esta quimiocina. Los niveles elevados de MCP-1, en estudios in vitro, muestran
que disminuye la ingesta de glucosa estimulada la expresién de diversos genes
adipogénicos (LpL, adipsia, Glut-4, P2, receptor B3-adrenergico), y. estos resultados
sugieren que estos niveles elevados de MCP-1, contribuyen a un mal funcionamiento del

adipocito y la patologia asociada con hiperinsulinemia y obesidad, incluyendo la DM2 V. Se
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ha documentado que MCP-1 se encuentra expresada en varias enfermedades como
ateroesclerosis, esclerosis mdltiple, asma y artritis reumatoide.

La diabetes mellitus se caracteriza por la activacion continua y cronica de diversas
células del sistema inmunolégico innato, principalmente monocitos, macréfagos y
neutrdfilos, que conduce a la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y de
citocinas proinflamatorias. De hecho, estas citocinas pueden estar elevadas incluso antes de
la manifestacion clinica de la diabetes. Ademas se presenta una acumulacion acelerada de
productos de glicacion avanzada ( Advanced Glycation End Product, AGE) que estd muy
relacionada con la hiperglucemia sostenida por la resistencia periférica a la insulina, y se
incrementa cuando se ingieren grasas y proteinas que llevan a lipoperoxidacion®Y.

Los productos finales del proceso avanzado de glicaciéon han sido implicados en la
patogénesis de la glomeruloesclerosis en diabetes. Azucares reductores como glucosa
reaccionan de manera no enzimatica con los grupos amino de las proteinas formando bases
de Schiff. La formacién y acumulacion de estos productos se ha relacionado en procesos
normales de envejecimiento. Sin embargo en pacientes diabéticos se ha observado una
produccion acelerada. Recientemente se les ha vinculado en la patogénesis de

complicaciones microsvasculares y macrovasculares de pacientes con DM®?

. La glicacion
de proteinas lleva a la liberacién de citocinas, especies reactivas de oxigeno (Reactive
Oxygen Species, ROS) y AGEs, que inducen un proceso inflamatorio crénico, activacion del
endotelio vascular con incremento de la expresion de moléculas de adhesién como VCAM-1
(vascular cell adhesion molecule-1) (CD106) o ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1)
(CD54). MCP-1 por un lado y un incremento en la expresion de CD11b/18 en los monocitos,
lo que aumenta su adherencia al endotelio normal o dafiado y por otro lado, la glicacion de
las diferentes isoformas de la colagena altera su capacidad de modular la migracion de los
fagocitos, con la consecuente ateroesclerosis. Por otro lado, el dafio celular y vascular no

solo se debe a la produccion excesiva de ROS, sino a una afeccidn cuantitativa y cualitativa

de los sistemas de eliminacion de ROS. El glutatién, por ejemplo, se consume por el estrés
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oxidativo, por la produccién excesiva de H,O, pero también tiene una funcién defectuosa ya
gue, como todas las proteinas de la economia, sufre un proceso de glicacion.

El estrés metabdlico en diabetes, resultado de un metabolismo energético deficiente,
el cual produce mediadores inflamatorios, puede incrementar el riesgo de un dafio oxidativo.
Se analiz6 la produccion de MIP-2 y MCP-1 implicados en la patogénesis de la diabetes, y si
sus efectos resultan afectados por la hipoxia, en ratas diabéticas y no diabéticas mantenidas
bajo condiciones de normoxia o de hipoxia. En las ratas diabéticas se encontré un marcado
incremento de MCP-1 comparado con las no diabéticas, en el caso de MIP-2 no se
encontraron diferencias. Por lo tanto la hipoxia produce selectivamente estas quimiocinas,
importantes en el proceso de diabetes®*%¥,

En un estudio realizado en cultivos de células mesangiales, se investigo la expresion
de VEGF y MCP-1. Estas células se trataron con diferentes tipos de AGE, se encontré que
el nimero de células viables y de DNA decrecid significativamente, se incrementaron
significativamente p53 y Bax, y la induccién de apoptosis. Ademas estos productos regulan
los niveles de mRNAs para VEGF y la secrecién de MCP-1%2,

MCP-1/CCL2 se ha implicado en el papel principal de reclutar monocitos/macréfagos
en modelos animales de nefropatia. Diversos factores inducen la expresion renal de esta
guimiocina. Pacientes con diabetes muestran niveles elevados de proteinas de fase aguda
y elevado conteo de neutrofilos, lo que hace suponer un proceso inflamatorio. Se ha
relacionado los niveles urinarios de esta quimiocina y la severidad de la enfermedad en
pacientes con DM2®%. Y se ha correlacionado con el dafio tubular, indicio que la expresion
de esta proteina contribuye al dafio renal.

Dada la participacion de citocinas proinflamatorias en casos como el sindrome de
respuesta inflamatoria sistémica, asi como sepsis y otras enfermedades infecciosas, nuestro

objetivo fue describir la participacién de MCP-1 en pacientes diabéticos, en una condicién

de infeccion, como infeccién de tejidos blandos.
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2.8 Apoptosis

La apoptosis, también conocida como muerte celular programada, es la forma de
muerte celular que se caracteriza por condensacion de la cromatina, fragmentacion nuclear
y formacion de cuerpos apoptéticos que son eliminados por fagocitos adyacentes, por lo

que no provoca respuesta inflamatoria®

. Es un mecanismo que permite la eliminacion
ordenada de células y, por tanto, participa en la morfogénesis, ontogenia y fisiologia de las
células, asi como en la homeostasis de los aparatos y sistemas del organismo.

Aunque el proceso de apoptosis se desarrolla en varias horas, la remocién de los
fragmentos apoptoéticos es tan rapida que raramente se identifican células apoptéticas en
condiciones normales.

La apoptosis es un proceso complejo en el que participan en cascada un grupo de
cistein-proteasas, con especificidad sobre residuos de aspartato, conocidas como
Caspasas. Todas las caspasas se sintetizan como zim6genos Yy experimentan un
procesamiento proteolitico durante su activacion, contienen un prodominio seguido de una

56)

subunidad pequefia (p10) y otra larga (p20)®®. Estas enzimas se pueden dividir en tres
categorias; las Caspasas inflamatorias (4, 5, 11, 12,13 y 14), las Caspasas iniciadoras (8, 9,
10) y el tercer grupo las Caspasas efectoras (3, 6,7), cuyas preformas inactivas se
encuentran como dimeros principalmente en el citosol y para ser activas requieren cortarse
por las iniciadoras o por la granzima B, serin-proteasa presente solo en linfocitos T
citotdxicos.

A diferencia de las Caspasas efectoras, las Caspasas iniciadoras se encuentran
como mondmeros no requieren de rompimiento proteolitico para activarse, sino de
dimerizacion mediada por la interacciéon con proteinas adaptadoras y con los dominios
intracitoplasmicos especificos de proteinas transmembranales que funcionan como

receptores. Estos dominios se caracterizan por la presencia de una secuencia de

aminoacidos (80-100), denominados Dominios de Muerte (Death Domain, DD), a su vez se
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divide en la subfamilia Death Effector Domain (DED) y Caspase Recruitment Domain

(CARD), la cual media la interaccién con proteinas adaptadoras®®.
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Figura 1. Clasificacion de Caspasas. Se clasifican en tres grupos de acuerdo a su funcion. 1) Caspasas
inflamatorias, los otros grupos estan involucrados con el mecanismo de apoptosis (2) Caspasas iniciadoras
en apoptosis y 3) Caspasas efectoras.

La activacion de la cascada de Caspasas da como resultado el procesamiento de un
numero importante de proteinas celulares conocidas como sustratos celulares de muerte
(cell-death substrate, CDS), estas proteinas incluyen actina, la cual mantiene la integridad
de la célula, al degradarse resulta en la condensacion de la cromatina y fragmentacién
nuclear. El procesamiento del inhibidor de DNAsa activada por caspasa (inhibitor of the
caspase-activated DNase, ICAD) produce la liberacion de endonucleasas, que se traslocan
al nucleo para fragmentar el DNA. La ruptura de proteinas del citoesqueleto, como actina,
plectiba, ROCK1 y gelsolina, conlleva a la fragmentacién celular y la formacién de cuerpos

apoptoticos®”.
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Esta dicotomia, de hecho define dos vias por las cuales una célula puede sufrir apoptosis.

La via extrinseca y la via intrinseca.

2.8.1 Via Extrinseca

La via extrinseca depende de receptores celulares de la familia de Factor de
Necrosis Tumoral (Tumor Necrosis Factor Receptor, TNF), entre los que se incluyen el
TNFR1 (CD120a), DR3/TNF (death receptor 3/TNF) y Fas (CD95). Estos receptores forman
trimeros y contienen dominios intracitoplasmicos, llamados dominios de muerte (death
domains, DD). Cuando estos ligandos se unen a sus receptores en el exterior de la célula,
los DD se unen a proteinas adaptadoras como el dominio de muerte asociado a Fas (Fas
associated Death Domain, FADD), con excepcién del TNFR1 (CD120a) que primero se une
al dominio de muerte asociado a TRAIL (TRAIL associated Death Domain, TRADD). FADD
tiene un domino efector (death efector domain, DED) que a su vez se une a las Caspasas
iniciadoras 10 y 8, formando el “complejo inductor de la sefalizacion de muerte” que es

capaz de dimerizar a las Caspasas efectoras®®.

2.8.2 Via Intrinseca

La via intrinseca implica permeabilizacion de la membrana mitocondrial por
alteraciones celulares como la hipoxia o disminucién en el transporte de glucosa. En esta via
se libera el Citocromo C de la mitocondria y se une a Apaf-1 en presencia de ATP. La
interaccidon entre estas proteinas ocasiona un cambio conformacional de Apaf-1, y deja
expuesto un sitio CARD, ocurre una oligomerizaciéon de Apaf-1 por la interaccion CARD-
CARD, resultando en una estructura “tipo rueda”, conocida como apoptosoma. La Caspasa
9 tiene un dominio CARD el cual media la interaccién especifica con Apaf-1, y al procesarse
la pro-Caspasa 9, esta activa a la Caspasa 3®?.

En condiciones normales APAF-1 se encuentra separado del citocromo C por la

membrana mitocondrial. Sin embargo, cuando por alguna razon esta membrana se

permeabiliza se libera al citosol y se inicia la cascada de evento que lleva a la apoptosis. El
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proceso de permeabilizacion de la membrana mitocondrial (MOMP) se encuentra regulado
por proteinas pertenecientes a la familia de Bcl-2 (B cell leukemia/lymphoma). Estas
proteinas pueden dividirse en dos grupos, antiapoptéticas y proapoptoéticas. Las proteinas
antiapoptoticas (Bcl-2, Bcl-x, Bcl-xL, Al, Bcl-w y Mcl-1) previenen la permeabilizacion de la
membrana mitocondrial y la liberaciébn de citocromo C, en tanto que las proteinas
proapoptéticas, que se clasifican de acuerdo a el nimero de dominios BH que contienen
(Bcl-2 homology domanis), pueden mediar la permeabilizacién de la membrana mitocondrial
por si solas (Bax, Bak y Bok), o pueden activarse por otro subgrupo de proteinas
proapoptéticas de la familia Bcl-2, denominadas solo dominio BH3 (Bim, Bid, Bad, Bmf,
BNIP-3, Puma y Noxa)®®.

Existen otras proteinas que pueden promover la muerte o la sobrevida celular que se
liberan cuando se permeabiliza la membrana mitocondrial. Entre ellas, se encuentran el
factor inductor de apoptosis (apoptosis-inducing factor, AlF), que pueden promover muerte
celular de manera independiente a la activacion de Caspasas y otras proteinas, como
Smac/DIABLO, que promueve apoptosis porque interfieren con la actividad de las proteinas

5559 |as cuales se unen alas

inhibidores de apoptosis (Inhibitor of Apoptosis Protein, IAP’s) ¢
pro-Caspasas impidiendo su activacion.

Durante el proceso de apoptosis se presentan cambios fisioldgicos y morfoldgicos
celulares desde etapas tempranas, los cuales se pueden detectar por diversas técnicas de
laboratorio. Entre los primeros cambios de una célula en apoptosis se encuentra la
exposicion de la fosfatidil-serina en la superficie la cual puede determinarse por su
capacidad de unir Anexina V y el aumento de la permeabilidad celular que puede medirse
por la captacion de ioduro de propidio mediante citometria de flujo. La actividad de caspasas
se puede determinar directamente o mediante la deteccidn de los productos de protedlisis

mediante anticuerpos especificos contra los fragmentos. El rompimiento del DNA celular

puede determinarse mediante electroforesis o bien mediante TUNEL.
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Figura 2. Via Intrinseca. BAX y BAK estan secuestradas y mantenidas en estado inactivo en la membrana externa de la
mitocondria mediante la unién a proteinas antiapoptéticas, las cuales pertenecen a las proteinas de la familia BCL-2. Bajo
estimulos las proteinas del dominio solo de BH3, como BIM o0 PUMA se activan, desplazan alos miembros de la familia de
BCL-2, de proteinas como BAX y BAK y conllevan a la liberacién de citocromo C de la mitocondria. Después el citocromo
se une a APAF-1 y a la pro-Caspasa-9, formandose el apoptosoma y activando a Caspasas efectoras y después a los

sustratos de muerte que degradan al DNA.
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Figura 4. Apoptosis. Via Extrinseca. Estimulacion con el ligandos de CD95 (CD95L) conlleva a la formacién del complejo
de sefializacion inductor de muerte CD95 (CD95 DISC), en donde se lleva a cabo la activaciéon o procesamiento de
Caspasa-8 y Caspasa-10. Elevados niveles de CD95 DISC y altas concentraciones de Caspasa-8 activa y Caspasa-10,
directamente inducen la activacion de Caspasas efectoras (Caspasa-3, Caspasa-6 y Caspasa-7). Via Intrinseca. Liberacion
de citocromo C de la mitocondria, resulta en la formacién del apoptosoma, seguida de la activacién de la pro-Caspasa-9, y

activacién de esta activa a Caspasas efectoras.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La diabetes es una enfermedad de muy alta prevalencia en nuestro pais y es sin
duda alguna el mayor reto que enfrenta el sistema nacional de salud. Ademas de ser la
primera causa de muerte, es la principal causa de demanda de atencibn médica en
consulta externa en hospitales, una de las principales causas de hospitalizacion y la
enfermedad que consume el mayor porcentaje del gasto en instituciones publicas.

Las infecciones de tejidos blandos son complicaciones graves de la diabetes, que se
presentan mas frecuentemente en pacientes que no han llevado un control adecuado y
cursan con descontrol metabdlico. El proceso inflamatorio infeccioso y los productos téxicos
del metabolismo alterado tienen la capacidad de producir muerte celular programada. En
trabajos previos de nuestro laboratorio se encontr6 un incremento significativo en la
apoptosis inducida en CMN de los pacientes con DM2 e infeccién. Lo que puede ser uno de
los mecanismos por los cuales el paciente se encuentra inmunodeprimido. Se demostro la
participacién de Fas y Fas-L en apoptosis de células de sangre periférica y su correlacion
con la concentracion elevada de glucosa sanguinea, sin embargo no se determino por que
via se induce preferentemente muerte celular.

En procesos inflamatorios e infecciosos, las quimiocinas son elementos cruciales en
las interacciones celulares, ademas de encargarse de reclutar células inflamatorias. Se ha
relacionado los niveles urinarios de la quimiocina MCP-1 con la severidad de la enfermedad
en pacientes con DM2, y se ha correlacionado con el dafio tubular, con esto se interpreta
gue la expresion de esta proteina contribuye al dafio renal.

Por ello, lo importante de este proyecto es identificar la via de apoptosis y la
expresion de MCP1, en las células de sangre periférica y si existe correlacién con la
concentracion elevada de glucosa sanguinea en pacientes con DM2 que padecen
infecciones en tejidos blandos. Si se conocen los mecanismos de induccién de apoptosis y
de la supervivencia celular, se comprendera mejor la fisiopatologia del dafio celular en las

complicaciones de la diabetes y encontrar medidas terapéuticas mas efectivas.
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4. OBJETIVOS

4.1.General

Determinar la via de apoptosis y la expresién de la quimiocina MCP1 en células
mononucleares (CMN) de sangre periférica de pacientes con DM2 e infeccion en tejidos

blandos y su correlacién con los niveles de glucosa.

4.2 .Especificos

Determinar la presencia de apoptosis en CMN de sangre periférica (mediante las
determinaciones de TUNEL y C-3 activa)

Determinar la via de apoptosis en CMN de sangre periférica (apoptosis inducida y
espontanea) de pacientes DM2/ITB (mediante la determinacion de las expresiones de
Caspasa 8 y Caspasa 9 en su forma activa).

Determinar la expresion de MCP1 en células de sangre periférica de pacientes con

DM2/ITB
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5. HIPOTESIS

En las células mononucleares de sangre periférica de pacientes con Diabetes
Mellitus tipo 2 e Infeccion en Tejidos Blandos, es posible demostrar que hay aumento
en la apoptosis y la expresion de la quimiocina MCP-1, ademas la muerte celular se
induce preferentemente por la via apoptética extrinseca, y que la expresiéon de esta
guimiocina correlaciona de manera inversamente proporcional a la concentracion de

glucosa en sangre.
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6. DISENO DE INVESTIGACION

6.1.POBLACION

Se realizé un estudio clinico transversal comparativo en una muestra de 20 pacientes
con diagnostico de DM2/ITB mayores de 30 afios que fueron hospitalizados en el Hospital
de Infectologia "Dr. Daniel Méndez Hernandez” del CMN “La Raza” del IMSS, 15 pacientes
con DM2 controlada que asistian para su control a la consulta en la clinica multidisciplinaria
“Los Reyes” de la FES-Zaragoza UNAM, asi como 15 controles sanos no diabéticos que
fueron proporcionados por el servicio de laboratorio clinico del Banco de Sangre del CMN
“La Raza”. Una vez seleccionados los pacientes que reunieron los criterios de inclusion,
previa aceptacion o firma de carta de consentimiento, se les practicd una evaluacion clinica
integral con atencion especial a obtener los datos de control metabdlico, asi como la
existencia de complicaciones agregadas y todos estos datos se registraran en el expediente.
Se les tomé muestras para estudios de gabinete y una muestra para realizar el estudio. Se
realizé la purificacion de células dentro de las dos primeras horas, y se almacenaron las
laminillas para su posterior andlisis mediante inmunocitoquimicas para determinar el
porcentaje de apoptosis (TUNEL), la expresion de Caspasa 3, Caspasa-8 y Caspasa-9

activas, y la quimiocina MCP1.

6.2.CRITERIOS

6.2.1. Criterios de inclusién

Pacientes que aceptaron participar en el estudio, previo consentimiento informado por
escrito. Se incluyeron pacientes con DM2 mayores de 30 afios de edad, de ambos géneros,

en tratamiento con hipoglucemiantes orales o insulina y con ITB.

6.2.2. Criterios de exclusion

Pacientes con DM1, acidosis lactica, coma hipoglucémico, cetoacidosis, cetoalcalosis
diabética, pancreatitis aguda, cetoacidosis alcohodlica, cetoalcalosis diabética, enfermedad

terminal, cancer, sospecha de infeccidn por virus de inmunodeficiencia humana (VIH).
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6.2.3. Criterios de eliminacioén

Pacientes con informacién incompleta, con evidencia de insuficiencia renal aguda, sospecha
de
acidosis lactica, complicaciones como la hipoglucemia, hipopotasemia grave,

broncoaspiracion, edemas cerebral, alcalosis de rebote o shock séptico

6.3.VARIABLES

6.3.1. Independientes
DM2
DM2/ITB

6.3.2. Dependientes

Apoptosis en pacientes DM2 controlada, DM/ITB y sanos
Expresion de Caspasa 8
Expresion de Caspasa 9

Expresion de MCP1
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1.Purificacion de células de sangre periférica.

La purificacion de las CMN de sangre periférica se realizé mediante la técnica de
separacion por gradiente, por centrifugacion; empleando el reactivo “Lymphoprep”
(Fresenius Kabi Norge AS, Axis-Shield PoC AS, Oslo, Norway Lys), de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante. Se mezclé 1:1 de sangre problema con solucién salina
(S.S) al 0.9 % NacCl, mientras que se midi6é el volumen del reactivo lymphoprep estéril de
acuerdo al volumen total de mezcla sangre/S.S; guardando la relacion 3 mL lymphoprep-10
mL mezcla y se colocé en un tubo Falcon de 15 mL, la cantidad adecuada de lymphoprep y
se adicion6 lentamente por las paredes del tubo la mezcla sangre/S.S; posteriormente se
centrifugd a 1500 rpm por 30 minutos. Después se separo la capa de células y se colocd
en otro tubo Falcon se adicion6 una cantidad igual de solucién salina a la capa extraida y se
centrifugd nuevamente por 20 minutos a 1500 rpm, finalmente se decant6 el sobrenadante

y se resuspendié el botén en 1 mL de SSF.

7.2.Preparacion de laminillas.

Después de la purificacion una parte de las células fue sometida a choque térmico a
38°C por 2 horas, posteriormente las CMN fueron tefiidas y contadas con azul de tripano
bajo microscopia de luz (20X), se realizo el calculo para obtener 5x10* células/ pL .Este valor
se multiplicé por el nimero de laminillas a elaborar y el valor obtenido se completé con SS
de tal forma que a cada celda de la cito centrifuga se le adicionaron 200 pyL de muestra para
cada laminilla.

Después de dejar secar las laminillas se rotularon y se fijaron con formaldehido al 4% por 20
minutos. Después de haber transcurrido este tiempo se dejaron secar a temperatura

ambiente y finalmente se almacenaron para su posterior inmunotincion.
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7.3.Citoinmunohistoquimica.

Con la finalidad de disminuir las variaciones entre experimentos, la reaccién para
cada marcador se realiz6 en un solo tiempo en todos los grupos. A partir de las laminillas
obtenidas por citocentrifugacion se procedio a la inmunotincién. Se realizé la recuperacion
de antigeno con citrato de sodio (pH 6, 0.01M), por 20 min a 90 °C en bafo Maria,
posteriormente se realizaron 2 lavados para eliminar el exceso de citrato. Se eliminé la
actividad de la peroxidasa enddégena con metanol y peroxido de hidrégeno al 3% por 15
minutos. Se bloqued la union no especifica de los anticuerpos al tejido, sumergiéndolos
durante 60 minutos en suero normal de cerdo al 2%.

Posteriormente, se incubaron toda la noche a temperatura ambiente en cAmaras himedas
con los anticuerpos correspondientes.

Anticuerpos.

Anti-Caspasa 3 activa (Santa Cruz, Biotechnology Santa Cruz, CA. USA).
Anti-Caspasa 8 activa(Santa Cruz, Biotechnology Santa Cruz, CA. USA)
Anti-Caspasa 9 activa(Santa Cruz, Biotechnology Santa Cruz, CA. USA)
Anti-MCP1 (Santa Cruz, Biotechnology Santa Cruz, CA. USA).

Reactivo TUNEL

In Situ Cell Death Detection Kit, Polidioxanona, POD (Roche, Diagnostics,
Mannheim, Germany).

Reactivo de Revelado Inmunohistoquimica
Streptavidina conjugada a peroxidasa de rabano (Horseradish peroxidase,
HRP) (DAKO LSAB + kit, DAKO corporation).

Después de lavar con solucion amortiguadora de fosfatos 1X (Phosphate Buffered
Saline, PBS), las laminillas se incubaron con el segundo anticuerpo conjugado a biotina por
30 min a temperatura ambiente. Después de lavar se adicioné estreptavidina conjugada a
HRP, por ultimo el color se generd6 mediante la adicion del substrato cromégeno
denominado Diamino Bencidina (Diamino Benzidine, DAB) durante el tiempo requerido de

cada marcador con respecto al control de isotipo; se detuvo la reacciéon con agua y se
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contratifid con hematoxilina. La muestras se deshidrataron bajo el siguiente esquema: agua
destilada, etanol 70%, etanol 90%, etanol 100% y xileno en bafios de 5 minutos cada uno.
Finalmente, las preparaciones se cubrieron con resina y se dejaron secar a temperatura

ambiente.

7.4.Determinacion Apoptosis mediante la técnica de TUNEL.

A partir de las laminillas obtenidas mediante citocentrifugacion, se procedio a realizar
la evaluacién de la fragmentacion de DNA mediante la técnica de TUNEL (Terminal-
Deoxinucleotidyl-transferase mediated dUTP-digoxingenin nick end labelling). Brevemente, se
incrementé la permeabilidad de la membrana celular mediante la adicién de citrato de sodio
(pH 6, 0.01M) el cual se adiciond por 20 minutos a 95° C en bafio Maria. Se elimind la
actividad de la peroxidasa enddégena con metanol y peroxido de hidrégeno al 3% por 15
minutos. Se bloqued la unidon no especifica de los anticuerpos al tejido, sumergiéndolos
durante 60 minutos en suero normal de cerdo al 2%. Posteriormente se procedié a adicionar
la enzima trasnferasa terminal (terminal transferase, TdT); se hizo una mezcla de 50 yL de
enzima con 450 pyL de buffer, conteniendo oligonucleétidos conjugados con fluoresceina, la
cual se incub6 con las muestras por 60 minutos en a 37°C, en oscuridad. Se lavo 5 veces, 5
minutos con PBS 1X. Posteriormente se realizé la incorporacion del anticuerpo anti-
fluoresceina, para lo cual se adicionaron 20 pyL de polidioxanona (PDO) y se incub6 a 37
°C/30 minutos, se lavé 5 minutos con PBS 1X en 3 ocasiones. El desarrollo de color se
realizé con la adicion de DAB, monitoreando bajo el microscopio de luz. Cuando se observd
la coloracién café en las células se detuvo el registro del tiempo y se elimin6 el exceso de
DAB e inmediatamente se lavé con agua corriente para detener la reaccién, se contratifio
con hematoxilina, se deshidraté y montd con resina sintética, se dejé secar minimo 24

horas para hacer el andlisis en el microscopio.
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7.5.Cuantificacion de células positivas inmunotefiidas.

Las laminillas se analizaron en un microscopio (Olimpus, BX-40) y las células
positivas (color café) se cuantificaron en 4 campos para cada laminilla, utilizando un

analizador de imagenes (Imagen-Pro PlusO, Media Cybernetics, Silver Spring, MD. USA).

7.6. Analisis Estadistico.

Se elabord una base de datos y la informacién se procesé utilizando un programa de
analisis estadistico (Prisma 4a de GraphPad Software, Inc., San Diego, CA). Los datos se
presentaron mediante medias aritméticas de cada grupo y desviacion estandar. La
evaluacion de la diferencia en el nUmero de células positivas y la densidad de expresion de
las reacciones inmunohistoquimicas se realizé mediante analisis de varianza (ANOVA) de
una via. Utilizado analisis de comparacién mdultiple de Tukey para identificar las diferencias
entre grupos. p£ 0.05 se consider6 como significativa. Para los andlisis de correlacion se

realizé una prueba de Sperman y regresion lineal.
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8. RESULTADOS

8.9.Descripcion clinica

Se estudiaron 20 pacientes con diagnéstico de DM2 e infeccién de tejidos blandos
(DM2/ITB) (Tabla 1), 14 pacientes con DM2 control (Control, Tabla 2) y 20 personas sanas.
Entre DM2/ITB se encontraron 14 hombres y 6 mujeres, en tanto que en los DM2 se
encontraron 12 mujeres y dos hombres. La edad promedio de los DM2 fue de 59.9 afios
(39 a 80), en tanto que en aquellos con DM/ITB fue de 57.3 (41 a 74). El tiempo de
evolucion promedio del grupo DM2 fue de 8.8 afios (1 a 25), en tanto que en los pacientes
con DM2/ITB fue de 7.3 (1 a 20). La glicemia promedio para el grupo de DM2 fue de 141.9,
mg/dL (99 a 200), en tanto que para el grupo de DM2/ITB fue de 254 mg/dL (103 a 634)
(Tabla 1). De los cuales 7 presentaron fascitis, 9 enfermedad de Fournier, 3 abscesos y 1
pie diabético. El 55% de los pacientes con DM2/ITB present6 una clasificacion del control
metabdlico grave, 20% moderado, 15% leve y 15% controlado. Mientras que la poblacién de
DM2/ITB, el 57% presentd control metabdlico, 7% descontrol leve y 35% moderado, todos

estos valores fueron al momento de la toma de la muestra.

8.10. Determinacién de apoptosis por TUNEL.

En la Figura 5 se presenta las fotografias de un paciente representativo de cada
grupo, donde se muestra la apoptosis cuantificada por TUNEL. En general, se encontrd
mayor numero de células TUNEL positivas en los pacientes con DM2/ITB, la apoptosis
inducida (F) se encontrd significativamente aumentada en comparacion con la apoptosis
espontanea en los mismos pacientes (E). En los casos de DM2 se encontré una leve tincién
para TUNEL (D), en células sometidas a choque térmico, en comparacion con las células de
los mismos pacientes que no recibieron choque térmico (C). Para los casos de las muestras
de los controles sanos, la tincion para TUNEL en el caso de las muestras sometidas a
apoptosis inducida fue minimo (B), en comparacién con las mismas muestras en apoptosis
espontanea (A). En algunas muestras, sobre todo en el grupo de DM2/ITB, se pueden

observar cuerpos apoptéticos tefiidos de color café caracteristicos de apoptosis tardia. El
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numero de células TUNEL positivas se cuantificd6 mediante analisis densitométrico mediante
un analizador de imagenes. Los resultados se muestran en las Figura 6. En relacién al
porcentaje de células positivas para TUNEL, se puede observar que no existe una diferencia
significativa entre los grupos de pacientes en el caso de las muestras con apoptosis
espontanea (menos del 5% de apoptosis en los diferentes grupos) (p=0.2832). Sin embargo,
en las muestras sometidas a apoptosis inducida, se observa una clara diferencia la cual es
estadisticamente significativa (p=0.0001) en el caso de las células provenientes de
pacientes con DM2/ITB (14.77 + 4.2 %), si se compara con el grupo de DM2 Control (8.25 £

4.1%) y Sanos (4.2 = 1.8%).

8.11. Apoptosis determinada por la expresion de Caspasa-3 activa.

La Figura 7 muestra los hallazgos inmunocitoquimicas de la expresion de Caspasa 3
activa. En las muestras que fueron sometidas a choque térmico (A, C, y E), no se observa
una clara expresion de Caspasa 3 activa en las CMN de pacientes con DM2, o DM2/ITB
resultados muy similares a los encontrados en los controles. En el caso de las CMN
proveniente de pacientes con DM2/ITB sometidos a apoptosis inducida (F), muestran una
clara y alta expresiéon de Caspasa 3 activa, en comparacion con las células provenientes de
los pacientes con DM2 o los controles (B y D). Lo cual es muy consistente con los hallazgos
obtenidos por TUNEL. La expresién de esta proteina fue principalmente citoplasmicos,
aunque en algunas muestras, nuevamente en el grupo de DM2/ITB, se pudo observar
tincion nuclear, lo cual denota translocacién nuclear, paso muy importante para la induccién
de la degradacion del DNA. El analisis densitométrico de la expresién de Caspasa 3 activa
(Figura 8C), muestra un comportamiento parecido a lo que encontramos con la tincion de
TUNEL. Las células provenientes de los diferentes grupos no muestran una diferencia
significativa en la expresion de Caspasa 3 activa cuando no son sometidas al choque
térmico (Figura 8A) (p=0.2809). Mientras en al caso de las muestras sometidos a choque

térmico, (Figura 8B), las células de pacientes con DM/ITB muestran un claro incremento en
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la expresion de Caspasa 3 activa en comparacion con las células de pacientes con DM2 'y

controles (p=0.0129, ANOVA).

8.12. Andlisis de la expresion de Caspasa-8 activa.

La Figura 9 muestra los resultados del andlisis de la expresion de Caspasa-8 activa.
De manera interesante se encontré que en general, la expresion de esta proteina se ve
aumentada en el caso de las CMN sometidas a choque térmico de los pacientes tanto con
DM2, como en los pacientes con DM2/ITB, si se comparan con los controles sanos. (Figura
9B, D y F). La densidad de la expresion para la Caspasa-8 activa se muestra en la Figura
10C, los resultados obtenidos mostraron que existe una aumento significativo en las
muestras sometidas a choque térmico, en el grupo de DM2 y DM2/ITB si se compara con
los controles sanos (p= 0.0023, ANOVA). Cuando se compararon los grupos de células
tratadas con choque térmico (inducida), se observa incremento en el porcentaje de células
de los pacientes del grupo DM2/ITB (**p < 0.001 vs grupo sanos, ANOVA), también se
observa incremento de los pacientes del grupo control sanos (**p < 0.001 vs grupo DM2

Control, ANOVA).

8.13. Anadlisis de la expresion de Caspasa-9 activa.

El analisis de la expresion de Caspasa-9 activa se muestra en la Figura 11. Se
observa que existe un aumento en la expresion de esta proteina en las CMN de sangre
periférica de los grupos DM2/ITB tratadas con choque térmico (Figura 11F). Sin embargo,
en las CMN de pacientes con DM2 esta expresion fue minima, tanto en las tratadas como
en los no tratados con choque térmico (Figura 11C y D), y en las células del grupo control
sanos (Figura 11A y B) la expresion fue menor. La densidad de expresion de Caspasa-9
activa (Figura 12C) en las células tratadas con choque térmico de los pacientes con
DM2/ITB muestra un incremento (**p < 0.05 vs grupo sanos, ANOVA), al ser comparada con
las de los pacientes con DM2 o con el grupo control. De igual manera en el caso de las

células tratadas con choque térmico de pacientes con DM2 controlada muestran un claro
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incremento en la expresion de Caspasa-9 en comparacion con los pacientes con el grupo

control sanos (**p < 0.01 vs grupo DM2 Control, ANOVA)

8.14. Analisis de la expresion de MCPL1.

Los resultados en el andlisis de la expresion de MCP1 se muestran en la Figura 13.
Se encontrd que, la expresion de esta proteina se ve aumentada en el caso de las CMN de
los pacientes, sometidas a choque térmico tanto con DM2, como en los pacientes con
DM2/ITB, si se comparan con los controles sanos (Figura 13B, Dy F).
La densidad de la expresiéon para MCP1 (Figura 14C), aumenta en las muestras sometidas
a choque térmico, en el grupo de pacientes DM2/ITB si se compara con los controles sanos
(p= 0.0023, ANOVA). Cuando se compararon los grupos de células tratadas con choque
térmico (inducida), se observa incremento en el porcentaje de células de los pacientes del
grupo DM2/ITB (**p< 0.01 vs grupo sanos, ANOVA) y del grupo DM2/ITB (**p < 0.05 vs

grupo DM2 Control, ANOVA).

8.15. Andlisis de la correlacion entre la apoptosis y la expresion de
Caspasa 8, 9 y MCP-1 en los pacientes con DM2/ITB.

Andlisis de la posible correlacion entre la expresion de Caspasa-8 activa y apoptosis
en el grupo de pacientes con DM2/ITB. Los resultados informan que existe asociacion entre
la apoptosis y la expresion de esta proteina. En la Figura 15 se muestra que el porcentaje
de apoptosis en los pacientes con DM2/ITB muestra una correlacién positiva con la
expresion de Caspasa-8 en apoptosis inducida (r =0.5460, p=0.033). Al analizar la
correlacion entre la expresion de Caspasa-9 activa y la apoptosis (Figura 16), encontramos
gue existe una tendencia a una correlacién negativa, sin embargo esta correlacion no fue
estadisticamente significativa (r = -0.2284, p=0.1974). Se analizé la posible correlacion entre
la expresion de MCP1 y la apoptosis espontanea e inducida (Figura 17). El porcentaje de
apoptosis en los pacientes con DM2/ITB muestra una correlacion ligeramente positiva con la

expresion de MCP1 en apoptosis inducida (r = -02884, p= 0.3939) y de la misma manera se
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observa con la expresion de MCP-1 en CMN que no se sometieron a choque térmico (r =

0.009, p= 0.4839).

8.16. Andlisis de la correlacion entre los niveles de glucosa vy la
apoptosis, expresion de Caspasa-8, 9 y MCP-1 en los pacientes con
DM2/ITB.

Se evalud la posible correlacién entre la concentracion de glucosa en sangre de los
pacientes con DM2/ITB, con el porcentaje de apoptosis, expresion de Caspasa 8 activa,
Caspasa 9 activa y Mcp-1. Analizamos si existia una correlacion entre el nivel de apoptosis
con la glucosa en sangre (Figura 18) por lo que se realizé un analisis de Sperman,
encontrando que el porcentaje de apoptosis inducida en los pacientes con DM2/ITB
muestra una correlacion positiva con los niveles de glucosa en sangre (r = 0.0010, p =
0.9967). Al analizar el nivel de expresion de Caspasa-8 con el nivel de glucosa en sangre
(Figura 19), encontramos que no existe correlacion (r = 0.1077, p= 0.3404). Para la
Caspasa-9, los resultados obtenidos infieren que tampoco existe una correlacién (Dato no
Mostrado) entre la expresion de Caspasa-9 y la concentracion sanguinea de glucosa (r =
0.0163, p= 0.4640). También se analiz6 si existia correlacion entre la concentracién de
glucosa sanguinea, en apoptosis con la expresion de MCP-1 (Figura 20). Los resultados
muestran que existe correlacién negativa entre la glucosa sanguinea y la expresiéon de esta
guimiocina (r = -0.7163, p=0.0228).

8.17. Andlisis de la expresion de MCP-1 y los niveles de glucosa en los
diferentes subgrupos de pacientes con DM2/ITB.

Se analizo la expresion de MCP1 en las células de cada uno de los subgrupos de los
pacientes con DM2/ITB (Absceso, Fascitis y Fournier), comparandose con los grupos
controles (DM2 y sanos). Como se muestra en la Figura 22. Los resultados notifican
claramente que el subgrupo de pacientes DM2/ITB con Fascitis presentan un claro
incremento en la expresion de MCP1 cuando se compara con los demas subgrupos y los
controles, (**p=0.0028). También se analizd si existian diferencias entre los niveles de

glucosa de estos subgrupos de pacientes con DM2/ITB al compararse entre ellos y el control
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de DM2. Como se muestra en la Figura 21 B, no existe una diferencia significativa en el

nivel de glucosa en los diferentes subgrupos de DM2/ITB (p=0.2618).
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9. DISCUSION.

La apoptosis es un mecanismo esencial por el cual las células se eliminan de manera
controlada, limitando asi el dafio excesivo del entorno celular. Inicialmente, la apoptosis fue
considerada como un mecanismo por el cual una poblacién celular selecta puede ser
activamente eliminada de un tejido especifico durante la morfogénesis y la remodelacion tisular;
Sin embargo, ahora se sabe que este fendmeno tiene un papel importante en la resolucién de la
respuesta inmune.

La apoptosis de linfocitos juega un papel importante en la funcion apropiada de la
respuesta inmune®. Ya que intervienen en los procesos de maduracion de los linfocitos By T
durante la seleccion positiva y negativa. La apoptosis también regula la magnitud de la
respuesta inmune. Los linfocitos activados se eliminan cuando ha cedido un proceso
infecciosos ®V. Sin embargo, cuando el mecanismo de apoptosis no funciona adecuadamente,
el resultado puede ser un fuerte dafio en el organismo.

Diferentes estudios informan que la hiperglicemia crénica incrementa la muerte celular
por apoptosis, de manera especifica por la via intrinseca ®*®®. Por lo que una alta proporcién de
linfocitos en apoptosis en estados diabéticos puede explicar la funcién inmune deficiente en los
diabéticos pobremente controlados®. Existe evidencia de que la apoptosis participa en
diversos procesos fisiopatologicos de la diabetes. Pues niveles elevados de azlcar inducen
apoptosis de células endoteliales, que conlleva a complicaciones asociadas a la apoptosis
como la ateroesclerosis, neurodegeneracion e insuficiencia renal®®®- Pues se ha observado
que en ratas diabéticas se presenta apoptosis de neuronas productoras de vasopresina, de
neuronas corticales, del hipotalamo y de ganglios espinales. En cultivos primarios de microglia
de rata se presenta apoptosis en presencia de altas concentraciones de glucosa y si se le
agrega LPS se observa un efecto sinérgico.

Un numero de estudios han ofrecido evidencia que los pacientes diabéticos presentan

leucocitosis®®®. De manera especifica en la poblacién de linfocitos®. Esto puede jugar un
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papel muy importante en el funcionamiento deficiente de la respuesta inmune y una alta

6979 | 3 disminucion en el

incidencia de infecciones en los pacientes diabéticos sin contro
namero de los linfocitos es probablemente una consecuencia clinica de la apoptosis que ocurre
en estas células.

Varios estudios han demostrado una fuerte correlacion entre la prevalencia de

infecciones y el control metabélico de los pacientes"?

. Un estudio en células de sangre
periférica obtenida de pacientes diabéticos muestra un incremento en la apoptosis al
compararla con la de pacientes sanos “®. EI mecanismo por el cual se induce este estado de
apoptosis en las células de pacientes diabéticos poco controlados, aun no se conoce. Se ha
proporcionado evidencia que prueba que la via de induccién de apoptosis en los linfocitos de
estos pacientes es mediado por la via mitocondrial®”. Estudios propios prueban la implicacién
de la via extrinseca de la apoptosis como un mecanismo inductor de apoptosis en células de
sangre periférica de pacientes poco controlados y con infecciones asociada a sangre
periférica’. De varios estudios in vitro e in vivo se ha inferido la participacién del sistema
Fas/FasL en la patogenia de la diabetes”®"®, ya que se ha demostrado que la induccién de
apoptosis en la células B del pancreas es promovido por la interaccion de Fas con su ligando.
Nosotros hemos demostrado que existe un incremento en la expresion de Fas en células de
sangre periférica de pacientes con DM2 e infeccion de tejidos blandos, después de ser
sometidas a choque térmico, asi mismo estos pacientes presentan un notable incremento en la
expresion del ligando de Fas®. Estos hallazgos y los de otros autores justifican que exista
apoptosis en células de sangre periférica de pacientes con diabetes y que esta apoptosis se
incrementa en procesos infecciosos. Es muy probable que esta apoptosis sea debida al
incremento en la expresion de Fas y su ligando.

El presente trabajo tuvo como objetivo estudiar la via de induccién de apoptosis

mediante el nivel de expresion de algunas moléculas relacionadas con la induccion de este

proceso. A diferencia de estudios anteriores, se determino la apoptosis en dos condiciones, en
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células mononucleares de sangre periférica inmediatamente después de purificarse (apoptosis
espontanea) y en células después de ser sometidas a un estrés térmico (apoptosis inducida).
Como primer paso, se evalud apoptosis mediante la determinacion de la fragmentacién de DNA,
utilizando la técnica de TUNEL, y la activacion de enzimas pro-apoptéticas, empleando la
medicién de la Caspasa 3 activa.

Las Caspasas son una familia de proteasas de cisteina-aspartato que juegan un crucial
papel en la apoptosis. Como ya lo mencionamos existen dos principales vias de induccion de
apoptosis: la via extrinseca la cual involucra los receptores de TNF como TNFR1 y Fas, y la via
intrinseca o mitocondrial la cual involucra a los miembros de la familia de Bcl-27". La Caspasa 3
es una de las Caspasas efectoras criticas involucradas en ambas vias y su activacion es crucial
en la muerte celular "®. En este trabajo se analiz6 apoptosis en células de sangre periférica
mediante la fragmentacion de DNA (TUNEL), y mediante la determinacién de Caspasa 3 activa.
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 6 y 8 respectivamente, En la determinacion
de apoptosis espontanea por TUNEL se observa que no existe una diferencia significativa del
porcentaje de apoptosis entre los tres grupos de estudio. Como sabemos el porcentaje de
apoptosis en células de individuos normales es de alrededor de un 2-5%, lo cual se presenta
en los tres grupos; controles (2%), DM2 (5.2%) y DM2/ITB (5.0%). Por otro lado, el porcentaje
de apoptosis inducida es claramente mayor en el grupo de pacientes con DM2/ITB comparados
con los otros dos grupos (p=0.0001). Los resultados obtenidos son consistentes con lo
observado por otros autores®, quienes sostienen que no existe diferencia significativa en el
porcentaje de apoptosis en los pacientes con DM2 y los controles sanos. Sin embargo, es muy
importante notar que se trata de apoptosis espontanea. En estudios anteriores realizados por
este grupo de trabajo se mostrd por primera vez, que a pesar de que no existe diferencia en la
apoptosis espontanea en estos grupos, si observamos un aumento significativo en la apoptosis
inducida, lo cual asegura que las CMN de los pacientes con DM2/ITB son mas vulnerables a

este proceso, que las de los DM2. Esta observacion infiere que este tipo de células son mas
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susceptibles a sufrir muerte celular, ya se ha demostrado en diversos estudios, que la
apoptosis es uno de los procesos de respuesta a los niveles elevados de glucosa en sangre,
ademds de que se ha observado que existen mecanismos que pueden incrementar este efecto,
como lo son: produccion de ROS, AGEs, LPS, TNF y elevada produccién de citocinas, estos
tres Gltimos caracteristicos de procesos infecciosos 9.

Los resultados de la evaluacion de Caspasa 3 activa, (Figura 8) en ella se observa que existe
un aumento de la presencia de esta proteina, tanto de manera espontanea como inducida. En
el grupo de pacientes con DM2/ITB, sin embargo, solo encontramos un aumento
estadisticamente significativo (p=0.0129) en la apoptosis inducida en este grupo de pacientes
con DM2/ITB, tiene correlacién con el porcentaje de apoptosis observado en la Figura 6. Esta
observacién sugiere que la apoptosis inducida en pacientes con DM2/ITB se produce por la via
dependiente de Caspasas.

Por otro lado, se evalué la densidad de la expresion de proteinas relacionadas con las
vias de la apoptosis, Caspasa 8 activa y Caspasa 9 activa (Figura 10 y 12). Estos
experimentos se realizaron debido a que se sabe que la apoptosis con frecuencia esta
relacionada con la activacién de una familia de Caspasas, las cuales pueden activarse tanto
por via extrinseca como intrinseca. La via extrinseca se activa mediante la union ligando-
receptor, en la cual participan receptores de membrana como Fas, TNFa, DR4/DR5, asi como
sus respectivos “ligandos de muerte”, FasL, R-TNF 1/2 o TRAIL, con la subsiguiente formacion
del complejo de muerte, la activacién de la cascada de Caspasas y la degradacion de DNA. La
activacion de Caspasas inicia con la Caspasa-8, la cual estd directamente relacionada con la
via extrinseca, ya que las Caspasas se sintetizan en forma de zimdgenos, necesitan un
procesamiento proteolitico para su activacién y asi activar a otras Caspasas. En tanto la via
intrinseca 0 mitocondrial es activada en respuesta a un estimulo, como el estrés,

administracién de drogas, radiaciones, etc. que lleva a la formacion del apoptosoma, el cual
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procesa de forma proteolitica la Caspasa 9 y posteriormente la Caspasa 3, que a su vez lleva
a la degradacion del DNA.

Al evaluar la expresion de Caspasa 8, se observd mayor expresion de esta tanto en
condiciones espontaneas, como inducidas en el grupo de pacientes con DM2/ITB. Lo cual
puede sugerir de manera importante que la apoptosis mostrada en las células de estos
pacientes pudiera ser por la via de ligandos como lo es el sistema Fas-Fas-L, donde se reclutan
moléculas adaptadoras formandose el complejo de inductor de muerte (DISC), en donde se
lleva a cabo la activacion o procesamiento de Caspasa 8 y Caspasa 10. Elevados niveles de
CD95 DISC vy altas concentraciones de Caspasa 8 activa y Caspasa 10, directamente inducen
la activacién de Caspasas efectoras (Caspasa 3, Caspasa 6 y Caspasa 7). Por lo que las
células sean mas susceptibles a la apoptosis. Nuestros resultados demuestran que en
pacientes con DM2/ITB, hay induccion de muerte celular via extrinseca, ya que hay un
incremento en la expresion de Caspasa 8 activa. Y estos datos son consistentes con la
expresion de Fas y FasL, reportados con anterioridad por este grupo de trabajo ®. Fas es un
receptor transmembranal de la familia de TNF que se expresa constitutivamente en una
variedad de tipos celulares, incluyendo linfocitos, eosindéfilos, monocitos y neutrdéfilos, en tanto
que su ligando Fas-L es una proteina transmembranal, que se expresa de forma inducida en
algunos tipos celulares. Tanto Fas como su ligando Fas-L, son de suma importancia en la
induccion de apoptosis en células que participan en la respuesta inmunitaria. Existen evidencias
de que la exposicion prolongada a glucosa incrementa la expresion de Fas, llevando a un efecto
deletéreo sobre las células b pancreaticas, en ratones diabéticos tipo NOD, la concentracion de
glucosa actia de manera anti o pro-apoptoética dependiendo de las condiciones de cultivo, ya
gue se ha observado que existe una induccion en la proliferacion de este tipo de células por la
glucosa en roedores como Psammomys obesus. Por otro lado, se ha observado un incremento

en la expresion de Fas en células b pancreéticas de pacientes con DM2 comparados con los
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controles, concluyendo que la apoptosis inducida por la hiperglucemia se lleva a cabo
principalmente por la via Fas-FasL.

En la Figura 11, se observa la expresion de Caspasa 9 activa, la cual es mayor en las
CMN de los pacientes con DM2 y DM2/ITB que fueron sometidas a choque térmico, pero el
nivel de expresion de esta proteina es significativamente menor que la Caspasa 8. Por lo que
puede inferirse que ambas vias se encuentren activadas solo en las células sometidas a
choque térmico y que padecen algun tipo de infeccion y DM2 controlados, por medio de una
asa de regulacion, en cuyo caso envuelve la activacion de BID (tBID), mediante la interaccion
con la pro-Caspasa 8. Subsecuentemente, tBID libera al citocromo C de la mitocondria, se une
a APAF-1y a la pro-Caspasa 9, formandose el apoptosoma y activando a Caspasas efectoras y
después a los sustratos de muerte que degradan al DNA. Lo cual explica porque la células de
los pacientes con DM2 y DM2/ITB son mas susceptibles a sufrir apoptosis, y que la via de
induccion de muerte celular se lleva a cabo primordialmente por la via extrinseca.

Las proteinas quimioatractantes de monocitos y sus receptores juegan un papel muy
importante en el desarrollo de la respuesta inflamatoria y es crucial para el reclutamiento de las
células del sistema inmune hacia el sitio de la inflamacion. Recientes estudios han implicado a
MCP1 y su receptor, CCR2, en la regulacion de la funcién de los adipositos. Estos estudios
demostraron que MCP1 inhibe la entrada de glucosa estimulada por la insulina. CCR2 es el
receptor para otros MCP’s incluyendo MCP2 y MCP3 V| y es necesario para el reclutamiento
de monocitos/macréfagos en modelos murinos de ateroesclerosis, artritis reumatoide e
infecciones por micobacteria® . Weisberg y Co. demostraron®, que el receptor de MCP1
CCR2 juega un papel importante en el desarrollo de obesidad y esta asociado a la inflamacion
tisular en el adiposito e importantemente en la resistencia sistémica a la insulina. Elevados
niveles de MCP1 en circulacién han sido encontrados en pacientes con diabetes tipo 1y 2 8489,

Estudios In Vitro han demostrado que los productos finales avanzados de glicacion, altas

concentraciones de glucosa, albumina glicada y la LDL glicoxidizada incrementa la expresion de
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MCP1®9. Recientemente Zhou y Co., reporto la identificacion de una nueva proteina, designada
MCPIP (Proteina Inducida por MCP1), la cual es expresada en monocitos humanos después de
la estimulacion con MCP1l. La expresion de esta proteina conlleva a la regulacion
transcripcional de genes que resultan en la induccion de apoptosis®”.

En este estudio nosotros también analizamos la expresion de MCP1 en células
mononucleares de sangre periférica de los pacientes con Diabetes e infeccion. La expresion de
MCP1 se muestra en la Figura 14, donde observamos un claro incremento en la expresion de
esta proteina en los pacientes con DM2/ITB comparado con los pacientes DM2 y los controles
sanos. En los pacientes DM2 hay un incremento en la expresion de MCP1, sin embargo no es
significativo comparado con los controles sanos. Esto es consistente con estudios que
identifican a MCP1 como un gene que responde a estados de hiperglucemia, que
frecuentemente acompafan a la obesidad y a la resistencia a la insulina. Estudios han
demostrado que MCP1 se incrementa en ratones obesos, alterando la funcion de los adipocitos
In Vitro, disminuyendo la entrada de glucosa a las células por medio de la insulina %

En este trabajo se muestra que la expresion de MCP1, en los pacientes DM2/ITB, se ve
incrementada en las CMN de estos pacientes y que puede ser causada por la hiperglucemia y
por la infeccion.

Para establecer si existia alguna relacion con la expresion de MCP1 con la apoptosis en
las células de pacientes con DM2/ITB, realizamos un andlisis de correlacion entre la expresion
de MCP1 con la proporcion de células en apoptosis y los niveles de glucosa sanguinea en
pacientes DM2/ITB (Figura 17 y 20). El analisis de correlacion entre el porcentaje de apoptosis
inducida, con la expresion de MCP1 mostré que no existia una correlacion, lo que nos indica
que muy probablemente la expresion de MCP1 en las células mononucleares de sangre
periférica de los pacientes con DM2.ITB no juega algun papel en la induccion de apoptosis. Sin
embargo un dato interesante es el que se observa en la Figura 20 donde al correlacionar la

expresion de MCP1 con los niveles de glucosa encontramos un correlacion inversa. Como lo
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mencionamos anteriormente la expresion de MCP1 estd4 asociada a la hiperglucemia, sin
embargo nuestros datos muestran que esta asociacion no sucede en las células mononucleares
de sangre periférica de estos pacientes. Si mas bien, pareciera ser que la hiperglucemia inhibe
la expresion de esta quimiocina o bien existe algin mecanismo que induce la secrecién de esta,
pues como se ha mostrado anteriormente por otros autores, existe un elevado nivel de
expresion de MCP1 soluble en el suero de pacientes con DM2. Por lo que seria interesante
analizar la presencia de MCP1 en el suero de estos pacientes. De igual manera esta relacion
inversa entre los niveles de glucosa y la expresion de MCP1 pudieran explicar de alguna
manera la ineficiencia de los pacientes con DM2/ITB sin control en su capacidad de manejar
estas infecciones. En la Figura 21 se analiz6 la expresibn de MCP-1 con respecto a las
distintas infecciones y se encontr6 que existe un aumento en la expresion de MCP-1 en
pacientes con Fascitis y un dato interesante es que estos pacientes tienen niveles menores de
glucosa en sangre comparados con las otras infecciones, infiriendo que le nivel de glucosa en
sangre es inversamente proporcional a la expresion de MCP-1 en estas células.

Posteriormente evaluamos la correlacion entre el nivel de glucosa en sangre, con el
porcentaje células en apoptosis y la expresion de Caspasa 8, y 9 activa (Figura 18, 19). Los
resultados demostraron que existe cierta correlacién negativa entre la apoptosis y los niveles de
glucosa. Estos datos son interesantes ya que la literatura muestra que los niveles altos de
glucosa inducen la generacion de especies reactivas de oxigeno como oxido nitrico, superoxido
y peroxinitrito. Las cuales activan proteinas involucradas en la apoptosis como Caspasas y
proteinas de la familia de Bcl-2. Sin embargo, en este estudio se muestra que al menos en las
células de sangre periférica de estos pacientes la condicion de hiperglucemia pareciera inhibir
la apoptosis, en estas células ante condiciones de induccion como lo es el choque térmico. Lo
que indica que probablemente las condiciones de hiperglucemia induce un fenébmeno de no

respuesta a condiciones de estrés para la induccion de apoptosis.
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10. CONCLUSIONES.

En este trabajo mostramos, que existe un incremento significativo en la apoptosis
inducida en CMN de los pacientes DM2/ITB. Por otro lado, demostramos la participacién de la
Caspasa 8 en la via de apoptosis que experimentan estas células, lo cual infiere que estas
células, al expresar Fas y FasL en la apoptosis de sangre periférica (datos previos) y expresar
Caspasa 8 en su forma activa, mueren a través de la via extrinseca o de ligandos de muerte.
Estas células expresan Caspasa 9, sin embargo no es significativo, pero cabe hacer notar que
la hiperglucemia sostenida aumenta la produccién de ROS y AGE los cuales preferentemente
inducen la muerte a través de la via mitocondrial, y de esta manera observamos un aumento.
Por primera vez se demostré la expresion de la quimiocina MCP1 en CMN de pacientes
DM2/ITB, mostramos que los valores de glucosa sanguinea correlacionan negativamente con la
expresion de esta quimiocina. Estos hallazgos contribuyen a explicar mejor la fisiopatologia de
las infecciones en los pacientes con DM2, especificamente con Fascitis. De de manera
interesante mostramos que los valores de glucosa sanguinea correlacionan negativamente con
la expresion de esta quimiocina, lo que pudiera explicar de alguna manera que la
inmunosupresion que presentan los pacientes con DM2 sin control, es propiciada ademas de la
linfocitosis ocasionada por la apoptosis; por la baja expresién de mediadores quimioatrayentes

como lo es MCP1 en estados de hiperglucemia.
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Paciente Tiempo de Sexo | Edad Glucosa Tratamiento "% de Apoptosis
Evolucidn (mg/dl)
(are=)
Espontanea Inducida

1 1 M 52 120 Hipo- 5 12
glucemiante

2 15 F GE 120 Hipo- 12 4
glucemiante

3 20 F BE 133 Hipo- 5 g
glucemiante

4 25 F 75 161 Hipo- 13 g
glucemiarte

5 16 F 7E 99 Hipo- 1 19
glucemiante

G 4 F 49 145 fetforming 0 4

7 G F 50 160 Dieta 4

g 5 F 39 115 Glibenclamida 3 4

9 15 F 73 161 Hipa- 3 S
glucemiante

10 1 M 56 134 Glibenclamida 4 10

11 g F 65 200 Glibenclamida 0 g

12 1 F a0 150 Mibenclamida 0 1

13 1 F 42 110 Dieta 15 1

14 4 F 49 157 Biloclan a 21

Promedio 94 59189 142 47 8.3

Tabla 2. Caracteristicas clinicas del grupo de estudio de pacientes con DM2 controlada y su
porcentaje de apoptosis en células de sangre periférica.
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11.2. Figuras

11.2.1. Apoptosis Cuantificada por TUNEL.
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Figura 5. Fotografia representativa de las células TUNEL-positivas. Los controles sanos, se muestra
negativos para la deteccidn de la fragmentacién de DNA (TUNEL), (A y B) lo cual representa la apoptosis
celular. En la muestras de pacientes con DM2/ITB se muestra claramente un incremento de la apoptosis
en las muestras sometidas al choque térmico (F), se muestra la presencia de apoptosis celular
principalmente en el ndcleo y citoplasma de las células En las muestras de los pacientes con DM2 y en
los controles se observa una discreta presencia de células positivas para TUNEL, en las muestras
sometidas al choque térmico (D). 40X.
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Figura 6. Porcentaje de células positivas para TUNEL. En células de sangre periférica no tratadas (A)
o tratadas con calor (B). Cada barra representa la media del numero de células de cada uno de los
pacientes. Se observa claramente un incremento en el porcentaje de células de los pacientes del grupo
de Diabéticos con infeccion (p= 0.0001). C) Comparacion de la expresion de células positivas para
TUNEL en apoptosis espontanea e inducida.
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11.2.2. Apoptosis determinada por la expresion de Caspasa-3

activa.
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Figura 7. Fotografia representativa de las células caspasa 3 activa positivas. Se muestra claramente
una nula positividad en las células de sangre periférica de los controles sanos y los DM2 en condiciones
espontaneas (A y C), mientras que hay una ligera positividad en las células de pacientes con DM2/ITB
(E). Sin embargo, las células de los controles y los pacientes con DM2 muestran una discreta positividad
cuando las células son sometida a choque térmico (B y D), mientras que las células sometidas a choque

térmico de pacientes con DM2/ITB muestran una gran positividad para caspasa 3 (F). 40X.
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Figura 8. Densidad de la expresion del marcador Caspasa 3- activa. Cada barra representa la media
de los diferentes pacientes analizados por inmunocitoquimica para C-3 activa en células de sangre
periférica, (A) espontanea, (B) Inducida. C) Se observa claramente un incremento en la densidad de
células de los pacientes del grupo DM2/ITB (*p= 0.0129) en la apoptosis inducida.

50



11.2.3. Expresion de Caspasa-8 activa.
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Figura 9. Fotografia representativa de las células caspasa-8 activa positivas. Positividad en células
de sangre periférica de manera espontanea (A, C y E) o inducida por choque térmico (B, D y F). Notese el
incremento en la expresion de C-8 activa en apoptosis inducida. 40X.
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Figura 10. Densidad de la expresién de Caspasa 8. A) Apoptosis Espontanea (**p= 0.0023, ANOVA), B) Inducida
(***p< 0.0001, ANOVA). C) Cada barra representa la media del nimero de células de cada uno de los pacientes.
Se observa incremento en el porcentaje de células de los pacientes del grupo DM2/ITB (**p < 0.001 vs grupo
sanos, ANOVA), también se observa incremento de los pacientes del grupo sanos (**p < 0.001 vs grupo DM2

Control, ANOVA).
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11.2.4. Expresion de Caspasa-9 activa.
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Figura 11. Fotografia representativa de las células caspasa-9 activa positivas. Positividad en células
de sangre periférica de manera espontanea (A, C y E) o inducida por choque térmico (B, D y F). Notese el

incremento en la expresion de C-9 activa en apoptosis inducida. 40X.
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Figura 12. Densidad de la expresién de Caspasa 9. A) Apoptosis espontanea (**p= 0.0046, ANOVA)
posteriormente se realizo la prueba de Tukey, encontrando que hay diferencia significativa en el grupo DM2/ITB
comparado con el grupo control sano (*p<0.05 vs. grupos sanos). B) inducida (**p= 0.0034, ANOVA), hay
diferencia en el grupo DM2/ITB comparado con el grupo control sano (*p<0.05 vs. grupos sanos) C) se observa
incremento en el porcentaje de células de los pacientes del grupo DM2/ITB apoptosis inducida comparada con la
esponténea (*p < 0.05 vs. DM2/ITB espontéanea), lo mismo ocurre en el grupo DM2 Control inducida (*p < 0.05
vs. DM2/ITB. 54



11.2.5. Expresion de Mcp-1
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Figura 13. Fotografia representativa de las células MCP-1 positivas. Positividad en células de sangre
periférica de manera espontanea (A, C y E) o inducida por choque térmico (B, D y F). Nétese el
incremento en la expresién de MCP-1 en el grupo DM2/ITB. 40X.
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Figura 14. Densidad de la expresion de Mcp-1. A) Apoptosis espontanea, mediante una prueba de andlisis de
varianza y posteriormente Tukey, se observa un incremento en la expresion de esta quimiocina en las células de
pacientes DM2/ITB comparado con los sanos (*p<0.05 vs. grupos sanos) y los DM2 control (*p< 0.05 vs. Grupo
DM2 control). B) apoptosis inducida, no hay diferencia estadistica significativa (p>0.05, ANOVA). C) Se
compararon ambas condiciones (espontanea e inducida) y se encontro diferencia en el grupo DM2/ITB comparado
con los sanos ( p< 0.005 vs. grupo sanos)
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11.3. Gréficas de Correlaciones Estadisticas

P P DN N W W

Caspasa-8 activa

0 25 50 75 100
%de Apoptosis

Figura 15. El porcentaje de apoptosis en las células de pacientes con DM2/ITB muestra una correlaciéon
con la expresion de Caspasa-8 inducida (r = 0.5460, p= 0.033). Resultados calculados con la prueba de
Pearson.
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Figura 16. El porcentaje de apoptosis en las células de los pacientes con DM2/ITB no muestra una
correlacién con la expresion de Caspasa-9 inducida (r = -0.2284, p= 0.1974).
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Figura 17. El porcentaje de apoptosis en las células de los pacientes con DM2/ITB no muestra una
correlacién con la expresiéon de Mcp-1 en apoptosis inducida (r = 0.009 p= 0.4839).
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Figura 18. El porcentaje de apoptosis (TUNEL) inducida en las células de los pacientes con
DM2/ITB no presenta correlacion con los niveles de glucosa en sangre (r = 0.0010, p = 0.9967)
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Figura 19. Los niveles elevados de glucosa en sangre de los pacientes con DM2/ITB no presentan
correlacién con la expresién de Caspasa-8 en apoptosis inducida (r = 0.1077, p= 0.3404).
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Figura 20. Los niveles elevados de glucosa en sangre de los pacientes con DM2/ITB muestran una
correlacién negativa con la expresién de MCP-1 en apoptosis inducida (r = -0.5610, p= 0.0460).
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Figura 21. Expresion de MCP-1 en células de sangre periférica de pacientes con diferentes tipos de
infeccion en tejidos blandos y la concentracion de glucosa en sangre. A) Expresion de MCP-1 en cada
tipo de infeccién, B) Expresion de MCP-1 comparada con los niveles de glucosa en sangre.
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